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DESCRIPCIÓN 
 

Células diferenciadas adecuadas para tratamiento humano. 
 
Campo técnico 5 
 
Esta invención se refiere en general a activar vectores víricos controlados. Más específicamente, describe una 
tecnología para retirar células no diferenciadas de poblaciones procedentes de células madre pluripotentes usando 
vectores líticos expresados de manera selectiva. 
 10 
Antecedentes  
 
Las células precursoras se han convertido en una preocupación principal en investigación médica. Muchos tejidos en 
el cuerpo tienen un depósito de reserva de precursores que pueden reemplazar células que son senescentes o 
están dañadas por lesión o enfermedad. Recientemente se ha realizado un considerable esfuerzo para aislar 15 
precursores de una serie de diferentes tejidos para uso en medicina regenerativa. 
 
La Patente de EE.UU. 5.750.397 (Tsukamoto et al., Systemix) indica aislamiento y crecimiento de células madre 
hematopoyéticas humanas que son Thy-1+, CD34+ y son capaces de diferenciación en linajes linfoides, eritroides y 
mielomonocíticos. La Patente de EE.UU. 5.736.396 (Bruder et al.) indica métodos para diferenciación dirigida al 20 
linaje de células madres mesenquimales humanas, aisladas, usando un factor bioactivo apropiado. Las células 
derivadas se pueden introducir después en un huésped para regeneración o reparación de tejido mesenquimal. 
 
La Patente de EE.UU. 5.716.411 (Orgill et al.) propone regenerar la piel en el sitio de una quemadura o herida, 
usando un autoinjerto epitelial. La Patente de EE.UU. 5.766.948 (F. Gage) indica un método para producir 25 
neuroblastos a partir de tejido cerebral animal. La Patente de EE.UU. 5.672.499 (Anderson et al.) indica obtener 
células madre de cresta neural de tejido embrionario. La Patente de EE.UU. 5.851.832 (Weiss et al., Neurospheres) 
indica aislamiento de células madre neurales putativas de fetos humanos de 8-12 semanas. La Patente de EE.UU. 
5.968.829 (M. Carpenter) indica células madre neurales humanas procedentes de tejido del sistema nervioso central 
principal. 30 
 
La Patente de EE.UU. 5.082.670 (F. Gage) indica un método para injertar células genéticamente modificadas para 
tratar defectos, enfermedad o daño del sistema nervioso central. Auerbach et al. (Eur. J. Neurosci. 12: 1.696, 2.000) 
indican que las células del SNC multipotenciales implantadas en cerebros de animales forman neuronas 
eléctricamente activas y funcionalmente conectadas. Brustle et al. (Science 285: 754, 1.999) indican que las células 35 
precursoras derivadas de células madres embrionarias interactúan con neuronas huésped y mielinizan con eficacia 
los axones en el cerebro y la médula espinal. 
 
Se ha generado un considerable interés por el desarrollo de células madre embrionarias, que se piensa que tienen el 
potencial para diferenciarse que muchos tipos de células. Se realizó un trabajo inicial sobre células madre 40 
embrionarias en ratones. Las células madre de ratón pueden ser aisladas de tanto células embrionarias tempranas 
como tejido germinal. Las características deseables de las células madre pluripotentes son que sean capaces de 
proliferación in vitro en un estado no diferenciado, que retengan un cariotipo normal y que retengan el potencial para 
diferenciarse a derivados de las tres capas germinales embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). 
 45 
El desarrollo de preparaciones de células madre pluripotentes humanas está considerablemente menos avanzado 
que el trabajo con células de ratón. Thomson et al., propagaron células madre pluripotentes de primates inferiores 
(Patente de EE.UU. 5.843.780; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7.844, 1.995) y después de seres humanos (Science 
282: 114, 1.998). Gearhart y colaboradores derivaron estirpes celulares germinales embrionarias humanas (hEG, por 
sus siglas en inglés) de tejido gonadal fetal (Shamblott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13.726,1.998 y Patente 50 
de EE.UU. 6.090.622). 
 
Tanto las células hES como las hEG presentan las características buscadas desde hace mucho tiempo de las 
células madres pluripotentes: se pueden cultivar in vitro sin diferenciación, presentan un cariotipo normal y se 
mantienen capaces de producir una serie de tipos diferentes de células. Las estirpes de células madre embrionarias 55 
humanas clonalmente derivadas mantienen pluripotencia y potencial proliferativo durante periodos prolongados en 
cultivo (Amit et al., Dev. Biol. 227: 271, 2.000). Estas células implican una considerable promesa para uso en 
tratamiento humano, actuando como depósito para regeneración de casi cualquier tejido comprometido por anomalía 
genética, traumatismo o una enfermedad. 
 60 
La Publicación de Patente Internacional WO 99/20741 (Geron Corp.) se refiere a métodos y a materiales para 
cultivar células madre primordiales derivadas de primate. En una realización, se proporciona un medio de cultivo 
celular para cultivar células madre primordiales derivadas de primate en un estado sustancialmente no diferenciado, 
con una presión osmótica baja y niveles bajos de endotoxina. El medio básico se combina con un suero de nutriente 
eficaz para soportar el crecimiento de las células madre primordiales derivadas de primate y un sustrato de células 65 
alimentadoras o un componente de matriz extracelular derivado de células alimentadoras. El medio puede incluir 
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además aminoácidos no esenciales, un antioxidante y factores de crecimiento que son nucleósidos o una sal de 
piruvato. 
 
Un reto significativo para el uso de células madre para tratamiento es controlar el crecimiento y la diferenciación en 
el tipo particular de tejido requerido para tratamiento de cada paciente.  5 
 
La Patente de EE.UU. 4.959.313 (M. Taketo, Jackson Labs) proporciona una secuencia potenciadora particular que 
produce la expresión de un gen exógeno o recombinante de franqueo a partir de un activador que acompaña al gen 
que no produce normalmente expresión en células no diferenciadas. La Patente de EE.UU. 5.639.618 (D. A. Gay, 
Plurion Inc.) propone un método para: aislar una célula madre específica del linaje in vitro, en el que se transinfecta 10 
una célula madre embrionaria pluripotente con una construcción en que un elemento genético específico del linaje 
se une de manera operable a un gen indicador, cultivar la célula en condiciones en que la célula se diferencie y 
después de separación de las células que expresan el indicador se separen de otras células.  
 
La Patente de EE.UU. 6.087.168 (Levesque et. al., Cedars Sinai Med. Ctr.) se refiere a transdiferenciar células 15 
epidérmicas en neuronas viables útiles para tanto tratamiento de células como tratamiento de genes. Las células de 
la piel se transinfectan con un factor de transcripción neurogénico y se cultivan en un medio que contiene un 
oligonucleótido antisentido que corresponde a un regulador negativo de diferenciación neuronal.  
 
La Publicación de Patente Internacional WO 97/32025 (McIvor et al., U. Minnesota) propone un método para injertar 20 
células madre hematopoyéticas resistentes a fármacos. Las células en el injerto son aumentadas por un gen de 
resistencia a fármacos (tal como dihidrofolato reductasa resistente a metotrexato), bajo el control de un activador 
funcional en células madre. Las células son administradas a un mamífero, que después se trata con el fármaco para 
incrementar el injerto de células transgénicas en relación a las células no transgénicas.  
 25 
La Publicación de Patente Internacional WO 98/39427 (Stein et al., U. Massachusetts) se refiere a métodos para 
expresar genes exógenos en células diferenciadas tal como tejido esquelético. Las células madre (por ejemplo, de 
médula ósea) se ponen en contacto con un ácido nucleico en el que el gen se une a un elemento que controla la 
expresión en células diferenciadas. Es ejemplar el activador de osteocalcina de rata. La Publicación de Patente 
Internacional WO 99/10535 (Liu et al., Yale U.) propone un procedimiento para estudiar los cambios en la expresión 30 
de los genes en células madre. Se prepara un perfil de expresión de genes de una población de células madre y 
después se compara a un perfil de expresión de genes de células diferenciadas.  
 
La Publicación de Patente Internacional WO 99/19469 (Braetscher et al., Biotransplant) se refiere a un método para 
cultivar células madres embrionarias pluripotentes del cerdo. Se inserta un gen marcador seleccionable en las 35 
células de manera que se regule mediante un control o secuencia activadora en las células ES, ejemplificado por el 
activador OCT-4 porcino. 
 
La Publicación de Patente Internacional WO 00/15764 (Smith et al., U. Edinburgh) se refiere a propagación y 
derivación de células madres embrionarias. Las células se cultivan en presencia de un compuesto que inhibe de 40 
manera selectiva la propagación o la supervivencia de células distintas de las células ES por inhibición de una ruta 
de señalización esencial para que se propaguen las células diferenciadas. Son ejemplares los compuestos que 
inhiben SHP-2, MEK o la cascada ras/MAPK. 
 
Klug et al. (J. Clin. Invest. 98: 216, 1.996) propone una estrategia para seleccionar de manera genética 45 
cardiomiocitos de células madre embrionarias de ratón de diferenciación. Se transinfectó de manera estable un gen 
de fusión que consistía en el activador de cadena pesada de α-miosina cardíaca y un ADNc que codifica 
aminoglicósido fosfotransferasa, en las células ES. Las estirpes resultantes se diferenciaron in vitro y se 
seleccionaron usando G418. Se indicó que los cultivos de cardiomiocitos seleccionados eran altamente 
diferenciados. Cuando se volvió a injertar en ratones, los injertos de cardiomiocitos derivados de ES fueron 50 
detectables tanto tiempo como 7 semanas después de implantación.  
 
Schuldiner et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 11.307, 2.000) indican los efectos de ocho factores de crecimiento 
sobre la diferenciación de células de células madre embrionarias humanas. Después de iniciar la diferenciación a 
través de formación de cuerpos embrioides, se cultivaron las células en presencia de bFGF, TGF-β1, activina-A, 55 
BMP-4, HGF, EGF, βNGF o ácido retinoico. Cada factor de crecimiento presentó un efecto único sobre la ruta de 
diferenciación, pero ninguno de los factores de crecimiento dirigió la diferenciación exclusivamente a un tipo de 
célula.  
 
Hay una necesidad de nuevas propuestas para generar poblaciones de células diferenciadas adecuadas para 60 
administración humana.  
 
Sumario de la invención  
 
Se describe un sistema para agotar células relativamente no diferenciadas de una población de células heterogénea, 65 
tal como se puede obtener por diferenciación de células madre. La población se trata con un vector que pone un gen 

E01986488
10-08-2015ES 2 544 942 T3

 



4 

efector letal o potencialmente letal bajo control de un elemento génico que permite que el gen se exprese a un nivel 
superior en la subpoblación no diferenciada. Esto produce una población relativamente enriquecida para células 
maduras y adecuada para uso en medicina regenerativa. 
 
La presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende la estructura P-X, donde X es 5 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un producto que es letal para una célula en la que se expresa o 
hace una célula en la que se expresa susceptible de un efecto letal de un agente externo y P es un elemento de 
control transcripcional que hace que X se exprese preferentemente en células madre pluripotentes de primate (pPS, 
por sus siglas en inglés) no diferenciadas. La línea de conexión en P-X indica que los elementos genéticos están 
unidos de manera operable, sean o no adyacentes en la molécula de ácido nucleico. 10 
 
X es referido en la descripción que sigue como una secuencia efectora. X puede codificar una toxina, una proteína 
que induzca o medie la muerte celular programada o una enzima (tal como timidina cinasa) que convierta un 
profármaco (tal como ganciclovir) en un compuesto que sea letal para una célula en que se expresa X. Se 
proporcionan otros ejemplos más adelante en esta descripción. 15 
 
En algunas realizaciones, P-X es una molécula heteróloga introducida, que significa que la célula o sus ascendientes 
fueron modificados genéticamente con un vector que comprende P-X. En otras realizaciones, P es un elemento de 
control transcripcional endógeno. Después de transinfección, X puede ser expresado de manera transitoria en 
células no diferenciadas en la población o P-X puede ser heredable y ser expresado en progenie no diferenciada. 20 
Ejemplos no limitantes para P incluyen el activador OCT-4 y el activador de telomerasa transcriptasa inversa (TERT, 
por sus siglas en inglés). Las células también pueden contener un gen Y de resistencia a fármacos bajo control de P, 
representado en esta descripción como P-X-Y, que indica una relación funcional donde P regula la transcripción de 
tanto X como Y, estando los elementos en cualquier orientación en la secuencia que une las funciones de esta 
manera.  25 
 
También se describen vectores de polinucleótidos adaptados para modificar genéticamente células madre de este 
modo.  
 
Se modifican genéticamente las células madre en la población de manera que contengan una molécula de ácido 30 
nucleico comprendiendo la estructura P-X como ya se describió. De esta manera, un gen que es letal para una 
célula en que se expresa, o la hace susceptible de un efecto letal de un agente externo, se pone bajo control de un 
elemento de control transcripcional que hace que el gen se exprese de manera preferente en células no 
diferenciadas. La población de células se puede modificar genéticamente cuando aún sean predominantemente no 
diferenciadas (antes de que se haga que se diferencien) o cuando ya comprenda predominantemente células 35 
diferenciadas.  
 
Si X es letal para la célula, entonces las células madre no diferenciadas se pueden agotar simplemente por cultivo 
de la población de células en condiciones donde se exprese X. Si X hace la célula susceptible de efectos letales de 
un agente externo (tal como un fármaco o profármaco), entonces se agotan las células madre no diferenciadas por 40 
combinación de las células con el agente externo. Esto se puede hacer poniendo en contacto las células in vitro con 
el agente en cultivo de tejido, o administrando las células al individuo de manera simultánea o de manera secuencial 
con el agente externo, si no está ya presente. 
 
Los reactivos de esta invención pueden actuar sobre poblaciones celulares que contengan cualquier tipo de células 45 
madre. Son especialmente adecuados para aplicación a células madre pluripotentes de primate, tales como las 
células madre embrionarias humanas.  
 
Otras realizaciones de la invención serán evidentes a partir de la descripción que sigue.  
 50 
Breve descripción de los dibujos.  
 

La Figura 1 proporciona un análisis de expresión de OCT-4 y hTERT en células hES cultivadas con células 
alimentadoras (mEF) o matriz extracelular (Matrigel® o laminina) con medio regular (MR) o medio 
condicionado (MC). El panel superior es una copia de un gel que muestra la expresión de OCT-4 y hTERT 55 
al nivel de ARNm por RT-PCR. El panel inferior es un gráfico de barras que compara el nivel de expresión 
para células cultivadas en diferentes sustratos, expresado como la relación de OCT-4 o hTERT al patrón 
18s. Las células hES cultivadas en Laminina y Matrigel® en medio condicionado presentan patrones de 
expresión similares a los de células cultivadas sobre una capa alimentadora.  
La Figura 2 es una reproducción en medios tonos de un gel que muestra actividad de telomerasa medida 60 
en células hES cultivadas por ensayo de actividad TRAP. Todas las condiciones de cultivo mostraron 
actividad positiva de la telomerasa después de 40 días en cultivo sin alimentador. 
La Figura 3 es una reproducción en medios tonos que muestra la expresión del gen indicador de GFP en 
células hES transducidas con retrovirus y después diferenciadas. Las células hES fueron transferidas a 
cultivo en suspensión para formar cuerpos embrioides, cultivados durante unos 4 días adicionales, se 65 
volvieron a poner en placas sobre extensiones recubiertas de gelatina y se cultivaron durante una semana y 
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después se fijaron y se fotografiaron bajo fluorescencia para expresión de GFP. Los paneles a la izquierda 
muestran iluminación de campo brillante; los paneles a la derecha muestran fluorescencia debido a 
expresión de GFP. 
La Figura 4 muestra los resultados de un estudio en que se modificaron genéticamente de manera 
transitoria células hES en cultivo sin alimentador por lipofección. El panel A es una reproducción en medios 5 
tonos de una micrografía de luz que muestra la morfología de células hES sobre laminina después de haber 
sido transinfectadas. El panel B es una reproducción en medios tonos de una micrografía de fluorescencia 
que muestra expresión de GFP en la misma colonia. El panel C es un gráfico de barras que muestra el 
porcentaje de células que expresan GFP en diversas condiciones. 
La Figura 5 es un mapa de vector TPAC denominado pGRN376. Este es un vector de adenovirus de 7.185 10 
pb que comprende el gen de la timidina cinasa (tc) de herpes simple bajo control de un activador tomado de 
la secuencia aguas arriba del gen humano para telomerasa transcriptasa inversa (hTERT). La expresión de 
tc es activada en células que expresan hTERT, tales como células madres embrionarias no diferenciadas.  
La Figura 6 es un gráfico lineal de dos paneles, que muestra el efecto del vector de la timidina cinasa TPAC 
sobre células hES no diferenciadas. 48 h después de volver a ponerlas en placas, se transdujeron las 15 
células con vector TPAC a un MOI de 30 ó 100, o se simuló la transducción (no vector añadido). Cuatro h 
después, se cambiaron las células a medio fresco que contenía el profármaco ganciclovir (GCV). El día 3, 
los pozos tratados con vector TPAC + GCV contenían 8% tantas células como los pozos de control. 
La Figura 7 es un gráfico de barras que muestra la valoración de GCV en células hES tratadas con vector 
TPAC. 4 h después de transducción con el vector, se añadió medio fresco que contenía GCV a la 20 
concentración mostrada. GCV -20 µM fue óptimo en las condiciones ensayadas. 
La Figura 8 es un gráfico de barras de dos paneles que muestra la valoración de GCV sobre células hES 
transducidas y simulada la transducción de vector TPAC de dos estirpes diferentes. Ambas estirpes son 
sensibles a GCV después de tratamiento con el vector TPAC. 
La Figura 9 muestra el efecto de tratamiento de TPAC + GCV en poblaciones de células mixtas obtenidas de 25 
diferenciación de células hES. Se alimentaron las células a diario con medio condicionado para mantener el 
estado no diferenciado o con ácido retinoico 500 nM o DMSO al 0,5%, para inducir diferenciación en células 
comprometidas de fenotipo mixto. 7 días más tarde, se infectaron con el vector TPAC a un MOI de 30, más 
GCV 20 µM. El Panel Superior es un gráfico de barras que muestra el número de células que sobreviven en 
cultivo. El tratamiento con TPAC + GCV eliminó células cultivadas en cada condición. En cada caso, el 30 
cultivo de células supervivientes produjo poblaciones que parecían altamente diferenciadas y 
sustancialmente exentas de morfología no diferenciada. El Panel Inferior es una reproducción en medios 
tonos de un gel que muestra análisis RT-PCR de las células supervivientes. Esas células cultivadas con 
medio condicionado (mEF-MA) o DMSO no presentaron expresión detectable de OCT-4, mientras 2 de 
cada 4 muestras tratadas con ácido retinoico (AR) mostraron productos de multiplicación consistentes con 35 
niveles muy bajos de expresión de OCT-4. 
La Figura 10 es una micrografía reproducida de una estirpe celular hES que ha sido transducida por 
combinación con un vector de adenovirus de control (Panel A) o pGRN376 (Panel B), que contiene el gen 
de la tc bajo control del activador de TERT. Los dos pozos de células transducidas se cultivaron durante 3 
días en un medio que contenía ganciclovir. Se observaron colonias no diferenciadas típicas de cultivos de 40 
células hES normales en los pozos de control. En los pozos tratados con pGRN376, desapareció la 
mayoría o todas las colonias de células ES no diferenciadas y sólo quedaron células diferenciadas. 
La Figura 11 es una gráfica lineal de dos paneles que muestra la sensibilidad a fármacos de células no 
diferenciadas que contienen el gen de la timidina cinasa conducido por activador de telomerasa (TPAC). Los 
paneles superior e inferior muestran sensibilidad a los profármacos ganciclovir (GCV) y (E)-5-(2-bromovinil)-45 
2'-desoxiuridina (BVDU), respectivamente. Ganciclovir a una concentración tan baja como 2,5 µM destruye 
virtualmente todas las células ES TPAC no diferenciadas en ~4 días. 
La Figura 12(A) y (B) comprende reproducciones en blanco y negro de micrografías de fluorescencia de 
células ES diferenciadas. Las estirpes celulares H9-376m-18, H9-376m-62 y H9-376m-6 contienen el gen 
de TPAC; H9-pGK-neo-1 es la estirpe celular de control transinfectada sólo con el plásmido de selección de 50 
fármaco. Las células transinfectadas de manera estable se diferenciaron en cuerpos embrioides y se 
pusieron en placas para análisis de inmunocitoquímica. Al menos tres de las estirpes de células madre que 
contenían TPAC mostraron áreas que teñían la actina específica del músculo, α-fetoproteína, β-tubulina y 
troponina cardíaca I, representativo de las tres capas germinativas embrionarias. 
 55 

Descripción detallada de la invención 
 
Las células madre de diversos tipos se han convertido en una modalidad extremadamente atractiva en medicina 
regenerativa. Se pueden hacer proliferar en cultivo y después diferenciar in vitro o in situ en los tipos de células 
necesarios para el tratamiento. Recientemente, se ha demostrado que las células madre embrionarias humanas 60 
expresan de manera continua un alto nivel de telomerasa, permitiéndoles mantener la longitud del telómero y crecer 
casi indefinidamente en cultivo. 
 
Hasta ahora, los esfuerzos para diferenciar células madre se han dirigido principalmente hacia la identificación de 
condiciones de cultivo que favorezcan la excrecencia de una población de células con características fenotípicas de 65 
un tipo de tejido deseable para medicina regenerativa. Schuldiner et al. (supra) indican los efectos de factores de 
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crecimiento sobre la diferenciación de células madre embrionarias humanas. En la Patente de EE.UU. 5.639.613, se 
transinfectan células madre con un gen específico del linaje que está unido de manera operable a un gen indicador, 
que se usa después para seleccionar células que expresan el indicador. En la patente internacional WO 97/32025, 
se aumentan las células madre hematopoyéticas mediante un gen de resistencia a fármacos y después se injertan 
en un individuo. Las células son administradas a un mamífero, que se trata después con el fármaco para 5 
incrementar el injerto de células transgénicas. Klug et al. (supra) usaron una construcción en la que el activador de 
cadena pesada de α-miosina cardíaca controló la expresión de aminoglicósido fosfotransferasa. Se seleccionaron 
células diferenciadas transinfectadas usando G418, que produjo estirpes de células de tipo cardiomiocito. Esta es 
una estrategia de selección positiva que usa patrones de expresión de genes del tipo de tejido deseado para permitir 
la supervivencia preferente de tejido diferenciado. 10 
 
Es una hipótesis de esta invención que algunas de las poblaciones de células diferenciadas producidas usando 
cultivo adaptativo y métodos de selección positivos serán subóptimas para uso en tratamiento humano. En algunas 
circunstancias, las células no diferenciadas en la población pueden debilitar el injerto o la función de las células in 
vivo. Las células no diferenciadas también pueden incrementar la posibilidad de un tumor maligno u otro tumor que 15 
se forme en el sitio del implante terapéutico o por migración de células trasplantadas. 
 
Esta invención se refiere a una estrategia en que las células no diferenciadas que quedan en dichas poblaciones de 
células diferenciadas se pueden agotar. Esto se efectúa por modificación genética de las células, de manera que un 
gen que es letal para una célula en que se expresa o la hace susceptible de un efecto letal de un agente externo, se 20 
pone bajo control transcripcional de un elemento genético que hace que se exprese preferentemente en cualquier 
célula no diferenciada en la población. Esta es una estrategia de selección negativa, diseñada para minimizar la 
proporción de células no diferenciadas. Es posible combinar esta técnica con técnicas de selección positiva de 
diversas clases, para obtener poblaciones relativamente puras del tipo de tejido deseado que estén sustancialmente 
exentas de células no diferenciadas.  25 
 
Como una validación no limitante de la invención, las células madre embrionarias humanas (hES) han sido 
transducidas con un vector de adenovirus (TPAC) en que se pone un gen de la timidina cinasa de virus del herpes 
bajo control de una secuencia activadora para telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT). Las células hES 
expresan de manera constitutiva hTERT, pero esta capacidad se pierde en la diferenciación. El Ejemplo 10 de 30 
referencia (Figuras 6-8) muestra que la transducción de células hES con vector TPAC hace las células no 
diferenciadas susceptibles de letalidad por el profármaco ganciclovir, un sustrato para timidina cinasa, a una 
concentración de - 20 µM. El Ejemplo 11 de referencia (Figura 9) muestra que cuando se transducen células hES 
con vector TPAC y después se diferencian con DMSO, no hay células supervivientes con expresión detectable de 
OCT-4 (un fenotipo de células no diferenciadas). 35 
 
Las técnicas descritas en la presente memoria se diseñan en parte para proporcionar poblaciones de células con 
características mejoradas para tratamiento humano. Después de agotar las células no diferenciadas, se espera que 
la población diferenciada posea mejores características funcionales y de injerto y presente un riesgo reducido de 
crear arquitectura de tejido no deseada y tumores malignos en el individuo tratado. Además, las poblaciones de 40 
células con células no diferenciadas agotadas son más homogéneas, lo que proporciona una ventaja distinta para 
aplicaciones no terapéuticas, tales como producir anticuerpo, bibliotecas de ADNc e investigar candidatos de 
fármacos. 
 
Definiciones  45 
 
Las "Células Madre Pluripotentes de primate" de prototipo (células pPS) son células pluripotentes procedentes de 
tejido preembrionario, embrionario o fetal en cualquier momento después de la fertilización y presentan la 
característica de ser capaces en las condiciones apropiadas de producir progenie de varios tipos de células 
diferentes que son derivados de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), según un ensayo 50 
aceptado en la técnica clásica, tal como la capacidad para formar un teratoma en ratones SCID de 8-12 semanas. 
 
Se incluyen en la definición de células pPS células embrionarias de varios tipos, ejemplificados por células madre 
embrionarias humanas (hES), descritas por Thomson et al. (Science 282: 1.145, 1.998); células madre embrionarias 
de otros primates, tales como células madre de Rhesus (Thomson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7.844, 55 
1.995), células madre de tití (Thomson et al., Biol. Reprod. 55: 254, 1.996) y células germinales embrionarias 
humanas (hEG) (Shamblott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13.726, 1.998). Otros tipos de células pluripotentes 
también se incluyen en el término. Se incluyen todas las células de origen primate que sean capaces de producir 
progenie que sean derivadas de las tres capas germinales, sin tener en cuenta si proceden de tejido embrionario, 
tejido fetal u otras fuentes. Esta especificación se refiere a células pPS que no procedan de una fuente maligna. Es 60 
deseable (pero no siempre necesario) que las células sean cariotípicamente normales.  
 
Se describen cultivos de células pPS como "no diferenciados" cuando una proporción sustancial de células madre y 
sus derivadas en la población presentan características morfológicas de células no diferenciadas, distinguiéndose 
claramente de células diferenciadas de origen embrión o de adulto. Las células pPS no diferenciadas se reconocen 65 
fácilmente por los expertos en la materia y aparecen típicamente en las dos dimensiones de una vista microscópica 
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en colonias de células con altas relaciones nuclear/citoplasmática y nucleolos prominentes. Se entiende que las 
colonias de células no diferenciadas dentro de la población con frecuencia estarán rodeadas por células vecinas que 
sean diferenciadas. Sin embargo, las colonias no diferenciadas persisten cuando se cultiva la población o se hacen 
pases en las condiciones apropiadas y las células no diferenciadas individuales constituyen una proporción 
sustancial de la población celular. Los cultivos que están sustancialmente no diferenciados contienen al menos 20% 5 
de células pPS no diferenciadas y pueden contener al menos 40%, 60% u 80% en orden de preferencia creciente. 
Siempre que se refiera un cultivo o población celular en esta descripción como proliferación "sin diferenciación", lo 
que se quiere decir es que después de proliferación, la composición es sustancialmente no diferenciada de acuerdo 
con la definición precedente. 
 10 
"Células alimentadoras" o "alimentadores" son términos usados para describir células de un tipo que se cultivan 
conjuntamente con células de otro tipo, para proporcionar un entorno en el que las células del segundo tipo puedan 
crecer. Las células alimentadoras son opcionalmente de una especie diferente que las células que están soportando. 
Por ejemplo, ciertos tipos de células pPS se pueden soportar por fibroblastos embrionarios de ratón primarios, 
fibroblastos embrionarios de ratón inmortalizados o células de tipo fibroblasto humano diferenciadas de células hES, 15 
como se describe más adelante en esta descripción. Se dice que las poblaciones de células pPS están 
"esencialmente exentas" de células alimentadoras si las células han sido cultivadas a través de al menos un ciclo 
después de la división en que no se añaden células alimentadoras frescas para soportar el crecimiento de la pPS. 
Los cultivos esencialmente exentos de células alimentadoras contienen menos de aproximadamente 5% de células 
alimentadoras. Siempre que un cultivo o una población celular se refiera en esta descripción como "exento de 20 
alimentador", lo que se quiere decir es que la composición está esencialmente exenta de células alimentadoras de 
acuerdo con la definición precedente, sujeta sólo a restricciones adicionales requeridas de manera explícita. 
 
El término "cuerpos embrioides" es un término de sinónimo de la técnica con "cuerpos agregados". Los términos se 
refieren a agregados de células diferenciadas y no diferenciadas que aparecen cuando se multiplican células pPS en 25 
cultivos monocapa o se mantienen en cultivos en suspensión. Los cuerpos embrioides son una mezcla de diferentes 
tipos de células, típicamente de varias capas germinativas, distinguibles por criterios morfológicos.  
 
Los términos "células precursoras comprometidas", "células precursoras de linaje restringido" y "células de linaje de 
desarrollo restringido" se refieren todos a células que son capaces de proliferar y diferenciarse en diversos tipos de 30 
células diferentes, con un intervalo que es típicamente más limitado que las células madre pluripotentes de origen 
embrionario capaces de dar lugar a progenie de las tres capas germinativas. Ejemplos no limitantes de células 
precursoras comprometidas incluyen células hematopoyéticas, que son pluripotentes para varias células 
sanguíneas; progenitores de hepatocitos que son pluripotentes para células epiteliales de las vías biliares y 
hepatocitos y células madres mesenquimales. Otro ejemplo son células neurales restringidas, que pueden generar 35 
precursores de células gliales que progresan a oligodendrocitos y astrocitos y precursores neuronales que progresan 
a neuronas. 
 
Para los fines de esta descripción, el término "célula madre" puede referirse a una célula madre pluripotente o una 
célula precursora comprometida, ambas como se definió anteriormente. Mínimamente, una célula madre presenta la 40 
capacidad para proliferar y formar células de más de un fenotipo diferente y también es capaz de auto-renovación - 
como parte del mismo cultivo o cuando se cultiva en diferentes condiciones. Las células madre embrionarias se 
pueden identificar como positivas para la enzima telomerasa. 
 
Como se usa en esta descripción, "diferenciada" y "no diferenciada" son términos relativos dependiendo del contexto 45 
en que se usen. Específicamente, en referencia a un tipo particular de célula madre auto-renovadora, el término "no 
diferenciada" se refiere de nuevo a la misma célula madre auto-renovadora, mientras el término "diferenciada" se 
refiere a uno o más de los fenotipos relativamente maduros que puede generar la célula madre - como es apreciable 
por criterios morfológicos, marcadores antigénicos y transcripciones génicas que producen. Las células pPS no 
diferenciadas presentan la capacidad para diferenciarse en tres capas germinativas. Las células diferenciadas de 50 
ellas no y se pueden reconocer fácilmente por un experto en la materia por criterios morfológicos. 
 
Los términos "polinucleótido" y "molécula de ácido nucleico" se refieren a un polímero de nucleótidos de cualquier 
longitud. Se incluyen genes y fragmentos de genes, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNc, polinucleótidos 
recombinantes, polinucleótidos ramificados, plásmidos, vectores, ADN y ARN aislados, sondas de ácidos nucleicos y 55 
cebadores. Como se usa en esta descripción, el término polinucleótidos se refiere de manera intercambiable a 
moléculas bicatenarias y monocatenarias. A menos que se especifique o se requiera de otro modo, cualquier 
realización de la invención que sea un polinucleótido incluye tanto una forma bicatenaria como cada una de las dos 
formas monocatenarias complementarias conocidas o previstas para constituir la forma bicatenaria. Se incluyen 
análogos de ácidos nucleicos tales como fosporamidatos y tiofosforamidatos. 60 
 
Se dice que una célula es "modificada genéticamente", "transinfectada" o "genéticamente transformada" cuando un 
polinucleótido ha sido transferido a la célula por cualquier medio adecuado de manipulación artificial o en el caso de 
que la célula sea una progenie de la célula modificada originalmente que haya heredado el polinucleótido. El 
polinucleótido con frecuencia comprenderá una secuencia que se pueda transcribir que codifique una proteína de 65 
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interés, que permita que la célula exprese la proteína a un nivel elevado. Se dice que la modificación genética es 
"heredable" si la progenie de la célula modificada tiene la misma modificación. 
 
Un "elemento de control" o una "secuencia de control" es una secuencia de nucleótidos implicada en una interacción 
de moléculas que contribuye a la regulación funcional de un polinucleótido, tal como replicación, duplicación, 5 
transcripción, corte y empalme, traducción o degradación del polinucleótido. Los elementos de control 
transcripcionales incluyen activadores, potenciadores y represores. 
 
Las secuencias de genes particulares referidas como activadores, como el "activador de TERT" o el "activador de 
OCT-4", son secuencias de polinucleótidos derivadas del gen referido que activa la transcripción de un producto de 10 
expresión génica unido de manera operable. Se reconoce que varias porciones de la secuencia génica no traducida 
aguas arriba y de intrones puede contribuir en algunos casos a aumentar la actividad y que todas o cualquier 
subconjunto de estas porciones puede estar presente en la construcción lograda genéticamente referida. El 
activador puede estar basado en la secuencia génica de cualquier especie que tenga el gen, a menos que se 
restrinja de manera explícita y puede incorporar cualquier adición, sustitución o supresión deseable, en tanto que la 15 
capacidad para activar la transcripción en el tejido objetivo. Las construcciones genéticas diseñadas para 
tratamiento de seres humanos comprenden típicamente un segmento que es al menos 90% idéntico a una 
secuencia activadora de un gen humano. Se puede ensayar en una secuencia particular su actividad y especificidad, 
por ejemplo, por unión de manera operativa a un gen indicador (Ejemplo 9). 
 20 
Se dice que los elementos genéticos están "unidos de manera operable" si están en una relación estructural que les 
permita operar de una manera de acuerdo con su función esperada. Por ejemplo, si un activador ayuda a iniciar la 
transcripción de la secuencia codificadora, la secuencia codificadora se puede referir como unida de manera 
operativa a (o bajo control de) el activador. Puede haber secuencia de intervención entre el activador y la región 
codificadora siempre que se mantenga esta relación funcional. 25 
 
En el contexto de secuencias codificadoras, activadores y otros elementos genéticos, el término "heterólogo" indica 
que el elemento procede de una entidad genotípicamente distinta de la del resto de la entidad a la que se está 
comparando. Por ejemplo, un activador o gen introducido por técnicas de ingeniería genética en un animal de una 
especie diferente se dice que es un polinucleótido heterólogo. Un elemento genético "endógeno" es un elemento que 30 
está en el mismo sitio en el cromosoma donde se encuentra en la naturaleza, aunque otros elementos se pueden 
introducir de manera artificial en una posición vecina.  
 
Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan de manera indistinta en esta descripción para referirse a 
polímeros de aminoácidos de cualquier longitud. El polímero puede comprender aminoácidos modificados, puede 35 
ser lineal o ramificado y puede ser interrumpido por no aminoácidos.  
 
Técnicas generales  
 
Para elaboración adicional de técnicas generales útiles en la práctica de esta invención, el profesional habilitado 40 
puede referirse a libros de texto clásicos y revisiones en biología celular, cultivo de tejidos y embriología. Se incluyen 
Teratocarcinomas y células madre embrionarias: A practical approach (E. J. Robertson, ed., IRL Press Ltd. 1.987); 
Guide to Techniques in Mouse Development (P. M. Wasserman et al., eds., Academic Press 1.993); Embryonic Stem 
Cell Diferenciation in Vitro (M. V. Wiles, Met. Enzymol. 225: 900, 1.993); Properties and uses of Embryonic Stem 
Cells: Prospects for Application to Human Biology and Gene Therapy (P. D. Rathjen et al., Reprod. Fertil. Dev. 10: 45 
31, 1.998). La diferenciación de células madre se revisa en Robertson, Met. Cell Biol. 75: 173, 1.997 y Pedersen, 
Reprod. Fertil. Dev. 10: 31, 1.998. 
 
Los métodos en genética molecular e ingeniería genética se describen en general en las ediciones actuales de 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Sambrook et al.); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed.,); Animal Cell 50 
Culture (R. I. Freshney, ed.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller & Calos, eds.); Current Protocols in 
Molecular Biology and Short Protocols in Molecular Biology, 3ª Edición, (F. M. Ausubel et al., eds.) y Recombinant 
ADN Methodology (R. Wu ed., Academic Press). Los reactivos, vectores de clonación y estuches para manipulación 
genética referidos en esta descripción están disponibles de vendedores comerciales tales como BioRad, Stratagene, 
Invitrogen y ClonTech. 55 
 
Las técnicas generales en cultivo celular y colección de medios se indican en líneas generales en Large Scale 
Mammalian Cell Culture (Hu et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8: 148, 1.997); Serum-free Media (K. Kitano, 
Biotechnology 17: 73, 1.991); Large Scale Mammalian Cell Culture (Curr. Opin. Biotechnol. 2: 375, 1.991) y 
Suspension Culture of Mammalian Cells (Birch et al., Bioprocess Technol. 19: 251, 1.990). Otras observaciones 60 
acerca de los medios y su impacto sobre el entorno de cultivo se han hecho por Marshall McLuhan y Fred Allen. 
 
Fuentes de células madre 
 
Esta invención se puede poner en práctica usando células madre de diversos tipos, que pueden incluir los siguientes 65 
ejemplos no limitantes.  

E01986488
10-08-2015ES 2 544 942 T3

 



9 

 
La Patente de EE.UU. 5.851.832 indica células madre neurales multipotentes obtenidas de tejido cerebral. La 
Patente de EE.UU. 5.766.948 indica producir neuroblastos de los hemisferios cerebrales de neonato. Las Patentes 
de EE.UU. 5.654.183 y 5.849.553 indican el uso de células madre de cresta neural de mamífero. La Patente de 
EE.UU. 6.040.180 indica generación in vitro de neuronas diferenciadas de cultivos de células madre del SNC 5 
multipotenciales de mamífero. Las patentes internacionales WO 98/50526 y WO 99/01159 indican generación y 
aislamiento de células madre neuroepiteliales, precursores de oligodendrocito-astrocito y precursores neuronales de 
linaje restringido. La Patente de EE.UU. 5.968.829 indica células madre neurales obtenidas de preencéfalo 
embrionario y cultivadas con un medio que comprende glucosa, transferrina, insulina, selenio, progesterona y otros 
diversos factores de crecimiento. 10 
 
Se pueden obtener cultivos celulares hepáticos primarios a partir de biopsia humana o tejido estirpado 
quirúrgicamente por perfusión con una combinación apropiada de colagenasa e hialuronidasa. Alternativamente, la 
patente europea EP 0 953 633 A1 indica aislar células hepáticas por preparación de tejido hepático humano picado, 
resuspender las células de tejido concentradas en un medio de crecimiento y extender las células en el cultivo. El 15 
medio de crecimiento comprende glucosa, insulina, transferrina, T3, FCS y varios extractos de tejido que permiten 
crecer a los hepatocitos sin transformación maligna. Se piensa que las células en el hígado contienen células 
especializadas incluyendo células parenquimales hepáticas, células de Kupffer, endotelio sinusoidal y epitelio de las 
vías biliares y también células precursoras (referidas como "hepatoblastos" o "células ovales") que tienen la 
capacidad de diferenciarse en ambos hepatocitos maduros o células epiteliales biliares (L. E. Rogler, Am. J. Pathol. 20 
150: 591, 1.997; M. Alison, Current Opin. Cell Biol. 10: 710, 1.998; Lazaro et al., Cancer Res. 58: 514, 1.998). 
 
La Patente de EE.UU. 5.192.553 indica métodos para aislar células madre o células progenitoras hematopoyéticas 
neonatales o fetales humanas. La Patente de EE.UU. 5.716.827 indica células hematopoyéticas humanas que son 
progenitores positivos de Thy-1 y medios de cultivo apropiados para regenerarlas in vitro. La Patente de EE.UU. 25 
5.635.387 indica un método y dispositivo para cultivar células hematopoyéticas humanas y sus precursores. La 
Patente de EE.UU. 6.015.554 describe un método para reconstituir células linfoides y dendríticas humanas. 
 
La Patente de EE.UU. 5.486.359 indica poblaciones homogéneas de células madre mesenquimales humanas que 
se pueden diferenciar en células de más de un tipo de tejido conectivo, tal como hueso, cartílago, tendón, ligamento 30 
y dermis. Se obtienen de médula ósea o periostio. También se indican condiciones de cultivo usadas para extender 
células madre mesenquimales. La patente internacional WO 99/01145 indica células madre mesenquimales 
humanas aisladas de sangre periférica de individuos tratados con factores de crecimiento tales como G-CSF o GM-
CSF. La patente internacional WO 00/53795 indica células madre derivadas de tejido adiposo y redes, 
sustancialmente exentas de adipocitos y glóbulos rojos. Estas células supuestamente se pueden extender y cultivar 35 
para producir hormonas y medios de cultivo condicionados. 
 
Se puede poner en práctica la invención usando células madre de cualquier especie vertebrada. Se incluyen células 
madre de seres humanos; así como primates no humanos, animales domésticos, ganado y otros mamíferos no 
humanos.  40 
 
Entre las células madre adecuadas están las células madre pluripotentes de primate (pPS) derivadas de tejido 
formado después de la gestación, tal como un blastocito o tejido fetal o embrionario tomado en cualquier momento 
durante la gestación. Son ejemplos no limitantes cultivos primarios o estirpes establecidas de células madre 
embrionarias.  45 
 
Medios y células alimentadoras.  
 
Los medios para aislar y propagar células pPS pueden presentar cualquiera de diversas fórmulas diferentes, 
siempre que las células obtenidas presenten las características deseadas y se puedan propagar adicionalmente. Las 50 
fuentes adecuadas son como sigue: medio Eagles modificado de Dulbecco (DMEM), Gibco # 11965-092; medio 
Eagles modificado de Knockout Dulbecco (KO DMEM), Gibco # 10829-018; L-glutamina 200 mM, Gibco # 15039-
027; disolución de aminoácidos no esenciales, Gibco 11140-050; β-mercaptoetanol, Sigma # M7522; factor de 
crecimiento de fibroblastos básico recombinante humano (bFGF), Gibco # 13256-029. Se prepara medio ES que 
contiene suero ejemplar con DMEM al 80% (típicamente KO DMEM), suero fetal bovino (FBS) definido al 20% no 55 
inactivado por calor, aminoácidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 1 mM y β-mercaptoetanol 0,1 mM. Se filtra el 
medio y se almacena a 4°C durante no más de 2 semanas. Se prepara medio ES sin suero con KO DMEM al 80%, 
sustituto de suero al 20%, aminoácidos no esenciales 0,1 mM, L-glutamina 1 mM y β-mercaptoetanol 0,1 mM. Un 
sustituto de suero eficaz es Gibco # 10828-028. Se filtra el medio y se almacena a 4°C durante no más de 2 
semanas. Justo antes de uso, se añade bFGF humano a una concentración final de 4 ng/ml (Bodnar et al., Geron 60 
Corp, Publicación de Patente Internacional WO 99/20741). 
 
Se propagan células alimentadoras (en el caso de que se usen) en medio mEF, que contiene DMEM al 90% (Gibco 
# 11965-092), FBS al 10% (Hyclone # 30071-03) y glutamina 2 mM. Se propagan los mEF en matraces T150 
(Corning # 430825), dividiendo las células 1:2 cada dos días con tripsina, manteniendo las células subconfluentes. 65 
Para preparar la capa de células alimentadoras, se irradiaron las células a una dosis para inhibir la proliferación pero 
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permitir la síntesis de factores importantes que soporten las células hES (-4.000 rads de irradiación gamma). Se 
recubrieron placas de cultivo de seis pozos (tal como Falcon # 304) por incubación a 37°C con 1 ml de gelatina al 
0,5% por pozo durante la noche y se pusieron en placas con los mEF irradiados 375.000 por pozo. Se usaron 
típicamente capas de células alimentadoras 5 h a 4 días después de ponerlas en placas. El medio es reemplazado 
con medio hES fresco justo antes de sembrar las células pPS.  5 
 
Las condiciones para cultivar otras células madre son conocidas y se pueden optimizar apropiadamente de acuerdo 
con el tipo de células. Los medios y las técnicas de cultivo para los tipos de células particulares referidos en la 
sección previa se proporcionan en las referencias citadas.  
 10 
Células madres embrionarias.  
 
Se pueden aislar células madre embrionarias de blastocitos de miembros de la especie primate (Thomson et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7.844, 1.995). Se pueden preparar células madre embrionarias humanas (hES) a 
partir de células de blastocitos humanos usando las técnicas descritas por Thomson et al. (Patente de EE.UU. 15 
5.843.780; Science 282: 1.145, 1.998; Curr. Top. Dev. Biol. 38:133 ff., 1.998) y Reubinoff et al, Nature Biotech. 18: 
399, 2.000, 
 
En pocas palabras, se obtienen blastocitos humanos de embriones de preimplantación in vivo humanos. 
Alternativamente, se pueden usar embriones fertilizados in vitro (IVF, por sus siglas en inglés) o se pueden extender 20 
embriones humanos de una célula a la fase de blastocito (Bongso et al., Hum Reprod 4: 706, 1.989). Se cultivan 
embriones humanos a la fase de blastocito en medio G1.2 y G2.2 (Gardner et al., Fertil. Steril. 69: 84, 1.998). Los 
blastocitos que desarrollan se seleccionan para aislamiento de células ES. Se retira la zona pelúcida de los 
blastocitos por breve exposición a pronasa (Sigma). Se aíslan las masas de células internas por inmunocirugía, en 
que se exponen los blastocitos a una dilución 1:50 de antisuero de células de bazo anti-humano de conejo durante 25 
30 minutos, después se lavan durante 5 minutos tres veces en DMEM y se exponen a una dilución 1:5 de 
complemento de conejillo de indias (Gibco) durante 3 minutos (véase Solter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 
5.099, 1.975). Después de dos lavados más en DMEM, se retiran las células de trofectodermo lisadas de la masa de 
células internas intacta (ICM, por sus siglas en inglés) por pipeteado suave y se pusieron en placas de ICM sobre 
capas alimentadoras de mEF. 30 
 
Después de 9 a 15 días, se disocian los resultados derivados de masa celular interna en pequeños agregados por 
exposición a disolución salina tamponada con fosfato (PBS) sin calcio y magnesio con AEDT 1 mM, por exposición a 
dispasa o tripsina, o por disociación mecánica con una micropipeta y después se vuelven a poner en placas sobre 
mEF en medio fresco. Se vuelven a poner en placas las células disociadas sobre capas alimentadoras de mEF en 35 
medio ES fresco y se observó formación de colonias. Las colonias que demostraron morfología no diferenciada se 
seleccionan individualmente por micropipeta, se disocian mecánicamente en pequeños agregados y se vuelven a 
poner en placas. La morfología de tipo ES se caracteriza como colonias compactas con aparentemente alta relación 
núcleo a citoplasma y nucleolos prominentes. Las células ES resultantes se dividen de manera rutinaria después 
cada 1-2 semanas por breve tripsinización, exposición a PBS de Dulbecco (sin calcio o magnesio y con AEDT 2 40 
mM), exposición a colagenasa de tipo IV (-200 U/ml; Gibco) o por selección de colonias individuales por micropipeta. 
Los tamaños de los pequeños agregados de aproximadamente 50 a 100 células son óptimos. 
 
Células germinales embrionarias  
 45 
Se pueden preparar células Germinales Embrionarias Humanas (hEG) de células germinales primordiales presentes 
en material fetal humano tomado aproximadamente 8-11 semanas después del último periodo menstrual. Se 
describen métodos de preparación adecuados en Shamblott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13.726, 1.998 y la 
Patente de EE.UU. 6.090.622. 
 50 
En pocas palabras, se enjuagan crestas genitales con tampón isotónico, después se ponen en 0,1 ml de disolución 
de tripsina al 0,05% /AEDT sódico 0,53 mM (BRL) y se cortan en trozos de <1 mm3. Se pipetea después el tejido a 
través de una punta de 100 µl para disgregar además las células. Se incuba a 37°C durante -5 min, después se 
añaden ~3,5 ml de medio de crecimiento EG. El medio de crecimiento EG es DMEM, 4.500 mg/l de D-glucosa, 2.200 
mg/l de bicarbonato de sodio mM; suero fetal bovino calificado ES al 15% (BRL); glutamina 2 mM (BRL); piruvato de 55 
sodio 1 mM (BRL); 1.000-2.000 U/ml de factor inhibidor de leucemia recombinante humana (LIF, Genzyme); 1-2 
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos básico recombinante humano (bFGF, Genzyme) y forskolina 10 µM 
(en DMSO al 10%). En una propuesta alternativa, se aíslan células EG usando hialuronidasa/colagenasa/DNasa. 
Los precursores (anlagen) gonadales o crestas genitales con mesenterios se disectan de material fetal, las crestas 
genitales se enjuagan en PBS, después se ponen en disolución de digestión HCD 0,1 ml (hialuronidasa tipo V al 60 
0,01 %, DNasa I al 0,002%, colagenasa tipo IV al 0,1%, todos de Sigma preparados en medio de crecimiento EG). 
Se pica el tejido y se incuba 1 h o durante la noche a 37°C, se vuelve a suspender en 1-3 ml de medio de 
crecimiento EG y se pone en una capa alimentadora.  
 
Se preparan placas de cultivo de tejido de noventa y seis pozos con una capa subconfluente de células 65 
alimentadoras cultivadas durante 3 días en medio de crecimiento EG modificado exento de LIF, bFGF o forskolina, 
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inactivadas con 5.000 rad de irradiación . Son alimentadores adecuados las células STO (ATCC Acceso Nº CRL 
1.503). Se añaden -0,2 ml de suspensión de células germinales primarias (PGC) a cada uno de los pozos. El primer 
pase se realiza después de 7-10 días en medio de crecimiento EG, transfiriéndose cada pozo a un pozo de una 
placa de cultivo de 24 pozos preparada previamente con fibroblastos de ratón STO irradiados. Se cultivan las células 
reemplazando a diario el medio hasta que se observa morfología celular consistente con células EG, típicamente 5 
después de 7-30 días o 1-4 pases. 
 
Propagación de células pPS en un estado no diferenciado. 
 
Se pueden propagar células pPS de manera continua en cultivo, usando una combinación de condiciones de cultivo 10 
que activen la proliferación sin activar diferenciación. 
 
Tradicionalmente, se cultivan células pPS sobre una capa de células alimentadoras, típicamente células de tipo 
fibroblasto, con frecuencia derivadas de tejido embrionario o fetal. Las estirpes celulares se pusieron en placas a 
cerca de confluencia, normalmente irradiadas para prevenir la proliferación y después usadas para soportar cultivos 15 
de células pPS. 
 
En una ilustración, las células pPS se derivan primero y se soportan sobre fibroblastos embrionarios primarios. Se 
pueden obtener fibroblastos embrionarios de ratón (mEF) de ratones CF1 no consanguíneos (SASCO) u otras razas 
adecuadas. Se limpia con hisopo el abdomen de un ratón de 13 días de embarazo con etanol al 70% y se retira la 20 
decidua en disolución salina tamponada con fosfato (PBS). Se recogen embriones; se retiran placenta, membranas y 
tejidos blandos y se lavan las carcasas dos veces en PBS. Después se transfieren a placas bacterianas de 10 cm 
frescas que contienen 2 ml de tripsina/AEDT y se pican finamente. Después de incubar 5 minutos a 37°C, se inactiva 
la tripsina con 5 ml de DMEM conteniendo suero bovino al 10% (FBS) y se transfiere la mezcla a un tubo cónico de 
15 ml y se disocia. Se deja que sedimenten las partículas durante 2 minutos, se completa el sobrenadante a un 25 
volumen final de 10 ml y se pone en placas sobre una placa de cultivo de tejidos de 10 cm o matraz T75. Se incuba 
el matraz sin perturbaciones durante 24 horas, después de lo cual se reemplaza el medio. Cuando los matraces 
confluyen (-2-3 d), se dividen 1:2 en nuevos matraces.  
 
Científicos en Geron han descubierto que las células hPS se pueden mantener en un estado no diferenciado incluso 30 
sin células alimentadoras. El entorno para cultivos exentos de alimentador incluye un sustrato de cultivo adecuado, 
en particular una matriz extracelular, tal como puede ser derivado de membrana basal o que puede formar parte de 
acoplamientos de receptor de molécula de adhesión-ligando. Está disponible una preparación adecuada de Becton 
Dickenson con el nombre Matrigel®. Otros componentes de matriz extracelular y mezclas de componentes son 
adecuados como una alternativa. Dependiendo del tipo de célula que esté proliferando, esto puede incluir laminina, 35 
fibronectina, proteoglucano, entactina, heparán sulfato y similares, solos o en diversas combinaciones. Las lamininas 
son los componentes mayoritarios de todas las láminas basales en los vertebrados, que interactúan con 
heterodímeros de integrina tales como α6β1 y α6β4 (específico para lamininas) y otros heterodímeros (que 
experimentan reacción cruzada con otras matrices).  
 40 
Se ponen en placas las células madre pluripotentes sobre el sustrato en una distribución adecuada y en presencia 
de un medio que activa la supervivencia celular, la propagación y la retención de las características deseables. Se 
ha encontrado que las densidades de puesta en placa de al menos -15.000 células cm-2 (típicamente 90.000 cm-2 a 
170.000 cm-2) activan la supervivencia y limitan la diferenciación. El pase de células pPS en ausencia de 
alimentadores se beneficia de preparar las células pPS en pequeños grupos. Típicamente, la digestión enzimática se 45 
detiene antes de que las células lleguen a dispersarse completamente (digamos, ~5 min con colagenasa IV). Los 
pequeños agregados de -10-2.000 células se ponen en placas después directamente sobre el sustrato sin dispersión 
adicional. Alternativamente, las células PS de primate se pueden traspasar entre cultivos exentos de alimentador 
como una suspensión de células más fina, siempre que se elija una enzima y medio apropiados y la densidad de la 
puesta en placa sea suficientemente alta. Como ilustración, las células madre embrionarias humanas confluentes 50 
cultivadas en ausencia de alimentadores se retiran de las placas por incubación con una disolución de tripsina al 
0,05% (peso/vol) (Gibco) y AEDT 0,053 mM durante 5-15 min a 37ºC. Con el uso de pipeta, se retiran las células 
restantes en la placa y se trituran las células con la pipeta hasta que se dispersan las células en una suspensión que 
comprende células únicas y algunos pequeños grupos. Se ponen en placas después las células a densidades de 
50.000-200.000 células /cm2 para activar la supervivencia y limitar la diferenciación. El fenotipo de células ES 55 
traspasado por esta técnica es similar a lo que se observa cuando las células se recogen como grupos por digestión 
de colágeno. Como otra opción, se pueden recoger las células sin enzimas antes de que la placa alcance la 
confluencia. Se incuban las células -5 min en una disolución de AEDT 0,5 mM solas en PBS, se lava del recipiente 
de cultivo y después se ponen en placas en un nuevo cultivo sin dispersión adicional. 
 60 
Las células pPS puestas en placa en ausencia de células alimentadoras frescas se benefician de que se cultiven en 
un medio de nutriente. El medio contendrá en general los componentes normales para mejorar la supervivencia 
celular, incluyendo tampón isotónico, minerales esenciales y suero o un sustituto de suero de alguna clase. Se 
puede preparar medio condicionado cultivando fibroblastos embrionarios de ratón primarios irradiados (u otra 
preparación de células adecuada) a una densidad de ~5-6 × 104 cm-2 en un medio exento de suero tal como KO 65 
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DMEM enriquecido con sustituto de suero al 20% y 4 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF). 
Se recoge el sobrenadante del cultivo después de -1 día a 37°C. 
 
Como una alternativa a cultivos de fibroblastos de ratón primarios, se puede preparar medio condicionado de una 
estirpe celular de fibroblastos embrionarios ensayada por su capacidad para acondicionar medio de manera 5 
apropiada. Dichas estirpes se pueden transinfectar opcionalmente con telomerasa transcriptasa inversa para 
aumentar su capacidad replicativa. Otra posible fuente son células pPS diferenciadas con las características 
morfológicas de fibroblastos. Se cultivan en suspensión células pPS como agregados en medio de diferenciación 
usando placas de cultivo de células no adherentes (-2 × 106 células /9,6 cm2). Después de 2 días los agregados se 
transfieren a placas recubiertas con gelatina y aparecen células de tipo fibroblasto en grupos de 100-1.000 células 10 
en la población mixta después de -11 días. Después de breve tratamiento con colagenasa, se pueden recoger las 
células de tipo fibroblasto bajo microscopio, se traspasan en medio mEF y se ensaya su capacidad para condicionar 
medio ES.  
 
El medio que ha sido condicionado durante 1-2 días se usa típicamente para soportar cultivo de células pPS durante 15 
1-2 días y después se cambia. Si se desea, el medio condicionado se puede enriquecer antes de su uso con 
factores de crecimiento adicionales que benefician el cultivo de células pPS. Para hES, se puede usar un factor de 
crecimiento tipo bFGF o FGF-4. Para hEG, se puede enriquecer medio de cultivo con un factor de crecimiento tipo 
bFGF, un inductor de gp130 tal como LIF u Oncostatina-M y quizá un factor que eleve los niveles de AMP cíclico, tal 
como forskolina. 20 
 
Características de células pPS no diferenciadas.  
 
En las dos dimensiones de una imagen microscópica clásica, las células hES tienen relaciones nuclear/citoplásmica 
altas en el plano de la imagen, nucleolos prominentes y formación de colonias compacta con uniones celulares 25 
discernibles deficientemente. Las estirpes celulares pueden ser cariotipadas usando una técnica de banda-G clásica 
(disponible en muchos laboratorios de diagnóstico clínico que proporcionan servicios de cariotipado de rutina, tal 
como el Laboratorio de Citogenética en Oakland CA) y se comparan con cariotipos humanos publicados.  
 
También se pueden caracterizar células hES y hEG por marcadores celulares expresados. En general, los 30 
marcadores específicos del tejido discutidos en esta descripción se pueden detectar usando una técnica 
inmunológica adecuada - tal como citometría de flujo para marcadores ligados a membrana, inmunohistoquímica 
para marcadores intracelulares e inmunoensayos ligados a enzima para marcadores segregados en el medio. 
También se puede detectar la expresión de marcadores de proteínas en el nivel de ARNm por transcriptasa inversa-
PCR usando cebadores específicos del marcador. Véase la Patente de EE.UU. 5.843.780 para más detalles.  35 
 
Los antígenos embrionarios específicos de la fase (SSEA, por sus siglas en inglés) son característicos de ciertos 
tipos de células embrionarias. Los anticuerpos para marcadores SSEA están disponibles en los Estudios de 
Desarrollo del Banco de Hibridomas (Bethesda MD). Otros marcadores útiles son detectables usando anticuerpos 
designados Tra-1-60 y Tra-1-81 (Andrews et al., Cell Lines from Human Germ Cell Tumors, en E. J. Robertson, 40 
1.987, supra). Las células hES son típicamente SSEA-1 negativas y SSEA-4 positivas. Las células hEG son 
típicamente SSEA-1 positivas. La diferenciación de células pPS in vitro da como resultado la pérdida de expresión 
de SSEA-4, Tra-1-60 y Tra-1-81 y expresión aumentada de SSEA-1. Las células pPS también se pueden 
caracterizar por la presencia de actividad de fosfatasa alcalina, que se puede detectar fijando las células con 
paraformaldehído al 4% y desarrollando después con Vector Rojo como sustrato, como se describe por el fabricante 45 
(Vector Laboratories, Burlingame CA). 
 
Las células madre embrionarias también son típicamente telomerasa positiva y OCT-4 positiva. La actividad de la 
telomerasa se puede determinar usando ensayo de actividad TRAP (Kim et al., Science 266: 2.011, 1.997), usando 
un estuche comercialmente disponible (Estuche de Detección de Telomerasa XK TRAPeze®, Cat. s7707; Intergen 50 
Co., Purchase NY; o TeloTAGGG™ Telomerase PCR ELISAplus, Cat. 2.013.89; Roche Diagnostics, Indianapolis). 
También se puede evaluar la expresión de hTERT al nivel de ARNm por RT-PCR. El estuche de cuantificación de 
hTERT LightCycler TeloTAGGG™ (Cat. 3.012.344; Roche Diagnostics) está disponible comercialmente para fines 
de investigación.  
 55 
Diferenciación de células pPS. 
 
La diferenciación de la pPS se puede iniciar formando primero cuerpos embrioides. Los principios generales en el 
cultivo de cuerpos embrioides se indican en O'Shea, Anat. Rec. (New Anat. 257: 323, 1.999). Se cultivan células 
pPS de una manera que permite que se formen agregados, para lo cual están disponibles muchas opciones: por 60 
ejemplo, por crecimiento excesivo de un cultivo de células pPS donadoras, o por cultivo de células pPS en 
recipientes de cultivo con un sustrato con propiedades de adhesión baja que permite la formación de EB. Los 
cuerpos embrioides también se pueden preparar en cultivo en suspensión. Se recogen células pPS por breve 
digestión de colagenasa, se disocian en grupos y se ponen en placas en placas de cultivo de células no adherentes. 
Los agregados se alimentan cada unos pocos días y después se recogen después de un periodo adecuado, 65 
típicamente 4-8 días. Las células también se pueden cultivar en un medio y/o sobre un sustrato que active el 
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enriquecimiento de células de un linaje particular. El sustrato puede comprender componentes de matriz tales como 
Matrigel® (Becton Dickenson), laminina, colágeno, gelatina o matriz producida por primer cultivo de una estirpe 
celular productora de matriz (tal como un fibroblasto o estirpe celular endotelial) y lisando después y lavando de tal 
manera que la matriz permanezca unida a la superficie del recipiente. Los cuerpos embrioides comprenden una 
población celular heterogénea, que tiene potencialmente un endodermo exterior y un mesodermo y ectodermo 5 
interior. 
 
Los científicos en Geron Corporation han descubierto que las células pPS se pueden diferenciar en células 
precursoras comprometidas o células terminalmente diferenciadas sin que se formen cuerpos embrioides o 
agregados como una etapa intermedia. En pocas palabras, se prepara una suspensión de células pPS no 10 
diferenciadas y después se ponen en placas sobre una superficie sólida que activa la diferenciación. Los sustratos 
adecuados incluyen superficies de vidrio o plástico que son adherentes. Por ejemplo, se pueden recubrir 
cubreobjetos de vidrio con una sustancia policatiónica, tal como una poliamina tipo poli-lisina, poli-ornitina u otros 
polipéptidos homogéneos o mezclados u otros polímeros con una carga positiva predominante. Las células se 
cultivan después en un medio nutriente adecuado que se adapta para activar la diferenciación hacia el linaje celular 15 
deseado.  
 
En algunas circunstancias, la diferenciación se activa además por retirada de suero o sustituto de suero del medio 
de cultivo. Esto se puede conseguir por sustitución de un medio desprovisto de suero y sustituto de suero, por 
ejemplo, al tiempo de volverlo a poner en placas. En algunas realizaciones de la invención, la diferenciación se 20 
activa por retirada de uno o más componentes del medio que activan el crecimiento de células no diferenciadas o 
actúa o actúan como un inhibidor de la diferenciación. Ejemplos de dichos componentes (por sus siglas en inglés) 
incluyen algunos factores de crecimiento, mitógenos, factor inhibidor de leucocitos (LIF) y factor de crecimiento de 
fibroblastos básico (bFGF). La diferenciación también se puede activar por adición de un componente del medio que 
active la diferenciación hacia el linaje celular deseado o inhiba el crecimiento de células con características no 25 
deseadas. Por ejemplo, para generar células comprometidas a linajes neurales o gliales, el medio puede incluir 
cualquiera de los siguientes factores o constituyentes del medio en una combinación eficaz: Factor neurotrófico 
derivado del cerebro (BDNF), neutrotrofina-3 (NT-3), NT-4, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor 
neurotrófico ciliar (CNTF), factor de crecimiento nervioso (NGF), ácido retinoico (AR), sonic hedgehog, FGF-8, ácido 
ascórbico, forskolina, suero fetal bovino (FBS) y proteínas morfogénicas óseas (las BMP). 30 
 
Los principios generales para obtener células de tejido de células madre pluripotentes se revisan en Pedersen 
(Reprod. Fertil. Dev. 6: 543, 1.994) y la Patente de EE.UU. 6.090.622. Otras publicaciones de interés incluyen lo 
siguiente: Para progenitores neurales, células restrictivas neurales y precursores de células gliales, véase Bain et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 200: 1.252, 1.994; Trojanowski et al., Exp. Neurol. 144: 92, 1.997; Wojcik et al., 35 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1.305-130 y las Patentes de EE.UU. 5.851.832, 5.928.947, 5.766.948 y 5.849.553. 
Para músculo cardíaco y cardiomiocitos véase Chen et al., Dev. Dynamics 197: 217, 1.993 y Wobus et al., 
Diferentiation 48: 173, 1.991. Para progenitores hematopoyéticos, véase Burkert et al., New Biol. 3: 698, 1.991 y 
Biesecker et al., Exp. Hematol. 21: 774, 1.993. La Patente de EE.UU. 5.773.255 se refiere a estirpes celulares beta 
pancreáticas segregadoras de insulina responsables de la glucosa. La Patente de EE.UU. 5.789.246 se refiere a 40 
células precursoras de hepatocitos. Otros progenitores de interés incluyen pero no se limitan a, condrocitos, 
osteoblastos, células epiteliales del pigmento retinal, fibroblastos, células de la piel tales como queratinocitos, células 
dendríticas, células del folículo piloso, células epiteliales de los túbulos renales, células de músculos lisos y 
esqueléticos, progenitores testiculares y células endoteliales vasculares. 
 45 
Los científicos en Geron Corporation han descubierto que cultivar células pPS o células de cuerpos embrioides en 
presencia de ligandos que unen receptores de factor de crecimiento activa el enriquecimiento para células 
precursoras neurales. El entorno de crecimiento puede contener una matriz extracelular favorable a células neurales, 
tal como fibronectina. Los factores de crecimiento adecuados incluyen, pero no se limitan a, EGF, bFGF, PDGF, 
IGF-1 y anticuerpos para receptores para estos ligandos. Las células cultivadas se pueden separar después 50 
opcionalmente si expresan un marcador tal como A2B5. En las circunstancias apropiadas, las poblaciones de 
células enriquecidas para expresión del marcador A2B5 pueden presentar la capacidad para generar tanto células 
neuronales (incluyendo neuronas maduras) como células gliales (incluyendo astrocitos y oligodendrocitos). 
Opcionalmente, las poblaciones celulares se diferencian además, por ejemplo, por cultivo en un medio que contiene 
un activador de cAMP. 55 
 
Los científicos en Geron Corporation han descubierto que cultivar células pPS o células de cuerpos embrioides en 
presencia de un agente de diferenciación de hepatocitos activa el enriquecimiento de células de tipo hepatocito. El 
entorno de crecimiento puede contener una matriz extracelular favorable a los hepatocitos, tal como colágeno o 
Matrigel®. Los agentes de diferenciación adecuados incluyen diversos isómeros de butirato y sus análogos, 60 
ejemplificados por n-butirato. Las células cultivadas se cultivan opcionalmente de manera simultánea o de manera 
secuencial con un factor de maduración de hepatocitos, tal como un disolvente orgánico tipo dimetilsulfóxido 
(DMSO); un cofactor de maduración tal como ácido retinoico o una citocina u hormona tal como un glucocorticoide, 
factor de crecimiento epidérmico (EGF), insulina, TGF-α, TGF-β, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), 
heparina, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), IL-1, IL-6, IGF-1, IGF-II y HBGF-1. 65 
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Los científicos en Geron Corporation han descubierto que también es posible diferenciar células pPS en una 
población altamente enriquecida comprendiendo cardiomiocitos o precursores de cardiomiocitos. Las células del 
linaje de cardiomiocito se pueden obtener, por ejemplo, por diferenciación de células hES en un entorno de 
crecimiento que comprende un factor cardiotrófico que afecte a la metilación de ADN, ejemplificada por 5-azacitidina. 
Las células que se contraen de manera espontánea se puede separar después de otras células en la población, por 5 
ejemplo, por centrifugación por densidad. Etapas del procedimiento adicionales pueden incluir cultivar las células en 
un medio que contiene creatina, carnitina o taurina. Alternativamente, es posible diferenciar células hPS en una 
población altamente enriquecida comprendiendo osteoprogenitores u osteoblastos que expresan osteocalcina y 
colágeno-1. Las células se pueden obtener tomando células mesenquimales derivadas de pPS y diferenciándolas en 
un medio que contenga una proteína morfogénica ósea (en particular BMP-4), un ligando para un receptor TGF-β 10 
humano o un ligando para un receptor de vitamina D humana.  
 
Características de células diferenciadas. 
 
Las células se pueden caracterizar de acuerdo con una serie de criterios fenotípicos. Los criterios incluyen, pero no 15 
se limitan a, caracterización de características morfológicas, detección o cuantificación de marcadores celulares 
expresados y actividad enzimática y determinación de las propiedades funcionales de las células in vivo. 
 
Los marcadores de interés para células neuronales incluyen (por sus siglas en inglés): β-tubulina III o 
neurofilamento, característico de neuronas; proteína ácida fibrilar glial (GFAP), presente en astrocitos; 20 
galactocerebrósido (GalC) o proteína básica de mielina (MBP); característica de oligodendrocitos; OCT-4, 
característico de células hES no diferenciadas; nestina, característica de precursores neurales y otras células. A2B5 
y NCAM son característicos de progenitores gliales y progenitores neurales, respectivamente. También se puede 
ensayar en las células la secreción de sustancias biológicamente activas características. Por ejemplo, se pueden 
identificar neuronas que segregan GABA por producción de ácido glutámico descarboxilasa o GABA. Se pueden 25 
identificar neuronas dopaminérgicas por producción de dopa descarboxilasa, dopamina o tirosina hidroxilasa.  
 
Marcadores de interés para células hepáticas incluyen: α-fetoproteína (progenitores hepáticos); albúmina, α1-
antitripsina, glucose-6-fosfatasa, actividad del citocromo p450, transferrina, receptor de asialoglicoproteína y 
almacenamiento de glucógeno (hepatocitos); CK7, CK19 y -glutamil transferasa (epitelio biliar). Se ha indicado que 30 
la diferenciación de hepatocitos requiere el factor de transcripción HNF-4α (Li et al., Genes Dev. 14: 464, 2.000). 
Marcadores independientes de la expresión de HNF-4α incluyen α1-antitripsina, α-fetoproteína, apoE, glucocinasa, 
factores de crecimiento de insulina 1 y 2, receptor de IGF-1, receptor de insulina y leptina. Marcadores dependientes 
de la expresión de HNF-4α incluyen: albúmina, apoAI, apoAII, apoB, apoCIII, apoCII, aldolasa B, fenilalanina 
hidroxilasa, proteína de unión de ácidos grasos tipo L, transferrina, proteína de unión de retinol y eritropoyetina 35 
(EPO). 
 
Los tipos de células en poblaciones de células mixtas procedentes de células pPS se pueden reconocer por 
morfología característica y los marcadores que expresan. (Por sus siglas en inglés) Para músculo esquelético: 
myoD, miogenina y myf-5. Para células endoteliales: PECAM (molécula de adhesión celular plaqueto-endotelial), 40 
Flk-1, tie-1, tie-2, cadherina endotelial vascular (VE), MECA-32 y MEC-14.7. Para células de músculo liso: cadena 
pesada de miosina específica. Para cardiomiocitos: GATA-4, Nkx2.5, troponina cardíaca I, cadena pesada de 
miosina α y ANF. Para células pancreáticas, pdx y secreción de insulina. Para células hematopoyéticas y sus 
progenitores: GATA-1, CD34, AC133, β-globulina principal y gen βH1 de tipo β-globulina principal.  
 45 
Algunos marcadores específicos del tejido enumerados en esta descripción o conocidos en la técnica se pueden 
detectar por técnicas inmunológicas - tales como inmunocitoquímica de flujo para marcadores de superficie celular, 
inmunohistoquímica (por ejemplo, de células o secciones de tejido fijados) para marcadores intracelulares o de 
superficie celular, análisis por el método Western de extractos celulares e inmunoensayos ligados a enzima, para 
extractos celulares o productos segregados en el medio. La expresión de productos génicos específicos del tejido 50 
también se puede detectar al nivel de ARNm por análisis por el método Northern, análisis por hibridación dot-blot o 
por reacción en cadena de la polimerasa iniciada por transcriptasa inversa (RT-PCR) usando cebadores específicos 
de la secuencia en métodos de multiplicación clásicos. Los datos de las secuencias para los marcadores particulares 
enumerados en esta descripción se pueden obtener de bases de datos públicas tales como GenBank (URL 
www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez). 55 
 
Preparación de poblaciones de células esencialmente exentas de células no diferenciadas.  
 
Las poblaciones de células diferenciadas se reducen de células relativamente no diferenciadas por expresión de un 
gen que es letal para las células o las hace susceptibles de un efecto letal de un agente externo, bajo control de un 60 
elemento de control transcripcional que produce que el gen se exprese preferentemente en las células no 
diferenciadas.  
 
Para realizar esto, las células se modifican genéticamente antes o después del procedimiento usado para diferenciar 
las células en el linaje deseado para tratamiento, de una manera que ponga un gen efector adecuado para la 65 
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selección negativa de células no diferenciadas, bajo control de un elemento de control transcripcional con las 
propiedades deseadas.  
 
Elementos de control transcripcional para conducir la selección negativa.  
 5 
El elemento de control se selecciona con vistas a los patrones de expresión de proteínas de las células no 
diferenciadas y diferenciadas en la población.  
 
Los genes con patrones de expresión deseables se pueden identificar comparando la expresión en la transcripción, 
traducción o nivel funcional en dos poblaciones de células diferentes - una relativamente enriquecida para células 10 
diferenciadas, la otra relativamente enriquecida para células no diferenciadas. Los métodos adecuados de 
comparación incluyen la hibridación sustractiva de bibliotecas de ADNc y análisis de micromatriz de niveles de 
ARNm. Una vez que se identifica una transcripción con un patrón de expresión apropiado, el activador o potenciador 
del gen correspondiente se puede usar para la construcción del vector de selección negativo. 
 15 
Se realiza un análisis de micromatriz adecuado usando un generador de matriz Genetic Microsystems y un escáner 
Axon GenePix™. Se preparan micromatrices por multiplicación de fragmentos de ADNc en un formato de 96 ó 384 
pozos y después se manchan directamente sobre portaobjetos de vidrio. Para comparar las preparaciones de ARNm 
de dos poblaciones de células, se convierte una preparación en ADNc etiquetado con Cy3, mientras la otra se 
convierte en ADNc etiquetado con Cy5. Las dos preparaciones de ADNc se hibridan simultáneamente para la 20 
extensión de micromatriz y después se lavan para eliminar la unión no específica. Cualquier mancha determinada 
sobre la matriz unirá cada uno de los productos de ADNc en proporción a la abundancia de la transcripción en las 
dos preparaciones de ARNm originales. Se escanea después la extensión a longitudes de onda apropiadas para 
cada una de las etiquetas y se determina la abundancia relativa de ARNm. Preferiblemente, el nivel de expresión del 
gen efector será al menos 5 veces o incluso 25 veces mayor en las células no diferenciadas respecto a las células 25 
diferenciadas.  
 
Para la reducción de células embrionarias pluripotentes, un elemento de control ejemplar es el activador para 
telomerasa transcriptasa inversa (TERT). La secuencia del gen de TERT humano (incluyendo secuencia del 
promotor aguas arriba) se proporciona a continuación. El lector también se refiere a la Patente Británica de UK GB 30 
2321642 B (Cech et al., Geron Corporation y U. Colorado), Publicaciones de Patente Internacional WO 00/46355 
(Morin et al., Geron Corporation), WO 99/33998 (Hagen et al., Bayer Aktiengesellschaft) y Horikawa, I., et al. (Cancer 
Res., 59: 826, 1.999). Se proporciona la secuencia del gen de TERT de ratón en la Patente Internacional WO 
99/27113 (Morin et al., Geron Corporation). Un clon de fago lambda denominado λGΦ5, que contiene -13.500 bases 
aguas arriba de la secuencia codificadora de hTERT está disponible en el ATCC con Acceso Nº 98505. El Ejemplo 9 35 
ilustra el ensayo y uso de secuencias de activador de TERT (SEC ID Nº 1) en sistemas de expresión de vectores. 
 
Otro elemento de control ejemplar es una secuencia activadora para factor de transcripción de unión de Octámero 4 
(OCT-4), un miembro de la familia POU de factores de transcripción. Se activa la transcripción de OCT-4 entre la 
fase celular 4 y 80 en el embrión que se desarrolla y se expresa altamente en el blastocito que se extiende y 40 
después en las células pluripotentes del cilindro del huevo. La transcripción se regula hacia abajo a medida que el 
ectodermo primitivo se diferencia para formar mesodermo y se restringe por el día 8,5 post-coito a migración de 
células germinales primordiales. También se observa alto nivel de expresión de genes de OCT-4 en carcinoma de 
embrión pluripotente y estirpes de células madre embrionarias y se regula hacia abajo cuando se inducen estas 
células a diferenciarse. Se proporcionan secuencias activadoras de OCT-4 de cerdo, ratón y ser humano en la 45 
Publicación de Patente Internacional WO 9919469 (Biotransplant Inc.). 
 
Se pueden obtener otros elementos de control adecuados para genes que producen expresión de marcadores 
característicos de células no diferenciadas en la población pero no de las células diferenciadas. Por ejemplo, SSEA-
3, SSEA-4, Tra-1-60 y Tra-1-81 son característicos de diversos tipos de células madre embrionarias pluripotentes no 50 
diferenciadas. La enzima responsable de la síntesis de SSEA-4 puede presentar elementos de control 
transcripcionales con la especificidad de expresión deseable. Un ejemplo más reciente es el activador para proteína 
Rex1, una proteína de dedo de cinc regulada por ácido retanoico que se expresa en embriones de preimplantación. 
El activador de Rex1 de ratón ha demostrado que actúa como un marcador de transcripción eficaz para células 
madre embrionarias no diferenciadas (Eiges et al., Current Biol. 11: 514, 2.001. 55 
 
La idoneidad de elementos particulares se puede estimar por análisis de expresión de transcripción de genes, por 
ejemplo, por análisis de micromatriz. Las construcciones de indicador se pueden ensayar después en células 
diferenciadas y no diferenciadas para la especificidad apropiada, usando un activador o secuencia potenciadora del 
gen específico de la célula identificada para controlar la transcripción de un gen indicador, tal como proteína verde 60 
fluorescente, fosfatasa alcalina segregada, β-glucuronidasa o β-galactosidasa. El uso de construcciones de indicador 
para ensayar la especificidad del activador se ilustra a continuación en el Ejemplo 9. 
 
Genes efectores para conseguir selección negativa.  
 65 
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Un elemento regulador transcripcional con especificidad apropiada se une de manera operativa a una región 
codificadora para un producto que proporcionará eliminación de células en las que se expresa - directamente o 
haciendo la célula susceptible de un agente externo inocuo de otro modo.  
 
Los genes efectores adecuados incluyen los que codifican una toxina péptica - tales como ricina, abrina, difteria, 5 
gelonina, exotoxina A de Pseudomonas, toxina de Crotalus durissus terrificus, toxina de Crotalus adamenteus, toxina 
Naja naja y toxina Naja mocambique. Hughes et al., Hum. Exp. Toxicol. 15: 443, 1.996; Rosenblum et al., Cancer 
Immunol. Immunother. 42: 115, 1.996; Rodriguez et al., Prostate 34: 259, 1.998; Mauceri et al., Cancer Res. 56: 
4.311; 1.996. 
 10 
También son adecuados los genes que inducen o median la muerte celular programada - tales como la familia ICE 
de cisteína proteasas, la familia de proteínas Bcl-2, Bax, bclXs y caspasas (Favrot et al., Gene Ther. 5: 728, 1.998; 
McGill et al., Front. Biosci. 2: D353, 1.997; McDonnell et al., Semin. Cancer Biol. 6: 53, 1.995). Otro agente antitumor 
potencial es apoptina, una proteína que induce la muerte celular programada incluso en el caso de fallo de fármacos 
quimioterapéuticos pequeño (Pietersen et al., Adv. Exp. Med. Biol. 465: 153, 2.000). Koga et al. (Hu. Gene Ther. 15 
11:1.397, 2.000) proponen un tratamiento génico específico de telomerasa usando el activador del gen de hTERT 
ligado al gen Caspasa-8 de muerte celular programada (FLICE). Gu et al. (Cancer Res. 60:5359, 2.000) indican un 
sistema adenovírico binario que induce la expresión de Bax vía el activador de hTERT. Encontraron que provocaba 
muerte celular programada específica del tumor in vitro y suprimía el crecimiento del tumor en ratones desnudos.  
 20 
También son de interés las enzimas presentes en el paquete lítico que los linfocitos T citotóxicos o las células LAK 
suministran a sus objetivos. Perforina, una proteína formadora de poro y ligando Fas son las principales moléculas 
citolíticas en estas células (Brandau et al., Clin. Cancer Res. 6:3.729, 2.000; Cruz et al., Br. J. Cancer 81:881, 
1.999). Los CTL también expresan una familia de al menos 11 serina proteasas denominadas granzimas, que 
presentan cuatro especificidades del sustrato primario (Kam et al., Biochim. Biophys. Acta 1.477:307, 2.000). Las 25 
bajas concentraciones de estreptolisina O y pneumolisina facilitan la muerte celular programada dependiente de 
granzima B (Browne et al., Mol. Cell Biol. 19:8.604, 1.999). 
 
Otros efectores adecuados codifican polipéptidos con actividad que no es tóxica por sí misma para una célula, pero 
hace la célula sensible a un compuesto no tóxico de otro modo - modificando metabólicamente la célula o 30 
cambiando un profármaco no tóxico en un fármaco letal. La letalidad para la progenie con un fenotipo no 
diferenciado sólo tiene lugar cuando está presente el profármaco. Así, el profármaco se puede combinar con las 
células mientras se están diferenciando, extendiendo o manteniendo in vitro, para minimizar la proporción de células 
con fenotipo no diferenciado. El lector apreciará fácilmente que se puede proporcionar también el profármaco a un 
paciente que se esté tratando con las células, de manera simultánea con el tratamiento, o en un momento posterior, 35 
para minimizar la aparición de progenie con un fenotipo no diferenciado in vivo. 
 
Los genes efectores ejemplares con esta propiedad codifican timidina cinasa (tc), tal como pueden proceder de un 
virus de herpes simple y variantes catalíticamente equivalentes. La tc del HSV convierte el agente antiherpético 
ganciclovir (GCV) en un producto tóxico que interfiere con la replicación de ADN en células proliferantes.  40 
 
La Patente de EE.UU. 5.631.236 (Baylor College of Medicine) indica en líneas generales vectores adenovíricos que 
contienen un gen de tc de HSV ligado de manera operativa a un activador que expresa tc en células cancerígenas. 
La Patente de EE.UU. 5.997.859 y la Patente Europea EP 702084 B1 (Chiron) se refieren a retrovirus recombinante 
de replicación defectuosa, que soportan una construcción de vector que dirige la expresión del gen de la tc de HSV 45 
para convertir un compuesto inerte de otro modo en una forma citotóxica. Las patentes europeas EP 415731 A1, EP 
657540 A1 y EP 657541 A1 (Pozocome Foundation) proponen vectores retrovíricos que codifican una enzima tal 
como tc de VZV, carboxipeptidasa G2, fosfatasa alcalina, penicilina-V amidasa y citosina desaminasa, para convertir 
un profármaco en un agente tóxico para una célula cancerígena. Las Publicaciones de Patente Internacional WO 
98/14593 y WO 00/46355 (Geron Corporation) describen construcciones que comprenden tc de HSV bajo control de 50 
secuencias activadoras de hTERT. 
 
La secuencia de genes de tc de HSV humano se proporciona a continuación (SEC. ID Nº 2 y 3) junto con 
ilustraciones de su uso para células fijadas como objetivo que expresan TERT. Simultáneamente o siguiendo la 
expresión del gen en las células fijadas como objetivo, se añade un profármaco convertible tal como ganciclovir al 55 
entorno para efectuar el agotamiento de los objetivos.  
 
Otro tipo de efector que hace la célula susceptible a un agente no tóxico de otro modo es un gen que produce la 
presentación de un antígeno extraño sobre la membrana celular. La sustancia presentada puede ser un aloantígeno, 
un xenoantígeno o un antígeno de una especie no mamífero para la que está fácilmente disponible anticuerpo 60 
específico. La expresión del gen conduce a presentación del antígeno sobre células no diferenciadas, que después 
se puede usar para efectuar el agotamiento mediante una separación inmunológica adecuada - tal como 
inmunoafinidad (por ej., panning), clasificación de células activadas por fluorescencia o lisis mediada por 
complemento.  
 65 
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Cuando el agente de transducción es un vector vírico, el efector puede ser un gen vírico requerido para replicación 
del virus. Los genes esenciales para replicación de adenovirus incluyen las regiones E4, E1a, E1b y E2. Los genes 
esenciales para replicación de HSV-1 incluyen ICP6 e ICP4. Estos genes se ponen bajo control del activador 
específico y se usan para transducir células en la población de células diferenciadas. Los virus se replican después 
específicamente en cualquier célula no diferenciada presente, causándoles la rotura. Véase la Publicación de 5 
Patente Internacional WO 00/46355 (Morin et al., Geron Corporation) para una descripción de vectores líticos que se 
replican en células que expresan TERT. 
 
Otro tipo de secuencia efectora codifica una proteína de membrana que contiene el epítopo reconocido por el 
anticuerpo específico. La proteína de membrana puede ser una proteína expresada en la misma especie sobre otros 10 
tipos de células, pero más típicamente se obtiene de otras especies o es una secuencia artificial. En este caso, el 
antígeno será extraño para la especie de la que derivan las células madre y los anticuerpos preparados en la misma 
especie no experimentarán reacción cruzada con otros antígenos sobre la célula. 
 
Alternativamente, el antígeno fijado como objetivo puede ser un carbohidrato o componente lipídico de la superficie 15 
celular. En este caso, la secuencia efectora codificará una enzima implicada en la síntesis de antígeno. Son de 
particular interés glicosil transferasas de origen mamífero o no mamífero que sinteticen antígeno de diferenciación 
de carbohidratos, aloantígeno, xenoantígeno o nuevos determinantes detectables por anticuerpo. Los ejemplos 
incluyen el marcador SSEA-1, para el cual la secuencia efectora codifica la correspondiente flucosiltransferasa; la 
unión Gala(1,3)Gal presente en tejido endotelial de la mayoría de los mamíferos excepto los seres humanos y los 20 
catarrinos, formados por una α(1,3)galactosiltransferasa (α1,3GT) y los antígenos del grupo histo-sanguíneo ABO 
presentes en la mayoría de las células humanas, para los cuales la secuencia codificadora es la correspondiente 
ABO transferasa. Véase GenBank Acceso Nº S71333, J05175 y AF134414. Los determinantes de Gala(1,3)Gal y 
ABO son todos susceptibles de lisis mediada por anticuerpos que se encuentran en la naturaleza en individuos que 
no presentan los determinantes como un autoantígeno.  25 
 
Otra posible secuencia efectora se basa en tecnología de interferencia de ARN (ARNi). El ARN bicatenario u 
horquilla que corresponde a una porción de ARN maduro en una célula (tal como una transcripción génica) hace que 
se destruya el ARNm objetivo (Sharp et al., Genes Dev. 13:139, 1.999; Wianny et al., Nat. Cell Biol. 2:70, 2.000). Por 
ejemplo, se ha usado un plásmido que contiene un activador que conduce la expresión de un ARN de horquilla (una 30 
transcripción que consiste en repeticiones invertidas tomadas de la región codificadora de un gen celular, separadas 
por una secuencia ligadora corta, generando así un ARN sintético que contiene una región bicatenaria) para inducir 
efectos de ARNi estables y heredables en C. elegans (Tavernarakis et al.; Nat. Genet. 24:180, 2.000). 
 
En algunas realizaciones de esta invención, un elemento de control que conduce la transcripción en una célula no 35 
diferenciada (o una célula que expresa TERT) se liga de manera operativa a una secuencia codificadora para ARNi 
horquilla que fija como objetivo una transcripción génica particular. El gen fijado como objetivo se elige que sea 
esencial para la viabilidad celular: por ejemplo, un factor de transcripción o traducción básico, un gen de ARNt, una 
subunidad de ARN ribosomal o ADN o ARN polimerasa. En una ilustración, el activador de hTERT conduce ARNi 
que inactiva un gen en la ruta de recuperación de purinas. En presencia de fármacos tales como aminopterina, se 40 
evita la síntesis de novo de purinas, debido a que se inhibe la actividad de las enzimas hipoxantina-guanina 
fosforibosil transferasa (HGPRT, por sus siglas en inglés) y timidina cinasa (TC). Las células que poseen HGPRT y 
TC sobreviven en presencia de aminopterina, siempre que el medio esté enriquecido con hipoxantina y timidina 
(medio HAT). Las células no diferenciadas residuales se pueden retirar de la población por incubación con medio 
HAT. Las transcripciones de genes esenciales tales como HGPRT y TC también se pueden fijar como objetivo 45 
usando otros tipos de secuencias efectoras - por ejemplo, polinucleótidos antisentido, ribozimas o secuencias 
codificadoras para análogos negativos dominantes que carecen de un dominio catalítico funcional.  
 
La región efectora usada en los vectores de esta invención se puede construir de manera que se controle de manera 
funcional por un interruptor molecular. Las fusiones entre el dominio de unión del ligando de receptores da como 50 
resultado moléculas en las que la función normal de la proteína natural está inhibida en ausencia de la hormona 
reconocida por el dominio de unión del ligando. Una proteína de fusión se construye comprendiendo un dominio de 
unión de molécula de interrupción acoplado a un dominio efector, de tal manera que la unión de un ligando (tal como 
una molécula pequeña hapteno) al dominio de unión desenmascara o activa el dominio efector. Los dominios de 
unión del ligando adecuados se pueden tomar de un receptor (tal como receptor de estrógenos) o un anticuerpo. El 55 
dominio efector puede ser cualquiera de las proteínas ya enumeradas que sean letales para la célula, tales como 
toxinas específicas, endonucleasas (meganucleasas tales como I-Sce -1 o versiones humanizadas de 
endonucleasas de restricción clásicas) o mediadores de muerte celular programada. La función letal del gen efector 
es quiescente, a menos que esté presente el ligando. Esto proporciona otro sistema en el que el gen efector hace la 
célula susceptible a efectos tóxicos de un agente externo (en este caso el ligando), que se puede administrar a 60 
voluntad para controlar el agotamiento de células no diferenciadas, en cultivo o in vivo. 
 
Las construcciones de vector para uso en esta invención también pueden contener un marcador de selección 
positivo, tal como un gen de resistencia a los antibióticos, que está también bajo control del activador específico. Es 
ejemplar un vector que tiene la configuración activador de hTERT-gen de la tc -IRES-neo. Esto se designa de 65 
manera que tanto el efector suicida como el gen de resistencia a fármacos se expresen bajo control del activador de 
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TERT. La secuencia del sitio de entrada de ribosomas interno (IRES, por sus siglas en inglés) permite que tanto el 
gen de la tc como el gen neo estén bajo control transcripcional del activador de hTERT. Un sitio de escisión 
postraduccional, tal como las secuencias 2A (Felipe et al., Gene Ther. 6:198, 1.999) se puede usar para un efecto 
similar. La generación y selección de estirpes hES que hayan integrado establemente dicha construcción se facilita 
por la actividad del gen de resistencia a fármacos en las células no diferenciadas. Esto presenta una ventaja sobre 5 
los métodos de co-transinfección usando un gen de resistencia a fármacos bajo control de un activador diferente, 
debido a que el gen de resistencia a fármacos no se expresará en células diferenciadas. Esto debería evitar una 
respuesta inmunológica no deseada por el huésped contra el producto génico en células trasplantadas. 
 
Técnicas de selección para eliminar células no diferenciadas.  10 
 
Para agotar las poblaciones de células diferenciadas de células no diferenciadas, el gen efector se expresa de 
manera selectiva en las células no diferenciadas.  
 
Esto se puede realizar de diversas maneras. En una realización, la población se modifica genéticamente usando un 15 
vector en el que un elemento de control de la transcripción de la especificidad apropiada se une de manera operativa 
al gen efector. La modificación genética puede ser transitoria (por ejemplo, usando un vector de adenovirus), que 
significa que el nivel de expresión disminuye a medida que las células se dividen. Esto es conveniente para generar 
poblaciones de células diferenciadas que estén exentas de genes heterólogos en el momento de tratamiento. La 
modificación genética también puede ser permanente (por ejemplo, usando un vector retrovírico), que significa que 20 
la modificación es heredable por la progenie de la célula modificada inicialmente. Esto es adecuado para generar 
poblaciones de células diferenciadas que presenten una función correctora constante a medida que proliferen in vitro 
o in vivo, para eliminar cualquier célula no diferenciada o desdiferenciada que surja en la población. 
 
Se puede usar cualquier vector de expresión adecuado. Los sistemas de vectores víricos adecuados para producir 25 
células madre modificadas de acuerdo con esta invención se pueden preparar usando componentes de virus 
comercialmente disponibles. Los vectores víricos que comprenden genes efectores se describen en general en las 
publicaciones referidas en la última sección. Alternativamente, se pueden introducir plásmidos vectores en células 
por electroporación o usando complejos lípido/ADN, tal como los descritos en las Patentes de EE.UU. Nº 5.578.475; 
5.627.175; 5.705.308; 5.744.335; 5.976.567; 6.020.202 y 6.051.429. Es ejemplar la formulación Lipofectamine 30 
2000™, disponible en Gibco/Life Technologies. Otro reactivo ejemplar es el reactivo de Transinfección 6 de 
FuGENE™, una mezcla de lípidos en forma no liposomal y otros compuestos en etanol al 80%, obtenible en Roche 
Diagnostics Corporation. 
 
En otra realización, el gen efector se pone bajo control de un elemento de control transcripcional endógeno, tal como 35 
el activador de hTERT u OCT-4. Esto se puede efectuar, por ejemplo, por recombinación homóloga, usando un 
vector que comprende la secuencia codificadora efectora, flanqueada en un lado por el elemento de control 
transcripcional y otra secuencia genómica aguas arriba y flanqueado en el otro lado por una secuencia genómica 
aguas abajo para el gen fijado como objetivo. Las Patentes de EE.UU. Nº 5.464.764 y 5.631.153 describen una 
estrategia de selección doble, en la que dos secuencias homólogas para el objetivo génico flanquean un marcador 40 
de selección positivo y se une un marcador de selección negativo al término 3' de la segunda región de flanqueo. La 
Patente de EE.UU. 5.789.215 indica el uso de vectores que fijan como objetivo recombinación homóloga para 
modificar el genoma celular de células madre embrionarias de ratón. Otra información de interés para fijar como 
objetivo recombinación homóloga se puede encontrar en las Patentes de EE.UU. 5.589.369, 5.776.774 y 5.789.215. 
 45 
Si el gen efector produce directamente lisis celular o muerte celular programada, entonces la población se agotará 
de células no diferenciadas en el cultivo de las células en condiciones en que se espera que el elemento de control 
produzca la transcripción del gen. Sin embargo, si el gen efector no es directamente letal, sino que hace la célula 
susceptible de los efectos letales de un agente externo, entonces el agotamiento se pospondrá hasta que se 
proporcione el agente externo. Por ejemplo, en el caso de que el gen sea una enzima convertidora de profármaco, 50 
entonces el agotamiento se efectúa en la colocación de las células en un entorno que contenga el profármaco. En el 
caso de que el gen sea un objetivo anticuerpo, entonces el agotamiento se efectúa poniendo las células en un 
entorno que contenga anticuerpo específico, más complemento. El entorno puede ser un recipiente de cultivo, en 
cuyo caso el agente se puede añadir justo al medio de cultivo a la concentración requerida. Alternativamente o 
además, se puede realizar agotamiento in vivo, por administración de la población celular a un individuo, y de 55 
manera simultánea o de manera secuencial administrando el agente, si no está ya presente. 
 
Las poblaciones de células en las que la mayoría de las células se diferencian se pueden modificar genéticamente 
de acuerdo con estos procedimientos para agotar células no diferenciadas. Alternativamente, se puede modificar 
genéticamente una población precursora de células relativamente no diferenciadas de acuerdo con estos 60 
procedimientos y diferenciarse después. En esta situación, es más típico usar un gen efector que no destruya las 
células inmediatamente en la expresión, sino que haga las células susceptibles del efecto letal de algún agente 
externo. En una ilustración, las células pPS no diferenciadas cultivadas en cultivo se transducen con un vector de 
retrovirus en el que el gen de la timidina cinasa de herpes está bajo control del activador de hTERT. Las células se 
seleccionan opcionalmente para transducción positiva, por incorporación de un marcador seleccionable en la 65 
construcción o por medición de la expresión del gen transducido, y proliferan en cultivo. Cuando se desean las 
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células diferenciadas, se lleva la población por un procedimiento de diferenciación (por ejemplo, para preparar 
precursores de hepatocito o neurona, como se describió anteriormente). Se cultivan entonces en condiciones que 
permiten la expresión del gen de la tc en presencia de ganciclovir. 
 
Como una ilustración en que ARNi es la secuencia efectora, se transinfectan de manera estable células hES (por 5 
ejemplo, por lipofección) con una construcción que consiste en 2 casetes: una en la que el activador de PGK 
conduce el gen de la neomicina fosfotransferasa (dando como resultado resistencia a análogos de neomicina tóxicos 
tales como geneticina); la otra en la que el activador de hTERT conduce una región codificadora para ARNi que 
contiene regiones bicatenarias de HGPRT o TC. Se aíslan los clones modificados de manera estable en un medio 
que contiene geneticina y azaguanina o 6-mercaptopurina (para seleccionar para HGPRT células negativas) o en 10 
medio que contiene tanto geneticina como 5-bromodesoxiuridina (para seleccionar para TC células negativas). 
Alternativamente, la transinfección se podía realizar con sólo el estuche de ARNi, en cuyo caso se omite geneticina 
del medio. Después de aislamiento de los clones supervivientes, estas estirpes son inducidas a diferenciarse al tipo 
de célula deseado y se exponen a medio HAT para destruir las células madre residuales. 
 15 
Se pueden obtener poblaciones celulares usando estas técnicas que están "agotadas" de células no diferenciadas, 
que indica cualquier reducción significativa en la proporción de células no diferenciadas presente. Después de que 
se efectúa el procedimiento, la proporción de células no diferenciadas puede ser disminuido por 50% o incluso 90%. 
Dependiendo del elemento de control y el efector elegido, puede ser posible conseguir poblaciones de células 
diferenciadas que estén "esencialmente exentas" de células no diferenciadas. Esto significa que la población en total 20 
contiene menos de 1% de células con el fenotipo no diferenciado. Las poblaciones que contienen menos de 0,2%, 
0,05%, 0,01%, 20 ppm o 5 ppm de células no diferenciadas son cada vez más preferidas. Para células pPS, la 
presencia de células no diferenciadas se puede determinar por recuento de células que expresan SSEA-4 por 
análisis FACS o por recuento de células que expresan TERT u OCT-4 por hibridación fluorescente in situ. 
 25 
Uso de células diferenciadas.  
 
Las células preparadas usando un ácido nucleico de esta invención se pueden usar para una variedad de fines de 
investigación, diagnóstico y terapéuticos, comercialmente importantes.  
 30 
Debido a que se agotan las poblaciones celulares de células no diferenciadas, se pueden usar para preparar 
anticuerpos y bibliotecas de ADNc que sean específicas para el fenotipo diferenciado. Las técnicas generales 
usadas en anticuerpos de aumento, purificación y modificación, y su uso en inmunoanálisis y métodos de 
inmunoaislamiento se describen en Handbook of Experimental Immunology (Weir & Blackwell, eds.); Current 
Protocols in Immunology (Coligan et al., eds.) y Methods of Immunological Analysis (Masseyeff et al., eds., 35 
Weinheim: VCH Verlags GmbH). Se describen técnicas generales implicadas en la preparación de bibliotecas de 
ARNm y ADNc en RNA Methodologies: A Laboratory Guide for Isolation and Characterization (R. E. Farrell, 
Academic Press, 1.998); cDNA Library Protocols (Cowell & Austin, eds., Humana Press) y Functional Genomics 
(Hunt & Livesey, eds., 2.000). 
 40 
Las poblaciones de células relativamente homogéneas son adecuadas en particular para uso en investigación de 
fármacos y aplicaciones terapéuticas.  
 
Investigación de fármacos.  
 45 
Se pueden usar células pPS diferenciadas para investigar factores (tales como disolventes, fármacos de molécula 
pequeña, péptidos, polinucleótidos y similares) o condiciones medioambientales (tales como condiciones o 
manipulación de cultivos) que afectan a las características de las células diferenciadas.  
 
En algunas aplicaciones, se usan células diferenciadas para investigar factores que fomentan la maduración o 50 
fomentan la proliferación y mantenimiento de dichas células en cultivo a largo plazo. Por ejemplo, los factores de 
maduración candidatos o factores de crecimiento candidatos se ensayan adicionándolos a células pPS en diferentes 
pozos y después determinando cualquier cambio fenotípico que resulte, de acuerdo con los criterios deseables para 
más cultivo y uso de las células. 
 55 
Las aplicaciones de investigación particulares se refieren al ensayo de compuestos farmacéuticos en investigación 
de fármacos. El lector se refiere en general al libro de texto clásico "In vitro Methods in Pharmaceutical Research", 
Academic Press, 1.997 y la Patente de EE.UU. 5.030.015). La valoración de la actividad de los compuestos 
farmacéuticos candidatos implica en general combinar las células diferenciadas con el compuesto candidato, 
determinar cualquier cambio en la morfología, fenotipo del marcador o actividad metabólica de las células que sea 60 
atribuible al compuesto (comparado con células no tratadas o células tratadas con un compuesto inerte) y después 
correlacionar el efecto del compuesto con el cambio observado.  
 
La investigación se puede realizar, por ejemplo debido que el compuesto se diseña para presentar un efecto 
farmacológico sobre ciertos tipos de célula o debido a que un compuesto se diseña para presentar efectos en otra 65 
parte pero presentan efectos secundarios no deseados. Se pueden ensayar dos o más fármacos en asociación (por 
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combinación con las células de manera simultánea o de manera secuencial), para detectar posibles efectos de 
integración fármaco-fármaco. En algunas aplicaciones, se investigan compuestos inicialmente por su potencial 
toxicidad (Castell et al., págs. 375-410 en "In vitro Methods in Pharmaceutical Research," Academic Press, 1.997). 
Se puede determinar la citotoxicidad en primera instancia por el efecto sobre la viabilidad, supervivencia, morfología 
celulares y expresión o liberación de ciertos marcadores, receptores u enzimas. Los efectos de un fármaco sobre el 5 
ADN cromosómico se pueden determinar por medición de la síntesis o reparación de ADN. La incorporación de [3H] 
timidina o BrdU, especialmente en momentos no programados en el ciclo celular o por encima del nivel requerido 
para la replicación celular, es consistente con un efecto de fármaco. Los efectos no deseados también pueden incluir 
velocidades inusuales de intercambio de cromática hermana, determinado por extensión de metafase. El lector es 
referido a A. Vickers (Págs 375-410 en "In vitro Methods in Pharmaceutical Research," Academic Press, 1.997) para 10 
más elaboración.  
 
Uso terapéutico. 
 
También se pueden usar células diferenciadas para reconstitución o regeneración de tejido en un paciente humano 15 
con necesidad del mismo. Las células se administran de una manera que les permita injertarse en el sitio del tejido 
deseado y reconstituir o regenerar el área funcionalmente deficiente.  
 
En un ejemplo, las células madre neurales se trasplantan directamente a sitios parenquimales o intratecales del 
sistema nervioso central, de acuerdo con la enfermedad que se esté tratando. Los injertos se realizan usando 20 
suspensión de células única o agregados pequeños a una densidad de 25.000-500.000 células por µl (Patente de 
EE.UU. 5.968.829). La eficacia de los trasplantes de células neurales se pueden valorar en un modelo de rata para 
médula espinal lesionada gravemente como se describe por McDonald et al. (Nat. Med. 5:1.410, 1.999. Un 
trasplante exitoso mostrará células derivadas del trasplante presentes en la lesión 2-5 semanas más tarde, 
diferenciadas en astrocitos, oligodendrocitos y/o neuronas y migrando junto con la médula desde el extremo 25 
lesionado y una mejora en la entrada, coordinación y soporte del peso. 
 
Algunas células progenitoras neurales incorporadas se diseñan para tratamiento de daño agudo o crónico al sistema 
nervioso. Por ejemplo, la excitotoxicidad se ha implicado en una variedad de enfermedades incluyendo epilepsia, 
apoplejía, isquemia, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer. Algunas 30 
células diferenciadas también pueden ser apropiadas para tratar trastornos desmielinizantes, tales como 
enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, esclerosis múltiple, leucodistrofias, neuritis y neuropatías. Son apropiados 
para estos fines los cultivos celulares enriquecidos en oligodendrocitos o precursores de oligodendrocito para activar 
la remielinización. 
 35 
Se puede evaluar en los hepatocitos y los precursores de hepatocito en modelos animales su capacidad para 
reparar daño hepático. Un ejemplo es el daño producido por inyección intraperitoneal de D-galactosamina (Dabeva 
et al., Am. J. Pathol. 143:1.606, 1.993). La eficacia de tratamiento se puede determinar por tinción 
inmunohistoquímica para marcadores de células hepáticas, determinación microscópica de si se forman estructuras 
canaliculares en tejido en desarrollo y la capacidad del tratamiento para restaurar la síntesis de proteínas específicas 40 
del hígado. Las células hepáticas se pueden usar en el tratamiento por administración directa o como parte de un 
dispositivo de bioasistencia que proporcione función hepática temporal mientras el tejido hepático del individuo se 
regenera él mismo después de fallo hepático fulminante. 
 
La eficacia de los cardiomiocitos se puede valorar en modelos animales para criolesión cardiaca, que produce que el 45 
55% del tejido de la pared ventricular izquierda se convierta en tejido cicatrizado sin tratamiento (Li et al., Ann. 
Thorac. Surg. 62:654, 1.996; Sakai et al., Ann. Thorac. Surg. 8:2.074, 1.999, Sakai et al., J. Thorac. Cardiovasc. 
Surg. 118:715, 1.999). El tratamiento exitoso reducirá el área de la cicatriz, limitará la expansión de la cicatriz y 
mejorará la función cardíaca cuando se determina por presión sistólica, diastólica y desarrollada. La lesión cardíaca 
también puede ser modelada usando una espiral de embolización en la porción distal de la arteria descendente 50 
anterior izquierda (Watanabe et al., Cell Transplant. 7:239, 1.998) y se puede evaluar la eficacia de tratamiento por 
histología y función cardíaca. Se pueden usar preparaciones de cardiomiocitos en el tratamiento para regenerar 
músculo cardíaco y tratar función cardíaca insuficiente (Patente de EE.UU. 5.919.449 y Patente Internacional WO 
99/03973). 
 55 
Los ejemplos que siguen se proporcionan como ilustración adicional y no significa que impliquen ninguna limitación 
en la práctica de la invención reivindicada.  
 

EJEMPLOS 
 60 

Ejemplo de referencia 1: Pase sin alimentador de células hES.  
 
En este experimento, se recogieron células hES no diferenciadas que se habían mantenido en células de 
alimentador embrionarias de ratón primario y después se mantuvieron en ausencia de alimentadores. Se recubrieron 
los pozos de cultivo con Matrigel® y se cultivaron las células en presencia de medio nutriente condicionado obtenido 65 
de un cultivo de fibroblastos primarios irradiados. 
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Preparación de medio condicionado (MC) de fibroblastos embrionarios de ratón primarios (mEF):  
 
Se recogieron fibroblastos de frascos T150 por lavado una vez con PBS exento de Ca++/Mg++ e incubación en 1,5-2 
ml de tripsina/AEDT (Gibco) durante aproximadamente 5 minutos. Después se desprendieron los fibroblastos del 5 
matraz, se recogieron en medio mEF (DMEM + FBS al 10%). Se irradiaron las células a 4.000 rad (508 s a 140 kV: 
autoajuste 6 en un generador Torrex™), se realizó recuento y se sembraron a aproximadamente 55.000 células cm-2 
en medio mEF (525.000 células/pozo de una placa de 6 pozos). Después de al menos 4 horas se cambiaron los 
medios con SR que contenía medio ES (que contenía bFGF), usando 3-4 ml por pozo de 9,6 cm de una placa de 6 
pozos. Se recogió medio condicionado a diario para alimentación de cultivos de hES. Alternativamente, se preparó 10 
medio usando mEF puesto en placas en matraces de cultivo, intercambiando medio a diario a 0,3-0,4 ml cm-2. Antes 
de adición a los cultivos de hES, se enriqueció el medio condicionado con 4 ng/ml de bFGF humano (Gibco). Se 
usaron cultivos de fibroblastos en este sistema durante aproximadamente 1 semana, antes de reponerlo con células 
recién preparadas. 
 15 
Recubrimiento de Matrigel®: 
 
Se descongelaron Matrigel® Reducido de Factor de Crecimiento o Matrigel® regular (Becton-Dickinson, Bedford 
MA) a 4°C. El Matrigel® se diluyó 1:10 a 1:500 (típicamente 1:30) en KO DMEM frío. Se añadieron 0,75-1,0 ml de 
disolución a cada pozo de 9,6 cm2 y se incubó a temp amb durante 1 h. Se lavaron los pozos recubiertos una vez 20 
con KO DMEM frío antes de añadir las células. Se usaron las placas en 2 h después de recubrimiento o se 
almacenaron en DMEM a 4°C y se usaron en ~1 semana. 
 
Cultivo de ES humano:  
 25 
Se recogieron colonias de hES no diferenciadas de cultivos de hES sobre alimentadores como sigue. Se incubaron 
los cultivos en -200 U/ml de colagenasa IV durante aproximadamente 5 minutos a 37 °C. Se recogieron las colonias 
recogiendo colonias individuales con una punta de pipeta de 20 µl en un microscopio o por raspado y disociación en 
grupos pequeños en medio condicionado (MC). Después se sembraron estas células sobre Matrigel® en medio 
condicionado a 15 colonias para cada pozo de 9,6 cm² (si 1 colonia es -10.000 células, entonces la densidad de 30 
puesta en placa es -15.000 células cm-2). 
 
El día después de la siembra sobre Matrigel®, las células hES fueron visibles como pequeñas colonias (~100-2.000 
células) y hubo células solas entre las colonias que parecían estar diferenciándose o muriendo. A medida que las 
células hES proliferaban, las colonias se hicieron bastante grandes y muy compactas, representando la mayoría de 35 
la superficie de la placa de cultivo. Las células hES en las colonias presentaban una alta relación núcleo a 
citoplasma y presentaban nucleolos prominentes, similar a las células hES mantenidas sobre células de alimentador. 
En la confluencia, las células diferenciadas entre las colonias representaron menos del 10% de las células en el 
cultivo.  
 40 
Seis días después de siembra, los cultivos llegaron a ser casi confluentes. Los cultivos se dividieron por incubación 
con 1 ml de disolución de ~200 U/ml de colagenasa IV en KO DMEM durante ~5 minutos a 37 °C. Se aspiró la 
disolución de colagenasa, se añadieron 2 ml de medio hES por pozo y se rasparon las células hES de la placa con 
una pipeta. Se transfirió la suspensión de células a un tubo cónico de 15 ml, se llevó hasta un volumen de 6 ml y se 
trituró con cuidado para disociar las células en pequeños grupos de 10-2.000 células. Después se volvieron a 45 
sembrar las células sobre placas recubiertas con Matrigel® en MC, como anteriormente. Se sembraron las células a 
una relación 1:3 ó 1:6, aproximadamente 90.000 a 170.000 células cm-2, completando el volumen en cada pozo a 3 
ml. Se cambió el medio a diario y se dividieron las células y se hicieron pases de nuevo el día 13 y de nuevo el día 
19 después de la siembra inicial.  
 50 
El día 19 después de la siembra inicial, se recogieron las células y se evaluó la expresión del marcador superficial 
por citometría de células inmunofluorescentes, usando anticuerpos etiquetados específicos para marcadores de 
superficie celular. Para las células hES mantenidas en ausencia de alimentadores, un alto porcentaje expresó 
SSEA-4, Tra-1-60 o Tra-1-81. Estos 3 marcadores se expresan sobre células ES humanas no diferenciadas que se 
mantienen sobre alimentadores (Thomson et al., 1.998). Además, hay muy poca expresión de SSEA-1, un 55 
glucolípido que no se expresa (o se expresa a niveles bajos) sobre células ES no diferenciadas. La evaluación 
inmunohistoquímica de SSEA-4, Tra-1-60 o Tra-1-81 indica que la expresión de estos marcadores está localizada 
para las colonias de ES, no las células diferenciadas entre las colonias.  
 
Los cultivos de células hES han sido cultivados en ausencia de células alimentadoras durante más de 180 días 60 
después de siembra inicial, sin cambio aparente en la capacidad proliferativa o fenotipo. Las células ES humanas 
mantenidas sobre Matrigel® en medio condicionado mEF presentan un tiempo de duplicado de aproximadamente 
31-33 horas, similar a la velocidad de proliferación para células hES cultivadas sobre células alimentadoras mEF. 
Las células H1 después de 64 días de cultivo exento de alimentador mostraron un cariotipo normal. 
 65 
Ejemplos de referencia 2: Marcadores fenotípicos de células hES en cultivo exento de alimentador. 
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Las células hES no diferenciadas expresaron SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81, OCT-4 y hTERT. La expresión de estos 
marcadores disminuye con la diferenciación. Para valorar si las células mantenidas en condiciones exentas de 
alimentador retenían estos marcadores, se evaluaron las células por inmunotinción, multiplicación PCR de 
transcriptasa inversa y ensayo para actividad de telomerasa.  5 
 
Para análisis por recuento de células activado por fluorescencia (FACS), las células hES se disociaron en AEDT 0,5 
mM en PBS y se volvieron a suspender a aproximadamente 5 × 105 células en 50 µl de diluyente que contenía BSA 
al 0,1% en PBS. Para analizar la expresión del marcador de superficie, se incubaron células en los anticuerpos 
primarios, incluyendo control de isotipo IgG (0,5 µg/ensayo), control de isotipo IgM (1:10), SSEA-1 (1:10), SSEA-4 10 
(1:20), Tra-1-60 (1:40) y Tra-1-81 (1:80), diluido en el diluyente a 4 °C durante 30 minutos. Después de lavado con el 
diluyente, se incubaron las células con anticuerpos de cadena kappa anti-ratón de rata conjugados con PE (Becton 
Dickinson, San Jose, CA) a 4 °C durante 30 minutos. Se lavaron las células y se analizaron en Citómetro de Flujo 
FACScalibur™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) usando el programa informático de CellQuest™. 
 15 
Similar a las células hES sobre alimentadores, las células sobre Matrigel®, laminina, fibronectina o colágeno IV 
expresaron SSEA-4, Tra-1-60 y Tra-1-81. Hubo muy poca expresión de SSEA-1, un glucolípido que no es expresado 
por células hES no diferenciadas. 
 
Para análisis por inmunocitoquímica, se incubaron células con anticuerpos primarios, incluyendo SSEA-1 (1:10), 20 
SSEA-4 (1:20), Tra-1-60 (1:40) y Tra-1-81 (1:80), diluido en knockout DMEM a 37°C durante 30 min. Se lavaron las 
células después con knockout DMEM caliente y se fijaron en paraformaldehído al 2% durante 15 minutos. Después 
de lavado con PBS, se incubaron las células con suero de cabra al 5% en PBS a temperatura ambiente durante 30 
minutos, seguido por incubación con los anticuerpos anti-ratón de cabra conjugado - FITC (1: 125) (Sigma) a temp 
amb durante 30 min. Se lavaron las células, se tiñeron con DAPI y se montaron. La tinción se realizó típicamente ~2 25 
días después de pase. También se examinaron las células por expresión de fosfatasa alcalina, un marcador para 
células ES no diferenciadas. Esto se realizó cultivando las células en portaobjetos para cámara, fijando con 
paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y lavando después con PBS. Después se incubaron las células con 
sustrato de fosfatasa alcalina (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) a temperatura ambiente en la oscuridad 
durante 1 h. Se enjuagaron los portaobjetos durante 2-5 minutos en etanol al 100% antes de montaje. 30 
 
Los resultados mostraron que SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81 y fosfatasa alcalina se expresaron por las colonias de 
hES sobre Matrigel® o laminina, como se observa para las células sobre alimentadores - pero no por las células 
diferenciadas entre las colonias. 
 35 
La Figura 1 muestra la expresión de OCT-4 y hTERT de células H1 sobre alimentadores y fuera de alimentadores, 
cuando se detecta por multiplicación PCR de transcriptasa inversa. Para cuantificación relativa radioactiva de 
productos génicos individuales, se emplearon cebadores Alternate18S Interno Estándar de QuantumRNAT™ 
(Ambion, Austin TX, USA) según las instrucciones del fabricante. En pocas palabras, se determinó el intervalo lineal 
de multiplicación de un par cebador particular, después se multiplicó conjuntamente con la mezcla apropiada de 40 
cebadores alternate18S:competímeros para producir productos PCR con intervalos lineales coincidentes. Antes de 
adición de AmpliTaq™ (Roche) para reacciones PCR, se pre-incubó la enzima con el anticuerpo TaqStart™ 
(ProMega) según las instrucciones del fabricante. Se analizaron reacciones PCR radioactivas sobre geles de 
poliacrilamida no desnaturalizantes al 5%, se secaron y se expusieron a pantallas de fotoimagen (Molecular 
Dynamics) durante 1 hora. Se escanearon las pantallas con un Molecular Dynamics Storm 860 y se cuantificaron las 45 
intensidades de banda usando el programa informático ImageQuant™. Los resultados se expresaron como la 
relación de radiactividad incorporada en la banda de hTERT u OCT-4, estandarizada a la radiactividad incorporada 
en la banda 18s.  
 
Los cebadores y las condiciones de multiplicación para marcadores particulares son como sigue. OCT-4: Hebra 50 
transcrita (SEC ID Nº 4) 5'-CTTGCTGCAG AAGTGGGTGG AG GAA-3' Hebra complementaria (SEC ID Nº 5) 5'-
CTGCAGTGTG GGTTTCGGGC A-3'; alternate18:competímeros 1:4; 19 ciclos (94° 30 s; 60° 30 s; 72° 30 s). hTERT: 
Hebra transcrita (SEC ID Nº 6) 5'-CGGAAGAGTG TCTGGAGCAA-3' Hebra complementaria (SEC ID Nº 7) 5'-
GGATGAAGCG GAGTCTGGA-3'; alternate18:competímeros 1:12; 34 ciclos (94° 30 s; 60° 30 s; 72° 30 s). 
 55 
Se observó la expresión de hTERT y OCT-4 en todas las condiciones de cultivo excepto Matrigel® y medio regular. 
Además, después de exposición de las células a ácido retinoico (AR) o dimetilsulfóxido (DMSO), los factores que 
activan la diferenciación celular, disminuyó fuertemente la expresión de hTERT.  
 
La Figura 2 muestra actividad de la telomerasa medida por ensayo de actividad TRAP (Kim et al., Science 60 
266:2.011, 1.997; Weinrich et al., Nature Genetics 17:498, 1.997). Todas las condiciones de cultivo mostraron 
actividad de telomerasa positiva después de 40 días sobre Matrigel®, laminina, fibronectina o colágeno IV en medio 
condicionado mEF. 
 
Ejemplo de referencia 3: Diferenciación de células hES. 65 
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En este experimento, se comparó la diferenciación usando métodos clásicos de formación de agregados con una 
técnica de diferenciación directa.  
 
Por la técnica de diferenciación de agregados, se recogieron cultivos monocapa de estirpes de ES de rhesus y 
humanas por incubación en Colagenasa IV durante 5-20 min y se rasparon las células de la placa. Después se 5 
disociaron las células y se pusieron en placas en placas de cultivo de células no adherentes en medio que contenía 
FBS. Se pusieron las placas en una incubadora a 37°C, y en algunos casos, se usó un balancín para facilitar que se 
mantuvieran los agregados en suspensión. Después de 4-8 días en suspensión, se formaron cuerpos agregados y 
se pusieron en placas sobre un sustrato para permitir más diferenciación. 
 10 
Para la técnica de diferenciación directa, se prepararon suspensiones de células ES de rhesus y ser humano de una 
manera similar. Después se disociaron las células por trituración a grupos de ~50-100 células y se pusieron en 
placas sobre cubreobjetos de vidrio tratados con poliornitina. Se mantuvieron las células en medio que contenía 
suero o medio definido durante 7-10 días antes de análisis.  
 15 
Las células de ambas preparaciones se fijaron y se ensayaron por inmunorreactividad para β-tubulina III y MAP-2, 
que es característico de neuronas y proteína ácida fibrilar filial (GFAP), que es característica de astrocitos. Los 
resultados se muestran en la Tabla 1. 
 

TABLA 1: Comparación de métodos de diferenciación de hPS.  

Estirpe celular ES usada para 
diferenciación  

Diferenciación vía Cuerpos Agregados Diferenciación Directa 

Neuronas Astrocitos Neuronas Astrocitos

R366.4 (Estirpe de Rhesus) + + + + 

R278.5 (Estirpe de Rhesus) + + + + 

R456 (Estirpe de Rhesus) + + + + 

H9 (Estirpe humana) + + + + 

H9.1 (Clon de H9) (No Realizado) (No Realizado) + + 

H9.2 (Clon de H9) + + + + 

 20 
Las estirpes ES de Rhesus y humana se diferenciaron en células que soportaban marcadores para neuronas y 
astrocitos, usando el agregado o la técnica de diferenciación directa. En los cultivos de rhesus, el porcentaje de 
agregados que contenían neuronas osciló de 49% a 93%. En las estirpes humanas examinadas, el porcentaje de 
agregados que contenía neuronas osciló de 60% a 80%. El doble etiquetado para GABA y β-tubulina indicó que una 
subpoblación de las neuronas expresaba el neurotransmisor inhibidor GABA. Además, se identificaron astrocitos y 25 
oligodendrocitos con inmunorreactividad GFAP e inmunorreactividad GalC, respectivamente. Por lo tanto, las células 
ES humanas y de rhesus tienen la capacidad para formar los tres fenotipos celulares principales en el sistema 
nervioso central.  
 
Se examinó el efecto de diversos miembros de la familia de factor de crecimiento de neurotrofina. Se diferenciaron 30 
células hES por cosecha con colagenasa, disociación y siembra de nuevo sobre cubreobjetos recubiertos de 
poliornitina. Se pusieron en placas las células en DMEM/F12 + N2 + FBS al 10% durante la noche. Al día siguiente, 
se retiró el suero del medio y se sustituyó con 10 ng/ml de bFGF humano y el factor de crecimiento que se estaba 
ensayando. Después de 24 horas, se retiró bFGF del medio. Estos cultivos se alimentaron cada dos días. Se fijaron 
después de 7 días de diferenciación y se inmunotiñeron para análisis. Se evaluó el número de neuronas por 35 
recuento de células positivo para β-tubulina. Los cultivos mantenidos en presencia de 10 ng/ml de factor neurotrófico 
derivado de cerebro (BDNF) formaron aproximadamente 3 veces más neuronas que los cultivos de control. Los 
cultivos mantenidos en neurotrofina-3 (1 ng/ml) formaron aproximadamente 2 veces más neuronas que los cultivos 
de control.  
 40 
En un experimento posterior, se prepararon suspensiones de células ES humanas a partir de estirpe H9 parenteral y 
dos estirpes subclonadas. Se recogieron las células usando colagenasa IV y después se volvieron a poner en placas 
sobre portaobjetos de vidrio recubiertos de poliornitina en medio que contenía FBS al 20%. Después se alimentaron 
los cultivos cada dos días durante 7-10 días, después se fijaron para inmunotinción. De cada una de estas estirpes, 
una serie de células diferenciadas se tiñó de manera positiva para actina específica del músculo (anticuerpo de 45 
Dako) pero fueron negativas para troponina cardiaca I. Varias placas de células tiñeron de manera positiva para α-
fetoproteína, indicando la presencia de células de endospermo.  
 
Ejemplo de referencia 4: Comparación de diferenciación directa con diferenciación por cuerpos embrioides.  
 50 
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Para inducir diferenciación directa, se recogieron células hES no diferenciadas y se volvieron a poner en placas 
directamente en condiciones de diferenciación. Una muerte celular considerable fue evidente en la puesta en placa, 
pero muchas células se adhirieron y empezaron a proliferar y/o diferenciarse. En los cultivos diferenciados usando 
condiciones que contenían suero, los cultivos continuaron proliferando y alcanzaron confluencia en 5-10 días. En 
este punto, los cultivos contenían una población heterogénea que mostró muchas morfologías diferentes. La 5 
inmunocitoquímica reveló linajes de ectodermo, mesodermo y endodermo usando anticuerpos contra β-tubulina III, 
actina específica del músculo y α-fetoproteína, respectivamente. La tinción positiva para todos estos tipos de células 
apareció en placas que a veces eran bastante densas, por lo tanto era difícil cuantificar con precisión los porcentajes 
de cada tipo de célula. 
 10 
Para aumentar el porcentaje de neuronas, se pusieron en placas células hES sobre cubreobjetos de vidrio 
recubiertos de poliornitina y cultivos en medio definido. Aunque estos datos indican que las células de las tres capas 
germinativas se pueden derivar sin la producción de los EB, no se identificaron cardiomiocitos.  
Como comparación, se indujeron células hES a diferenciarse por generación de cuerpos embrioides (los EB, por sus 
siglas en inglés). En estos experimentos, se recogieron células ES y se volvieron a poner en placas en cultivos de 15 
suspensión. Aunque inicialmente se observó una cantidad destacable de muerte celular, después de 2-3 días las 
células restantes formaron agregados. Los EB se mantuvieron durante tanto como 16 días en cultivo y fueron aún 
viables y formaron muchas estructuras después de la puesta en placa posterior. Los EB humanos de fase más tardía 
con frecuencia mostraron una morfología cística y a veces dieron lugar a EB pulsantes. 
 20 
Para valorar la formación de cardiomiocitos, se transfirieron los EB a placas recubiertas de gelatina o portaobjetos 
para cámara después de 4 días en los cultivos de suspensión. Los EB unidos a la superficie después de siembra, 
proliferaron y se diferenciaron en diferentes tipos de células. Se observaron células que se contraen de manera 
espontánea en diversas regiones del cultivo el día 8 de diferenciación y el número de regiones pulsantes aumentó 
hasta aproximadamente el día 10. En algunos casos, más del 75% de los EB presentaba regiones de contracción. 25 
Las células pulsantes fueron morfológicamente similares a cardiomiocitos pulsantes derivados de células ES de 
ratón. Además, la expresión de la troponina cardiaca I de marcador específico cardíaco se examinó el día 15 de 
diferenciación usando inmunocitoquímica. Los focos de contracción individuales en los cultivos diferenciados fueron 
fotografiados para registrar el área de contracción antes de que se fijara el cultivo. Se evaluó después el cultivo por 
expresión de cTnl cardíaca y se equiparó a las fotografías originales para determinar el porcentaje de áreas de 30 
contracción que fueron positivas para tinción de cTnl. Como control, también se examinaron células adyacentes a 
los focos de contracción por tinción de cTnl. En estos cultivos, el 100% de las áreas de contracción mostró 
inmunorreactividad positiva, mientras se observó mínima inmunorreactividad en las células no pulsantes. 
 
Se sometieron los cultivos de los EB diferenciados a análisis por método Western usando anticuerpo monoclonal 35 
contra cTnl. Este ensayo proporcionó una fuerte señal proteínica de 31 kDa, que corresponde al tamaño de la Tnl 
cardíaca humana natural purificada. Se detectó cTnl en células ES humanas diferenciadas que contenían células 
que se contraen pero no en células ES no diferenciadas o cultivos diferenciados sin signos de células que se 
contraen, que sugiere la detección específica de cardiomiocitos. Como control se volvió a sondear la mancha con 
anticuerpo específico de β-actina, confirmando la presencia de cantidades similares de proteínas en todas las 40 
muestras.  
 
En otros experimentos, se cultivaron los EB durante 8 ó 16 días y se mantuvieron como cultivos adherentes durante 
unos 10 días adicionales. Se preparó ARN a partir de las células ES humanas diferenciadas y se realizó RT-PCR 
semicuantitivo para detectar la expresión relativa de los productos específicos de endodermo α1-anti-tripsina, AFP y 45 
albúmina. Los bajos niveles de α1-anti-tripsina y AFP se detectaron en los cultivos no diferenciados; se detectó poca 
o ninguna albúmina en los mismos cultivos. Los 3 marcadores se detectaron a niveles significativamente superiores 
después de diferenciación. La expresión de los 3 marcadores de endodermo fue superior en cultivos derivados de 
cuerpos embrioides del día 8 que de los cuerpos embrioides del día 16. 
 50 
Ejemplo de referencia 5: Transinfección y transducción de células hES mantenidas en capas alimentadoras de mEF 
primarias. 
 
Los cultivos de hES se mantuvieron en un medio de crecimiento constituido por KO DMEM al 80% (Gibco) y 
Sustituto de Suero al 20% (Gibco) enriquecido con aminoácidos no esenciales al 1%, glutamina 1 mM, ß-55 
mercaptoetanol 0,1 mM y 4 ng/ml de hbFGF (Gibco). Se recubrieron las placas con una disolución de gelatina al 
0,5% (Sigma) a 37° durante la noche antes de adición de células. Se cultivaron los mEF primarios en medio mEF 
estándar y se dividieron 1:2 cada 2 días durante hasta 5 divisiones. Se desprendieron cultivos subconfluentes de los 
mEF con tripsina, se volvió a suspender en 10 ml de medio y se irradió con una dosis cumulativa de 3.500-4.000 
rads con un generador de rayos X Torrex™ 150D. Se aglomeraron las células irradiadas a 400 x g durante 5 min y 60 
se volvieron a suspender a 1,25 x 105 células por ml en medio mEF estándar. Se sembraron pozos individuales de 
una placa de 6 pozos con 3,75 x 105 mEF irradiados por pozo; se sembraron pozos individuales de una placa de 24 
pozos con 75.000 mEF irradiados por pozo. 
 
Se realizó transinfección como sigue. Se eliminaron las células hES puestas en placa en placas de 6 pozos de la 65 
capa alimentadora con colagenasa (~200 unidades/ml) a 37° durante 7-10 min. Cuando las colonias empezaron a 

E01986488
10-08-2015ES 2 544 942 T3

 



25 

desprenderse, se aspiró la colagenasa de cada pozo y se reemplazó con 2 ml de medio de crecimiento de hES 
estándar/pozo. Las células hES se retiraron por raspado de la superficie de un único pozo con una pipeta de 5 ml y 
se transfirió a un tubo cónico de 50 ml. Se añadió medio de crecimiento de hES adicional a un volumen final de 10 
ml. Se trituró la suspensión de células 10 -12 veces con una pipeta de 10 ml y se añadieron unos 8 ml adicionales de 
medio de crecimiento de hES estándar. Se añadieron tres ml de la suspensión de células a cada pozo de placas de 5 
6 pozos que se recubrieron previamente con gelatina y capas alimentadoras de mEF como se describió 
anteriormente (es decir, 1 pozo de una placa de 6 pozos fue suficiente para sembrar 6 pozos de una nueva placa).  
 
Se ensayaron células hES puestas en placa de nuevo con una serie de sistemas de transinfección diferentes para 
determinar si la modificación genética de las células hES se podía conseguir sin producir diferenciación. Se 10 
ensayaron sistemas incluido lo siguiente: Estuche de Transinfección de Mamíferos (reactivos CaPO4 y DEAE), 
Stratagene cat # 200285; TransIT-LT1 Mirus™ (Panvera), cat # MIR 2310; Polybrene (Sigma); Poli-L-Lisina (Sigma); 
Superfect™ (Qiagen); Effectene™ (Qiagen); Lipofectin™ (Life Technologies); Lipofectamina (difiere de 
Lipofectamine 2000™) (Life Technologies); Cellfectin™ (Life Technologies); DMRIE-C (Life Technologies); 
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) y electroporación usando pulsador Gene BioRad™. 15 
 
En las condiciones usadas, Lipofectamine 2000™ (Gibco Life Technologies cat # 11668019, pendiente de patente) y 
FuGENE™ (marca registrada de Fugent L.L.C.; una mezcla patentada de lípidos y otros componentes, adquiridos en 
Roche Diagnostic Corporation cat # 1 814 443), ambos dieron como resultado buena eficacia de transinfección. La 
eficacia fue generalmente la mejor si se ponían en contacto estos reactivos con células hES puestas en placa de 20 
nuevo -48 h después de puesta en placa de nuevo.  
 
La transinfección usando Lipofectamine 2000™ se realizó como sigue: El ADN de plásmido (3-5 µg de pEGFP-C1, 
ClonTech cat. # 6084-1) se diluyó en agua a un volumen final de 100 µl. En experimentos piloto, se diluyeron 5 a 30 
µl de Lipofectamine 2000™ (Gibco, cat # 11668-019) en OptiMEM™ (Gibco, cat # 11-58-021) a un volumen final de 25 
100 µl. La disolución de ADN se añadió después lentamente a la disolución de Lipofectamine2000™ y se mezcló 
cuidadosamente. Se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 20-30 min antes de que se enriqueciera con 
800 µl de OptiMEM™. Se lavaron las células con 3 ml de OptiMEM™ pre-calentado y se incubó en 0,5-1 ml de la 
disolución de mezcla de ADN/lípido a 370C durante 4 h, por pozo (9,6 cm2). En algunos experimentos, a 4 h se 
eliminó el complejo antes de adición de 4 ml de medio condicionado mEF; en otros se añadió medio condicionado 30 
mEF suficiente a los pozos para alcanzar un volumen final de 3,5 ml y se dejó la mezcla sobre las células durante la 
noche. En otros experimentos se añadió la mezcla de ADN/lípido a pozos que contenían suficiente medio 
condicionado mEF de manera que el volumen final fuera 3,5 ml y se incubaron las células en esta mezcla durante la 
noche. 
 35 
La transinfección usando FuGENE™ se realizó como sigue. Cada pozo se transinfectó con 10 µg de ADN usando 
FuGENE™ 6 (Roche Diagnostics Corp.), a una relación de reactivo FuGENE™ a ADN 3:2 como se describe por las 
direcciones del fabricante. Se usó medio sin suero OptiMEM™ en las transinfecciones. En el "antiguo protocolo", 4 h 
después de la adición de FuGENE™- complejo de ADN, se añadieron 2,5 ml de medio de crecimiento de hES 
estándar a cada pozo transinfectado. En el protocolo revisado ("3:2 l"), no se volvieron a alimentar los pozos 40 
transinfectados con medio de crecimiento de hES estándar. Veintidós horas después de transinfección, se evaluó la 
expresión de GFP por citometría de flujo. 
 
Cuarenta y ocho horas antes de transinfección, se sembraron células hES en placas de 6 pozos que se habían 
recubierto con gelatina y capas alimentadoras de mEF como se describió anteriormente. Se transinfectaron células 45 
hES usando FuGENE™ 6 (Roche) o Lipofectamine 2000™ (Gibco) según las instrucciones del fabricante. 
Veinticuatro horas después de transinfección, se valoró en las células la expresión de GFP por inspección bajo un 
microscopio de fluorescencia o citometría de flujo. En el experimento mostrado en la Fig. 1, se compararon tres 
métodos: el protocolo de Lipofectamine 2000™ clásico, el protocolo de FuGENE™ clásico y un protocolo de 
FuGENE™ variante en que se dejó la mezcla de ADN /lípido sobre las células durante la noche. Los resultados 50 
demostraron que mientras Lipofectamine 2000™ proporcionaba de manera consistente un porcentaje superior de 
células que expresan GFP, el protocolo FuGENE™ variante dio como resultado células que expresan GFP con una 
intensidad de fluorescencia media mayor.  
 
Las transducciones transitorias usando vectores adenovíricos se realizaron como sigue. El vector Ad5CMV5-GFP 55 
(referido aquí como Ad5GFP) contiene la región codificadora de proteína verde fluorescente bajo control del 
activador de CMV y se adquirió en Quantum Biotechnologies, cat # ADV0030. Setenta y dos horas antes de 
transducción, se sembraron células hES sobre placas de 24 pozos que se habían recubierto con gelatina y capas 
alimentadoras de mEF como se describió anteriormente. Antes de transducción, se desprendieron 3 pozos de 
células hES con una disolución de tripsina al 0,05%/AEDT 5 mM (Sigma) a 37°, se volvieron a suspender en 500 µl 60 
de medio de crecimiento de mEF estándar y se hizo recuento con un hemocitómetro (las 75.000 células 
alimentadoras de mEF se sustrajeron de cada pozo) para establecer el número de células antes de transinfección. 
La reserva de adenovirus se descongeló sobre hielo inmediatamente antes de su uso. 
 
Para infección con Ad5GFP, se aspiró medio de crecimiento de los pozos conteniendo células hES y se 65 
reemplazaron con 1 ml de medio de crecimiento de hES más 9 µl de reserva de GFP Ad5 (MOI de 40). Dos horas 
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más tarde, se reemplazó el medio que contenía virus con 1 ml de medio de crecimiento de hES por pozo. Cada pozo 
transducido fue alimentado de nuevo con 1 ml de medio de crecimiento de hES fresco cada 24 horas. Se valoró la 
expresión de GFP por citometría de flujo. Los resultados de un experimento típico indicaron que la expresión era la 
mayor a las 24 h después de transducción pero persistía durante al menos 8 días a niveles bajos (por los instantes 
de tiempo posteriores, había tenido lugar extensa diferenciación debido a sobrecrecimiento de las células hES).  5 
 
Ejemplo de referencia 6: Preparación de la estirpe celular alimentadora inmortalizada NH190. 
 
En este ejemplo, se estableció que una estirpe celular de ratón permanente era adecuada para medio de 
condicionamiento para el cultivo de células madre pluripotentes (pPS) de primate. La estirpe NHG190 es una estirpe 10 
celular de fibroblastos embrionarios de ratón inmortalizados con telomerasa que es triple resistente a fármacos y 
expresa proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés). 
 
Se obtuvieron dos cepas de ratón de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) que presentaban un transgen para 
resistencia a los antibióticos neomicina o higromicina. Los ratones C57BL/6J TgN(pPGKneobpA)3Ems y los ratones 15 
C57BL/6J-TgN(pPWL512hyg)1Ems de Jackson Labs se cruzaron. Se diseccionaron embriones que eran resistentes 
tanto a neomicina como a higromicina el día 13,5 postconcepción según protocolos clásicos para preparar 
fibroblastos embrionarios de ratón (mEF) para capas alimentadoras (E. J. Robertson, págs. 71-112 en 
Teratocancinoma and Embryonic Stem Cell Lines, ed. E. J. Robertson, Oxford: IRL Press, 1.987). Las células mEF 
derivadas se almacenaron congeladas. 20 
 
Los mEF se congelaron en medio de crecimiento que contenía suero fetal bovino al 20% (HyClone), L-glutamina 2 
mM (Gibco/BRL), DMEM al 80% (Gibco/BRL). Se extendieron las células usando relaciones de división 1:2 para 4 
pases. Se alimentaron dos matraces que habían alcanzado ~75% de confluencia con medio fresco 4 h antes de 
electroporación. Se retiraron las células de los matraces con tripsina al 0,5% /AEDT 500 mM (Gibco/BRL), se 25 
granuló a 400 × g durante 5 min a temperatura ambiente y se volvió a suspender en el medio de crecimiento a una 
concentración de 4 × 106 células /ml. 
 
Se dividió la suspensión celular en dos alícuotas de 500 µl y se transfirieron a dos cubetas de electroporación de 0,4 
cm de hueco (BioRad). Una cubeta recibió 5 µg de plásmido de control (pBS212; gen de resistencia a puromicina 30 
conducido por el potenciador/activador temprano SV40); la otra recibió 5 µg de pGRN190, comprendiendo la región 
codificadora de telomerasa transcriptasa inversa de murina (mTERT) conducida por activador de MPSV mas gen de 
resistencia a puromicina conducido por el activador/potenciador temprano SV40. Se mezclaron a mano las células y 
el ADN y se sometieron a electroporación usando un Pulsador de genes BioRad con un extendedor de capacitancia 
BioRad a un ajuste de 300 V, 960 µF. 35 
 
Se transfirió cada alícuota de células a una placa de 150 cm individual que contenía 25 ml de medio de crecimiento. 
Se cambió el medio en las placas al día siguiente, y al día siguiente, se reemplazó medio de crecimiento por medio 
de crecimiento más 0,5 µg/ml de puromicina. El medio en las placas se cambió por medio que contenía puromicina 
fresca cada 48 horas hasta 29 días después de electroporación. En este momento, fueron evidentes grandes 40 
colonias individuales de células resistentes a puromicina en las placas sometidas a electroporación tanto de pBS212 
como pGRN190. Se aislaron diez colonias de la placa de control y 12 de la placa electroporada de pGRN190 con 
cilindros de clonación y se transfirió cada colonia a 1 pozo de una placa de 48 pozos (1 pozo por colonia).  
 
Una semana más tarde, todas las colonias supervivientes que se habían extendido para conseguir confluencia en la 45 
placa de 48 pozos (tres colonias de control, 1 colonia electroporada pGRN190) se transfirieron de manera individual 
a pozos de una placa de 24 pozos. Seis días más tarde, la única colonia que había continuado extendiéndose se 
derivó de la placa electroporada de pGRN190 y con posterioridad se denominó NH190. Se mantuvieran las células 
en medio de crecimiento más 0,5 µg/ml de puromicina. El análisis por actividad de la telomerasa por ensayo TRAP 
(Kim et al., Nucleic Acids Res. 25:2.595, 1.997) demostró que las células NH190 expresan actividad de la 50 
telomerasa funcional. 
 
Para facilitar el seguimiento de las células en poblaciones de cultivo mixtas e in vivo, se infectaron además células 
NH190 con una construcción retrovírica que confería expresión de proteína verde fluorescente (GFP). La secuencia 
GFP mejorada de plásmido pEGFP-1 es uno de los vectores de proteína fluorescente Living Colors™, disponible en 55 
ClonTech. Contiene una región codificadora de GFP potenciada, con cambios que modifican los sitios de escisión de 
nucleasas de restricción y desplazan las longitudes de onda de excitación y de emisión de la proteína codificada. Se 
clonó la secuencia de EGFP-1 en el vector pMSCV.neo, ClonTech cat # K1062-1. Se transdujeron células NH190 
con el vector logrado y se separaron células positivas de GFP por clasificación FACS. La estirpe celular que expresa 
GFP se denominó NHG190. Estas células se han soportado en cultivo durante más de 3 meses.  60 
 
Ejemplos de Referencia 7: Modificación genética de células hES mantenidas en células alimentadoras NHG190.  
 
Se cultivaron células NHG190 en DMEM (Gibco) más suero fetal bovino al 20% (HyClone) y glutamina 5 mM. Se 
dividieron las células 1:10 cada 3 d. Se desprendieron cultivos subconfluentes con tripsina, se suspendieron en 10 65 
ml de medio y se irradiaron con una dosis cumulativa de 3.500 rads con un generador de rayos X Torrex™ 150D. Se 
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granularon las células irradiadas a 400 × g durante 5 min y se volvieron a suspender a 1,25 × 105 células por ml en 
medio NHG190 o medio hES estándar. 
 
Se preparó medio condicionado poniendo en placas células NHG190 a 4,08 × 104 cm-1 sobre placas recubiertas de 
gelatina. A 18-24 h después de puesta en placa, se cambió el medio por medio hES estándar con 4 ng/ml de bFGF 5 
añadido. Se condicionó el medio por las células durante 18-24 h, se recogió y se añadieron unos 4 ng/ml de bFGF 
adicionales. Se usó el medio para soportar cultivos de células hES el mismo día que se recogió. Las células 
NHG190 irradiadas se pudieron usar para preparar medio condicionado durante 7-10 días. 
 
Se transinfectaron células hES como sigue. Se retiraron las células de la capa alimentadora usando colagenasa 10 
(~200 U/ml) a 37ºC durante 7-10 min y se transfirieron a un tubo cónico de 50 ml. Se añadió medio de cultivo hES a 
un volumen final de 10 ml; se trituró la suspensión 10-12 veces con una pipeta de 10 ml y se añadieron otros 8 ml de 
medio hES. Se añadieron tres ml de una suspensión celular a cada pozo en una placa de 6 pozos pre-recubierta con 
Matrigel® y células alimentadoras NHG190. 
 15 
Cuarenta y ocho horas después de la siembra, se transinfectaron las hES con 10 µg de ADN por pozo usando 
FuGENE™ 6 (Roche) según el protocolo del fabricante en medio exento de suero OptiMEM™. El ADN era un 
plásmido que contenía el activador de PGK que conduce neor. Cuatro h más tarde, se añadieron 3 ml de medio 
condicionado de NHG190 a cada pozo transinfectado. Se volvieron a alimentar a diario las células con 3 ml de 
medio condicionado. Cuarenta y ocho h después de transinfección, se lavaron las células con medio condicionado 20 
de NHG190 que contenía 200 µg/ml de geneticina añadida (Sigma), que se reemplazó a diario después. Después de 
3 días de selección, se añadieron a células alimentadoras NHG190 irradiadas adicionales (1,25 × 105 células /pozo 
en medio hES). Veinticuatro h más tarde, se reemplazó de nuevo el medio con medio condicionado de NHG190 que 
contenía 200 µg/ml de geneticina, reemplazado a diario.  
 25 
Se aislaron colonias individuales y se extendieron por otro ciclo de selección. Después de unos 5 días adicionales, 
se identificaron las colonias individuales por microscopio y se marcaron en el exterior de la placa. Se retiró el medio 
y se reemplazó con colagenasa (~200 U/ml). Se recogieron colonias individuales usando una punta de pipetea p20 y 
se transfirieron a tubos individuales que contenían 2 ml de medio condicionado de NHG190 (sin geneticina). Se 
trituró la suspensión 5 veces para disgregar las colonias y se transfirieron los contenidos de cada tubo a un pozo de 30 
una placa de 12 pozos recubierta con gelatina y células NHG190 irradiadas (1,875 × 105 células /pozo). Se 
alimentaron las células 24 h más tarde con 2 ml de medio condicionado fresco. Dos días después de la siembra, se 
lavaron las células con 2 ml de medio condicionado que contenía 200 µg/ml de geneticina, se reemplazó a diario 
durante 5 días. A medida que cada pozo llegaba a ser confluente 50-75%, se desprendieron las células con 
colagenasa, se transfirieron a 6 ml de medio condicionado y se trituraron 10-12 veces. Se añadieron 3 ml de 35 
suspensión celular a cada uno de 2 pozos de una placa de 6 pozos recubierta con gelatina y células NHG190 
irradiadas (3,75 × 105 células /pozo); se vuelven a alimentar las células con 3 ml de medio condicionado a 24 h. 
Después se seleccionaron las células durante 5 días usando 3 ml de medio condicionado que contenía geneticina y 
se dividieron 1:6 como antes. 
 40 
Se realizó transducción estable usando retrovirus como sigue. Se construyó vector retroviral denominado GRN354 
en Geron Corp. usando vector PMSCVneo adquirido en ClonTech (cat # K1062-1). Se insertó la región codificadora 
de eGFP aguas abajo del LTR de MSCV. El LTR conduce la expresión de GFP y el vector también contiene el gen 
neor conducido por el activador de PGK de murina. Se recubrieron las placas con gelatina al 0,5% y células 
alimentadoras NHG190 (7,5 × 104 en 1 ml de medio NHG190 para placas de 24 pozos; 3,75 × 105 en 3 ml de medio 45 
para placas de 6 pozos). La estirpe H7 de hES se sembró en una placa preparada de 24 pozos en medio hES (1 
ml/pozo). Cuarenta y ocho h más tarde, se desprendieron 3 pozos de células hES usando tripsina al 0,05% /AEDT 5 
mM (Sigma) a 37°C, se volvió a suspender en 500 µl de medio NHG190 y se contaron. Se descongeló la reserva de 
construcción de retrovirus pGRN354 sobre hielo inmediatamente antes de su uso. Se aspiró medio de crecimiento 
de los pozos y se reemplazó con 400 µl de medio hES más 8 µl de retrovirus (MOl de 10) y 4 µl de 8 mg/ml de 50 
disolución de polybrene (Sigma). Dos h más tarde, se añadieron 800 µl de medio de crecimiento de hES por pozo. 
Cada pozo transducido se volvió a alimentar con 1 ml de medio de hES fresco cada 24 h. 
 
Cuatro días después de transducción, se reemplazó medio con 1 ml de medio de crecimiento de hES que contenía 
200 µg/ml de geneticina. Después de 3 días de selección de geneticina, se desprendieron las células con 55 
colagenasa, se trituraron, se volvió a suspender en 3 ml de medio de hES, se volvió a sembrar en un pozo de una 
placa de 6 pozos recubierta con gelatina y alimentadores de NHG190 y se volvieron a alimentar con medio de hES 
después de 24 h. El medio se reemplazó de nuevo después con medio de hES que contenía geneticina y se volvió a 
alimentar cada 24 h. Las colonias no diferenciadas sobrevivieron a la selección y se mantuvieron durante más de 3 
meses. El análisis FACS mostró que 50-65% de las células seleccionadas expresan GFP, aunque a bajos niveles. El 60 
cariotipo de las células fue normal.  
 
La Figura 3 muestra la expresión de GFP de células hES transducidas con retrovirus y después diferenciadas. La 
estirpe celular H7 de hES se puso en placas sobre capas alimentadoras resistentes a fármacos (NHG190), se 
infectaron con GRN354 y se seleccionaron para resistencia al fármaco G418. Se extendieron las células 65 
transducidas y se mantuvieron bajo selección de G418 por múltiples pases. Se transfirieron las células a cultivo de 
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suspensión para formar cuerpos embrioides, se dejó que se diferenciaran durante 4 días y después se pusieron en 
placas en medio FBS al 20% durante 1 semana. Después de que tuviera lugar diferenciación extensa, se fijaron los 
cultivos en paraformaldehído al 4% y se fotografiaron bajo fluorescencia para expresión de GFP. Muchas de las 
células diferenciadas expresan mayores niveles de GFP que la estirpe de hES transinfectada no diferenciada, 
consistente con la activación diferencial del MESV-LTR en diferentes tipos de células. 5 
 
Ejemplo de referencia 8: Transinfección de células hES exentas de alimentador. 
 
En este ejemplo, se modificaron genéticamente células hES mantenidas en cultivo exento de alimentador sobre 
laminina en medio condicionado por transinfección con un plásmido que soportaba proteína verde fluorescente 10 
(GFP) conducida por el activador CMV. 
 
Se preparó medio condicionado de mEF como se describió anteriormente. Se irradiaron los mEF y se sembraron a 
aproximadamente 5,7 x 104 células /cm2. Después de al menos 16 horas se cambió el medio con medio hES 
incluyendo 4 ng/ml de hbFGF añadido. Se recogió el medio condicionado a diario para alimentación de cultivos de 15 
hES. Antes de adición a los cultivos de hES, se enriqueció este medio con unos 4 ng/ml adicionales de hbFGF. En el 
caso de que fuera necesaria la selección de transinfectantes estables, se enriqueció el medio condicionado de mEF 
con 200 µg/ml de geneticina (Sigma cat. # G5013). 
 
Se recogieron células hES de H9 mantenidas en capas alimentadoras de mEF de cultivos por incubación con ~200 20 
unidades/ml de colagenasa IV a 37ºC durante 10 min. Se disociaron las células y se volvieron a suspender en medio 
de cultivo hES regular o medio condicionado de mEF. Se volvieron a sembrar después las células en el medio 
regular  sobre capas alimentadoras de mEF y se pusieron en placas las células en el medio condicionado de mEF 
sobre Matrigel® o laminina. La densidad de siembra para todos los cultivos fue aproximadamente 4 x 104 células / 
cm2. Se mantuvieron las células sobre capas alimentadoras en medio regular mientras las células sobre matrices se 25 
mantenían en medio condicionado de mEF durante 1 ó 2 días antes de la transinfección. Se reemplazó el medio 
condicionado cada 24 h. 
 
Los cultivos de células hES se transinfectaron con Lipofectamine 2000™ como se describió anteriormente. El 
análisis FACS de expresión de GFP se realizó como sigue. Se recogieron células hES usando AEDT 0,5 mM en 30 
PBS y se volvieron a suspender a aproximadamente 1x106 células /ensayo. Se lavaron las células en una disolución 
que contenía PBS más FBS al 2%, azida de sodio al 0,1% y AEDT 2 mM. Se realizó tinción de SSEA-4 en el mismo 
tampón usando anticuerpo obtenido del Banco de Hibridoma de Estudios de Desarrollo (Universidad de Iowa, Iowa 
City) a dilución 1:15. Se obtuvieron controles igualados de isotipo de Sigma, (St. Louis MO, USA). Se incubaron 
células con anticuerpos en un volumen final de 100 µl durante 30 min a 4°C, se lavaron y se incubaron con 35 
anticuerpos de cadena κ anti-ratón de rata con PE (Becton Dickinson, San Jose, CA) a 4°C durante 30 min. Se 
lavaron las muestras como anteriormente y se analizaron por GFP y expresión de SSEA-4 en citómetro de flujo 
FACScalibur™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) usando el programa informático CellQuest™. 
 
Las células hES de la estirpe H9 mantenidas sobre laminina en medio condicionado mEF se transinfectaron con un 40 
plásmido que soportaba GFP conducido por el activador CMV a 24 ó 48 h después de puesta en placa. Los 
experimentos iniciales usaron una mezcla de 5 µg de plásmido y 12 µl de Lipofectamine 2000™. Las células 
recibieron 1 ml de complejo de ADN /lípido y se incubaron durante 4 h a 37° antes de adición de 3 ml de medio 
condicionado de mEF y después se vigiló para expresión de GFP 24 h después de transinfección. 
 45 
La Figura 4 muestra los resultados de este experimento. Panel A: morfología de células H9 mantenidas sobre 
laminina. Panel B: células positivas de GFP observadas en la misma colonia mostrada en A. Panel C: análisis FACS 
de % células positivas de GFP en alta población de SSEA-4 (células no diferenciadas). Las células se 
transinfectaron 24 (barra 1 y 2) o 48 h (barra 3 y 4) después de la siembra y se analizaron 24 (barra 1 y 3) o 48 h 
(barra 2 y 4) después de la transinfección. Se observaron células verde brillante en áreas compactas de colonias ES 50 
no diferenciadas sobre laminina 24 h después de transinfección (Paneles A y B). La transinfección a 48 h después 
de siembra inicial proporcionó la más alta eficacia: 38% de las células fueron positivas de GFP cuando se determina 
por análisis FACS 24 h después de la transinfección (Panel C). 
 
El siguiente experimento comparó la eficacia de transinfección de las células H9 mantenidas sobre Matrigel® o 55 
placas recubiertas de laminina en medio condicionado de mEF con células mantenidas sobre alimentadores de 
mEF. Las células sobre capas alimentadoras mantenidas en medio regular se usaron como control. Las diferencias 
morfológicas entre células sobre alimentadores y células fuera de alimentadores se observaron 1 ó 2 días después 
de la siembra. Las colonias sobre alimentadores fueron más compactas que las células mantenidas fuera de capas 
alimentadoras; las células hES individuales en cultivos exentos de alimentador fueron menos compactas y más 60 
planas. No hubo diferencia significativa en la  morfología de células o colonias entre células sobre laminina y células 
sobre Matrigel. Estas células se transinfectaron con un plásmido que expresaba GFP conducido por el activador 
CMV 2 días después de la siembra. Veinticuatro horas después de la transinfección, se examinaron las células para 
expresión de GFP bajo un microscopio de fluorescencia. 
 65 
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Se mantuvieron las células sobre alimentadores de mEF en medio regular (mEF/MR), sobre laminina en medio 
condicionado por mEF (Laminina/MC) o sobre Matrigel® en el medio condicionado (Matrigel/MC). Se observaron 
células verde brillante en colonias de hES no diferenciadas de cultivos exentos de alimentador. Por el contrario, se 
encontraron muy pocas células verdes en las colonias sobre alimentadores. El análisis FACS mostró que el 16% de 
las células sobre Matrigel® y 14% de las células sobre laminina fueron positivos de GFP en alta población de SSEA-5 
4 mientras que sólo el 5% de las células sobre alimentadores fueron positivas. Estos resultados indican que la 
eficacia de transinfección aumenta significativamente usando condiciones exentas de alimentador. 
 
Los siguientes experimentos evaluaron los efectos de 1) la relación de ADN:lípido; 2) adición del complejo ADN 
/lípido a células 4 h previas a la adición de medio condicionado mEF frente a la adición del complejo a células en 10 
presencia de medio condicionado mEF y 3) uso de Lipofectamine 2000™ frente a FuGENE™. 
 
La transinfección usando Lipofectamine2000™ se describió anteriormente. La transinfección con FuGENE™ se 
realizó como sigue. El ADN de plásmido (5-10 µg de pEGFP-C1, ClonTech cat. # 6084-1) se diluyó en agua a un 
volumen final de 100 µl. En experimentos piloto, se añadieron 5-30 µl de FuGENE™ a suficiente OptiMEM™ para 15 
conseguir un volumen final de 100 µl. La disolución de ADN se añadió después lentamente a la disolución de 
FuGENE™ y se mezcló cuidadosamente. Se incubó la mezcla a temperatura ambiente durante 30 min antes de que 
se enriqueciera con 800 µl de OptiMEM™. Se lavaron las células con 3 ml de OptiMEM™ pre-calentado y se incubó 
en 1 ml de la disolución de mezcla de ADN/lípido a 370C durante 4 h. En algunos experimentos, a 4 h los pozos 
recibieron unos 2 ml adicionales de medio condicionado mEF; en otros se añadió la mezcla de ADN /lípido a pozos 20 
que contenían 2 ml de medio condicionado mEF y se incubaron las células en esta mezcla durante la noche. 
 
Se obtuvieron las eficacias mayores en las siguientes condiciones: Barra 1 = una mezcla de 5 µg de plásmido más 
12 µl de Lipofectamine 2000™, añadiendo 1 ml de la mezcla ADN /lípido a pozos que contenían 2,5 ml de medio 
condicionado de mEF e incubando las células en esta mezcla durante la noche. Barras 2 y 3 = una mezcla de 10 µg 25 
de plásmido más 15 µl de FuGENE™ e incubando las células en 1 ml de la mezcla ADN /lípido durante 4 h antes de 
añadir 2,5 ml de medio condicionado de mEF. L=Lipofectamine2000™; F=FuGENE™. 
 
Para investigar si las células hES exentas de alimentador experimentaban modificación genética estable, se 
cotransinfectaron células hES de H1 mantenidas sobre Matrigel® con una mezcla de 7,5 µg de plásmido soportando 30 
β-galactosidasa conducida por el activador de EF1a y 2,5 µg de plásmido soportando el activador de PGK que 
conduce el gen de neofosfotransferasa. Las células se transinfectaron 48 h después de ponerlas en placas sobre 
Matrigel® en medio condicionado de mEF. Se incubaron 10 µg de plásmido más 15 µl de FuGENE™ con las células 
en 1 ml durante 4 h antes de añadir 2,5 ml de medio condicionado de mEF. Después de 48 h, se cambió el medio 
por medio condicionado de mEF enriquecido con 200 µg/ml de geneticina. Los cultivos se mantuvieron en este 35 
medio que contiene geneticina con cambio diario de medio durante más de 21 días. Todos los cultivos de 
transinfección simulada (es decir, los que recibieron FuGENE™ mezclado con agua en vez de plásmido) murieron 
en 48-72 h. Surgieron colonias resistentes a fármacos en los pozos transinfectados con tanto FuGENE™ como 
plásmido a una frecuencia de aproximadamente 1 en a 105 células originalmente transinfectadas. Se mantuvieron 
las colonias en medio condicionado de mEF que contenía geneticina y se extendieron. 40 
Ejemplo 9: Preparación de vectores en los que un gen de la timidina cinasa está bajo control de una secuencia 
activadora de hTERT.  
 
El clon lambda denominado λGΦ5 que contenía el activador de hTERT es depositado con la Colección Americana 
de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés), 10801 Universidad Blvd., Manassas, VI 20110 U.S.A., con Acceso 45 
Nº 98505. λGΦ5 contiene un inserto de 15,3 kpb incluyendo aproximadamente 13.500 bases aguas arriba de la 
secuencia codificadora de hTERT. 
 
Un fragmento Not1 que contenía las secuencias activadoras de hTERT se subclonó en el sitio de Not1 de plásmido 
derivado de pUC, que fue denominado pGRN142. Un subclón (plásmido "pGRN140") que contenía un fragmento de 50 
Ncol 9 de kb (con secuencia génica de hTERT y aproximadamente 4 a 5 kb de secuencia de vector lambda) se 
secuenció parcialmente para determinar la orientación del inserto. Se digirió pGRN140 usando Sall para retirar 
secuencias de vector lambda, el plásmido resultante (con secuencias lambda retiradas) se denominó pGRN144. El 
inserto pGRN144 se secuenció después. 
 55 
La SEC ID Nº 1 es un listado de los datos de las secuencias obtenidos. Los nucleótidos 1-43 y 15.376-15.418 son 
secuencias de plásmidos. Así, el inserto genómico empieza en el resto 44 y termina en el resto 15.375. El comienzo 
del fragmento de ADNc clonado corresponde al resto 13.490. Hay elementos de la secuencia Alu situados -1.700 
pares de bases aguas arriba. La secuencia del inserto hTERT de pGRN142 se puede obtener ahora a partir de 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con Acceso PGRN142.INS AF121948. La numeración de los restos de 60 
hTERT para plásmidos en la siguiente descripción empieza desde el codón de iniciación de la traducción, según la 
práctica clásica en el campo. El codón de ATG de hTERT (el sitio de iniciación de traducción) empieza en el resto 
13.545 de la SEC ID Nº 1. Así, la posición -1, el primer resto aguas arriba, corresponde al nucleótido 13.544 en la 
SEC ID Nº 1. 
 65 
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Se realizaron estudios de expresión con construcciones indicadoras que comprendían diversos hTERT aguas arriba 
y secuencias de intrón. Un fragmento de BglII-Eco47III de pGRN144 (descrito anteriormente) se digirió y se clonó en 
el sitio BglII-NruI de pSEAP2Basic (ClonTech, San Diego, CA) para producir plásmido denominado pGRN148. Se 
realizó un segundo plásmido pGRN150, indicador - activador, insertando el fragmento BglII-FspI de pGRN144 en los 
sitios BglII-NruI de pSEAP2. Se construyó plásmido pGRN173 usando el fragmento EcoRV-StuI (de +445 a -2.482) 5 
de pGRN144. Esto hace un plásmido indicador activador que contiene la región activadora de hTERT de 
aproximadamente 2,5 kb aguas arriba del comienzo del marco de lectura abierto de hTERT a justo después del 
primer intrón en la región codificadora, con el codón Met de iniciación del marco de lectura abierto de hTERT 
cambiado a Leu. El plásmido pGRN175 se hizo por digestión de APA1 (Klenow romo)-SRF1 y religadura de 
pGRN150 para suprimir la mayor parte de la secuencia genómica aguas arriba de hTERT. Esto hace un plásmido 10 
activador/indicador que usa 204 nucleótidos de secuencias de hTERT aguas arriba (desde la posición -36 a -117). El 
plásmido pGRN176 se hizo por religadura de PML1-SRF1 de pGRN150 para suprimir la mayor parte de las 
secuencias de hTERT aguas arriba. Esto hace un plásmido activador/informador que usa 204 nucleótidos de 
secuencias de hTERT aguas arriba (desde la posición -36 a -239). 
 15 
Los niveles de actividad de fosfatasa alcalina de placenta segregada (SEAP, por sus siglas en inglés) se detectaron 
usando el sustrato quimioluminiscente CSPDTM (ClonTech). Se encontró que la actividad SEAP detectada en el 
medio de cultivo era directamente proporcional a los cambios en las concentraciones intracelulares de ARNm de 
SEAP. Los plásmidos pGRN148 y pGRN150 (activador-indicador hTERT) y el plásmido pSEAP2 (control positivo, 
que contenía el activador y potenciador temprano de SV40) se transinfectaron en estirpes celulares de ensayo. Las 20 
construcciones pGRN148 y pGRN150 condujeron la expresión de SEAP tan eficazmente como el pSEAP2 en 
estirpes celulares (derivadas de tumor) inmortales. Sólo el control de pSEAP2 proporcionó actividad detectable en 
células mortales.  
 
La capacidad del activador de hTERT para conducir específicamente la expresión del gen de la timidina cinasa (tc) 25 
en células tumorales se ensayó usando una variedad de construcciones: Una construcción, denominada pGRN266, 
contiene un fragmento PCR de EcoRI-FseI con el gen de la tc clonado en los sitios EcoRI-FseI de pGRN263. 
pGRN263, que contenía aproximadamente 2,5 kb de secuencia activadora de hTERT, es similar a pGRN150, pero 
contiene un gen de neomicina como marcador de selección. pGRN267 contiene un fragmento PCR de EcoRI-FseI 
con el gen de la tc clonado en los sitios EcoRI-FseI de pGRN264. pGRN264, que contenía aproximadamente 210 pb 30 
de secuencia activadora de hTERT, es similar a pGRN176, pero contiene un gen de neomicina como marcador de 
selección. pGRN268 contiene un fragmento PCR de EcoRI-XbaI con el gen de la tc clonado en los sitios EcoRI-XbaI 
(no metilado) de pGRN265. pGRN265, que contenía aproximadamente 90 pb de secuencia activadora de hTERT, es 
similar a pGRN175, pero contiene un gen de neomicina como marcador de selección. 
 35 
Estas construcciones activador/tc de hTERT, pGRN266, pGRN267 y pGRN268, se volvieron a introducir en células 
de mamífero y se seleccionaron clones estables de tkl+ (y/o poblaciones de masa). El tratamiento con ganciclovir in 
vitro de las células tkl+ dieron como resultado destrucción selectiva de todas las estirpes tumorales ensayadas, 
incluyendo 143B, 293, HT1080, Bxpc-3', DAOY y NIH3T3. El tratamiento con ganciclovir no presentó efecto sobre 
las células BJ normales. 40 
 
La Figura 5 es un mapa del adenovector de TPAC pGRN376. Se hizo por clonación del fragmento NOT1-BAMH1 de 
pGRN267 en los sitios NOT1-BGL2 de pAdBN (Quantum Biotech). El vector de 7185 pb comprende el gen de la 
timidina cinasa (TC) de herpes simple bajo control de la secuencia activadora de hTERT de longitud media. 
 45 
Ejemplo de referencia 10: Transducción de células hES con una construcción de timidina cinasa. 
 
Estos experimentos ensayan el efecto del vector pGRN376 descrito en el Ejemplo precedente sobre células hES. El 
vector contiene el gen de la timidina cinasa del virus del herpes bajo control del activador de la telomerasa 
transcriptasa inversa. La expresión del gen de la timidina cinasa en células las haría susceptibles de toxicidad del 50 
profármaco ganciclovir. 
 
Las células H1 no diferenciadas se pusieron en placas en placas de 24 pozos (1 pozo confluente de una placa de 6 
pozos se dividió en 24 pozos de una placa de 24 pozos). Después de 48 h, algunos pozos se infectaron con el 
vector de TPAC a un MOI de 30 ó 100. Cuatro h después de adición del vector vírico, se cambió el medio por medio 55 
condicionado de fibroblastos embrionarios de ratón nuevos (mEF-CM); algunos pozos recibieron medio enriquecido 
con ganciclovir 30 µM (GCV). Se volvieron a alimentar células expuestas a GCV con mEF-CM que contenía GCV 30 
µM a diario durante 4 días. Los días 2, 3 y 4 después de la iniciación de tratamiento de GCV, se cosecharon los 
pozos y se analizaron por citometría de flujo para valorar cambios en 1) número total de células y 2) viabilidad 
celular (medido por exclusión PI). 60 
 
La Figura 6 muestra los resultados de este experimento. No se detectó cambio en el número total de células a MOI 
de 30 en ausencia de GCV; pero hubo alguna disminución a MOI de 100 en ausencia de GCV empezando a 48 h. 
Se detectó  evidencia de toxicidad de GCV solo: los pozos que recibieron GCV solo contenían aproximadamente 
55% tantas células como los pozos de control el día 2, disminuyendo a 40% por el día 4. Los pozos que recibieron 65 
GRN376 a MOI de 30 ó 100 cultivados en presencia de GCV mostraron resultados idénticos: por el día 2, estos 
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pozos contenían 18% de las células contenidas en los pozos de control, mientras los días 3 y 4 estos pozos 
contenían 6% y 8% de las células en los pozos de control.  
 
Se observó ligera toxicidad a MOI de 100 el día 4 en ausencia de GCV (50% células en entrada de ES frente a 83% 
para las células de control). Se observó algo de toxicidad de GCV sólo el d2, 75% de las células en la entrada de ES 5 
(frente a 85% de control); el día 3, 68% (frente a 82% de control); el día 4, 50% (frente a 65% control). Los pozos 
que recibieron GRN376 a MOI de 30 ó 100 cultivados en presencia de GCV mostraron resultados similares: por el 
día 2, estos pozos contenían 24-28% células en la entrada de ES , el día 3 contenían 19-22% de las células en la 
entrada de ES y el d4 estos pozos contenían 12% de las células en la entrada de ES. Así, GRN376 más GCV es 
eficaz en la destrucción de células hES no diferenciadas a un MOI tan bajo como 30. 10 
 
Experimento de valoración 
 
Se pusieron en placas células de H1 no diferenciadas en placas de 24 pozos (1 pozo confluente de una placa de 6 
pozos se dividió en 24 pozos de una placa de 24 pozos). Después de 48 h, algunos pozos se infectaron con 15 
pGRN376 a un MOI de 30. Cuatro h después de adición del vector vírico, se cambió el medio por nuevo mEF-CM; 
algunos pozos recibieron medio enriquecido con ganciclovir (GCV) 5, 10, 20, 30 ó 40 µM. Se volvieron a alimentar 
las células expuestas a GCV con mEF-CM que contenía GCV a diario durante 2 días. El día 2 después de la 
iniciación de tratamiento de GCV, se cosecharon los pozos y se analizaron por citometría de flujo para valorar 
cambios en el número total de células y la viabilidad celular (medido por exclusión PI). 20 
 
La Figura 7 muestra los resultados de este experimento. GCV -20 µM fue óptimo en las condiciones ensayadas. 
 
Comparación de diferentes estirpes de hES. 
 25 
Se pusieron en placas hES no diferenciadas de estirpes denominadas células H1 y H7 en placas de 24 pozos (1 
pozo confluente de una placa de 6 pozos se dividió en 24 pozos de una placa de 24 pozos). Después de 48 h, 
algunos pozos se infectaron con pGRN376 a un MOI de 30. Cuatro h después de adición del vector vírico, se cambió 
el medio por nuevo mEF-CM; algunos pozos recibieron medio enriquecido con GCV 20 µM. Se volvieron a alimentar 
células expuestas a GCV con mEF-CM que contenía GCV a diario durante 3 días. El día 4 después de la iniciación 30 
de tratamiento de GCV, se cosecharon los pozos y se analizaron por citometría de flujo para valorar cambios en el 
número total de células. 
 
La Figura 8 muestra los resultados. El número total de células demostró disminuciones en el número de células para 
las dos estirpes después de tratamiento del vector TPAC. H7 mostró menos toxicidad inducida por GCV sólo que lo 35 
mostró H1. Así, diferentes estirpes celulares de hES responden al vector TPAC. En estudios posteriores, también se 
encontró que la estirpe celular H9 era altamente sensible a GCV después de tratamiento del vector TPAC. 
 
Ejemplo de referencia 11: Selección de células diferenciadas. 
 40 
En este experimento, se trataran células hES con ácido retinoico (AR) o dimetilsulfóxido (DMSO) y después se 
analizó por expresión de hTERT y OCT-4 después de tratamiento con TPAC. 
 
Se pusieron en placas células de H1 no diferenciadas en placas de 24 pozos (1 pozo confluente de una placa de 6 
pozos dividido en 24 pozos de una placa de 24 pozos). 24 h más tarde, algunos pozos se volvieron a alimentar con 45 
mEF-CM que contenía AR 500 nM o DMSO al 0,5%; se volvieron a alimentar los pozos con medio enriquecido con 
AR o DMSO para el resto del experimento. Después de 7 días de tratamiento con AR o DMSO, se infectaron las 
células con GRN376 a un MOI de 30. 
 
Cuatro h después de adición del vector vírico, se cambió el medio por nuevo mEF-CM (más AR o DMSO donde sea 50 
apropiado); algunos pozos también recibieron medio enriquecido con ganciclovir 20 µM (GCV). Se volvieron a 
alimentar células expuestas a GCV con mEF-CM que contenía GCV a diario durante 3 días. El día 3 después de la 
iniciación de tratamiento de GCV, se cosecharon los pozos y se analizaron por citometría de flujo para valorar 
cambios en el número total de células. Se usaron pozos adicionales en un esfuerzo para cultivar cualquier célula 
madre no diferenciada restante; se cambió el medio de estos pozos a mEF-CM (sin AR, DMSO o GCV). Se volvieron 55 
a alimentar las células con mEF-CM cada día durante 7 días, después se recogieron para aislamiento de ARN. Se 
analizaron estas muestras por RT-PCR cuantitativo por la expresión de hTERT y OCT-4. 
 
La Figura 9 muestra que el número total disminuyó después de tratamiento de TPAC. Después de 7 días de 
pretratamiento de fármaco seguido por TPAC más GCV, todos los pozos contenían similares números de células. 60 
Durante el intento para cultivar células madre supervivientes, los pozos llegaron a ser confluentes con células que 
parecían altamente diferenciadas; eran obvias las células hES no diferenciadas. Los pozos que contenían células 
que habían sido pre-tratadas con AR eran distintos en aspecto que las células pretratadas con mEF-CM no 
adulterado o tratadas con mEF-CM más DMSO. El análisis RT-PCR (Panel Inferior, no cuantitativo, 35 ciclos) mostró 
que las células supervivientes de los pozos tratados con mEF-CM o DMSO no presentaron expresión detectable de 65 
OCT-4, mientras 2 de cada 4 muestras pretratadas con AR presentaron productos PCR de OCT-4 muy débiles. 
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Así, sobrevivieron células no diferenciadas no detectables a tratamiento TPAC seguido por cultivo posterior de los 
pozos cultivados en mEF-CM o mEF-CM más DMSO. El pretratamiento con AR conduce a la detección de niveles 
bajos de OCT-4 en las células supervivientes. No está claro si esto refleja persistencia de células madre no 
diferenciadas o inducción de otro tipo de célula que expresa OCT-4. 5 
 
Ejemplo de referencia 12: Estirpes de células madre estables que contienen la construcción TPAC: 
 
Para facilitar la creación de estirpes celulares estables modificadas genéticamente con la construcción de 
activador/timidina cinasa de hTERT, se modificó plásmido pGRN376 (Ejemplo 9) para suprimir la mayor parte de la 10 
secuencia de adenovirus. El plásmido se digirió con Stul y Not I, seguido por debilitamiento y religadura. El vector 
restante contenía la construcción de activador/timidina cinasa de hTERT, precedido por la secuencia de bloqueo de 
la transcripción para evitar la activación de expresión del gen de la tc por secuencias activadoras aguas arriba del 
sitio de integración en el genoma. El vector modificado se denominó pGRN376mod. 
 15 

pGRN376 - vector TPAC adenovírico 

Ad5 TRM pTERT 216 pb TC HSV  poliA SV40  

pGRN376mod - vector plásmido TPAC  

TRM pTERT 216 pb TC HSV  poliA SV40  

 
Se dividieron los cultivos de la estirpe celular hES de H9 1:4 usando PBS que contenía AEDT 0,5 mM, como se 
describió anteriormente y se pusieron en placas en cultivos exentos de alimentador en placas de 6 pozos. 
Veinticuatro h después de puestas en placas, se cotransinfectaron células con 2 µg GRN376mod más 0,5 µg de un 
plásmido que codifica neomicina fosfotransferasa, usando FuGENE™-6 como se describió anteriormente. Se añadió 20 
medio que contenía 200 µg/ml de geneticina 48 h después de transinfección para seleccionar las células 
transinfectadas. Después de 7-10 días en medio que contenía geneticina, se recogieron 103 colonias individuales de 
los pozos y se pusieron en placas de manera individual en placas de 24 pozos, que se extendieron después por 
cultivo durante -7 días. Se investigó la sensibilidad al profármaco ganciclovir, en noventa clones individuales, a una 
concentración de 30 µM. Se identificaran diez clones en los cuales murieron esencialmente todas las células no 25 
diferenciadas en 1-3 días de cultivo con ganciclovir, dejando sólo células en vestigios que se habían diferenciado 
fuera de la colonia principal.  
 
En otro experimento, la estirpe H1 de células hES (pase 59) se dividió 1:6 en placas de 24 pozos recubiertas de 
Matrigel® en medio celular hES clásico (día 0; 1 ml/pozo, medio condicionado MEF con 4 ng/ml de bFGF). Se 30 
cambió el medio con nuevo medio estándar al día siguiente. El día 3, se retiró el medio y se reemplazó con 200 
µl/pozo de medio estándar (transinfección simulada), o virus pGRN376 a MOI 100, diluido en 200 µl/pozo de medio 
hES estándar. Después de 4 h, se retiró el medio de todos los pozos y se reemplazó con 1 mg/ml de medio hES 
estándar con o sin ganciclovir 30 µM. Se cambiaron los pozos con medio fresco (con o sin ganciclovir 30 µM) en 
cada uno de los tres días siguientes.  35 
 
La Figura 10 es una micrografía de las células el día 6. En los pozos transducidos con vector de control (Panel A), 
las colonias hES formaron colonias con características normales. En los pozos transducidos con virus de pGRN376 
y después tratados con ganciclovir (Panel B), la mayoría o todas las colonias de células ES desaparecieron y sólo 
quedaron células diferenciadas. Los pozos tratados con TPAC- contenían 8 veces menos células que los pozos de 40 
control.  
 
Ejemplo de referencia 13: Caracterización adicional de estirpes de células madre embrionarias de TPAC estables. 
Se derivaron clones estables de TPAC por cotransinfección de plásmidos pGRN376mod y pGK-neo en la estirpe 
celular H9 de hES en medio condicionado de mEF con FGF básico sobre placas recubiertas con Matrigel® de factor 45 
de crecimiento reducido. 
 
En un experimento la estirpe H9 (p 80) se traspasó 6 veces usando AEDT 0,5 mM previamente a transinfección. Se 
usaron 2 µg de plásmido pGRN376m y 0,5 µg de plásmido pGK-neo para transinfección de cada pozo de una placa 
de 6 pozos de células ES, usando una relación 3:2 de Fugene™ (un facilitador de transinfección a base de lípido) a 50 
ADN. Las células se transinfectaron 24 horas después de la siembra y se inició la selección de G418 24 h post-
transinfección. Se recogieron 101 colonias resistentes a G418 usando colagenasa. Se aislaron los clones de las 
células transinfectadas sólo con pGK-neo como controles para cotransinfección. 
 
Se extendieron las colonias individuales usando AEDT 0,5 mM para detección de GCV primaria y secundaria. La 55 
detección primaria con GCV 30 µM (semanas 1 y 2) identificó 10 clones sensibles a GCV y 20 clones parcialmente 
sensibles a GCV. La investigación secundaria con GCV 30 µM (semanas 3 y 4) confirmó 9 clones sensibles a GCV, 
incluyendo los denominados H9-376m-18, H9-376m-77 y H9-376m-62. Después de identificación secundaría de 
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GCV, se extendieron las células usando AEDT 0,5 mM en cultivos mayores y después se traspasaron usando 
colagenasa. 
 
En un segundo experimento, se pasó inicialmente de nuevo la estirpe H9 (p 24) usando AEDT 0,5 mM y después se 
transinfectó como antes. Se recogieron sesenta y dos colonias co-transinfectadas resistentes a G418 usando 5 
colagenasa el día 0. La identificación primaria con GCV 30 µM (días 20, 22 y 26) identificó un clon sensible a GCV y 
cuatro clones parcialmente sensibles a GCV. Después de detección primaria de GCV, se extendieron las células 
usando AEDT 0,5 mM en cultivos más grandes y volvieron gradualmente a traspaso de colagenasa estándar. La 
detección secundaria con GCV 30 µM (día 57) confirmó un clon sensible a GCV (denominado H9-376m-6). 
 10 
Los clones sensibles a GCV de cada uno de estos experimentos se sometieron a selección adicional en cultivo con 
G418, para determinar su estabilidad. Los clones denominados H9-376m-18 y H9-376m-77 mostraron resistencia a 
G418 que no era estable. Los clones denominados H9-376m-62, H9-376m-6 y H9-pGK-neo-1 eran resistentes a 
G418. 
 15 
La Figura 11 (parte superior) muestra sensibilidad de las estirpes TPAC estables a ganciclovir (GCV). Cada estirpe 
celular se expuso a una cantidad decreciente de GCV para determinar la concentración más baja de GCV requerida 
para producir la destrucción completa de células ES no diferenciadas con la mínima cantidad de toxicidad. Se 
determinaron concentraciones tan bajas como 0,5 µM para destruir las células ES no diferenciadas similar a 30 µM, 
pero con una toxicidad significativamente menor.  20 
 
La Figura 11 (fondo) muestra la sensibilidad de las estirpes de TPAC a un profármaco diferente, (E)-5-(2-bromovinil)-
2'-desoxiuridina (BVDU). Aunque se observó una disminución significativa sobre los recuentos de células con todas 
las concentraciones de BVDU ensayadas, en realidad no se observó destrucción de célula ES. El número de células 
presente incluso a altas concentraciones de BVDU no se reduce al nivel del control de la muestra para ensayo en 25 
blanco. 
 
Para verificar la expresión de HSV-TC en estirpes celulares ES de TPAC estables, se realizó RT PCR en células no 
diferenciadas de cultivos de H9-376m-6, H9-376m-62 y H9-pGK-neo-1 usando cebadores específicos de HSV-TC u 
OCT-4. La expresión de TC se detectó en muestras de H9-376m-6 y H9-376m-62 y no en muestras de H9-pGK-neo 30 
a altas concentraciones de ARN, mientras que se detectó la expresión de OCT-4 en todas las muestras. 
 
Ejemplo de referencia 14: Especificidad del activador para células no diferenciadas.  
 
Para determinar la especificidad del activador de hTERT en los clones de TPAC estables, se determinó la sensibilidad 35 
de GCV después de diferenciación de cada clon de TPAC y el clon de control pGK-neo. 
 
Se sembraron células no diferenciadas en placas recubiertas de Matrigel® de factor de crecimiento reducido con KO 
DMEM más FBS Hyclone al 20% sin bFGF (condiciones de diferenciación). Los cultivos se mantuvieron en 
condiciones en diferenciación durante 7 días, se traspasaron y se pusieron en las condiciones de diferenciación 40 
durante 4 días adicionales. Después de este tratamiento, los cultivos contenían pocas, si había, células no 
diferenciadas (valorado por morfología). En este punto, se añadió GCV 30 µM a los cultivos diferenciados durante 4 
días.  
 
No se observó sensibilidad a GCV en cultivos diferenciados obtenidos a partir de las estirpes celulares de TPAC H9-45 
376m-6, H9-376m-62, H9-376m-18 o H9-376m-77 o de la estirpe de control de la transinfección H9-pGKneo. Así, el 
activador de hTERT en la construcción integrada presenta la especificidad apropiada para activar el gen efector de 
TC sólo en células no diferenciadas.  
 
Ejemplo de referencia 15: Expresión del marcador ES en estirpes celulares de TPAC no diferenciadas.  50 
 
La expresión de marcadores de ES en estirpes celulares ES de TPAC estables se determinó por citometría de flujo. 
Se recogieron células de cultivos confluentes usando AEDT 0,5 mM y se incubó con anticuerpos monoclonales 
contra SSEA-4, SSEA-1, Tra-1-60, Tra-1-81, CD9, AC133 humano y anticuerpos secundarios conjugados de 
fluorocromo apropiados. Se determinó el nivel de expresión usando FACSCalibur™. Se usaron controles negativos 55 
igualados de isotipo apropiados y valoración de viabilidad para determinar el nivel de unión no específica.  
 

Tabla 2: Marcadores sobre células hES parenterales y estirpes de TPAC estables  

Marcador 
fenotípico 

H9 p 
35 

H9-376m-62 p 
80+15 

H9 p 
25 

H9-pGK-neo p 
24+16 

H9-376m-6 p 
24+19 

H9-376m-62 p 
80+27 

SSEA4 + 92* 100 64 37 91 98 

SSEA1 + 1 0 0 0 0 0 

Tra-1-60 + 98 99 89 89 86 90 
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Tabla 2: Marcadores sobre células hES parenterales y estirpes de TPAC estables  

Marcador 
fenotípico 

H9 p 
35 

H9-376m-62 p 
80+15 

H9 p 
25 

H9-pGK-neo p 
24+16 

H9-376m-6 p 
24+19 

H9-376m-62 p 
80+27 

Tra-1-81 + 96 99 82 88 77 97 

CD9 + 88 95 81 98 91 99 

AC133 + 90 81 72 78 68 70 

*% de marcadores que expresan células vivas. 

 
Las estirpes celulares H9-376m-6, H9-376m-62 y H9-pGK-neo-1 presentan expresión de todos los marcadores de 
ES ensayados a los niveles comparables a los de la estirpe celular H9 no transinfectada. 
 
Ejemplo de referencia 16: Capacidad de las estirpes celulares TPAC para experimentar diferenciación apropiada.  5 
 
Se ensayó la capacidad de H9-376m-6, H9-376m-62, H9-376m-77, H9-376m-18 y H9-pGK-neo-1 para generar 
células de tres linajes germinativos embrionarios. Se establecieron cuerpos embrioides (los EB) de cada estirpe 
celular y se cultivaron en suspensión con KO DMEM y FBS Hyclone al 20 %. Después de cultivo de 4 días, se 
pusieron en placas los EB sobre portaobjetos para cámara recubiertos de gelatina y se dejó que crecieran durante 8-10 
10 días adicionales. Se puntuaron los cultivos por la presencia de células pulsantes y se tiñeron para la presencia de 
β-tubulina, AFP, células positivas a actina específica del músculo y troponina cardiaca I.  
 
La Figura 12 muestra micrografías de florescencia representativas de inmunocitoquímica. Los resultados fueron 
como sigue. 15 
 

 H9-376m-18 p 80+20 podía generar cuerpos embrioides grandes (1 experimento). Se observaron áreas 
pulsantes (consistentes con células de linaje de cardiomiocito). Actina específica del músculo+++; α-
fetoproteína +++; β-tubulina +++; troponina cardiaca I +. 

 H9-376m-77 p 80+16 generó sólo pequeños cuerpos embrioides (1 experimento). No se observaron áreas 20 
pulsantes. Actina específica del músculo+; α-fetoproteína +β-tubulina - (ninguno detectado); troponina 
cardiaca I -. 

 H9-376m-62 p 80+16, p 80+20, p 80+21, p 80+24 (4 experimentos) pudieron generar sólo pequeños 
cuerpos embrioides. No se observaron áreas pulsantes. Actina específica del músculo++; α-fetoproteína +; 
β-tubulina +; troponina cardiaca I -. 25 

 H9-376m-6 p 24+12, p 24+13, p 24+21 (3 experimentos) pudieron generar grandes cuerpos embrioides. Se 
observaron muchas áreas pulsantes en todos los experimentos. Actina específica del músculo++; α-
fetoproteína ++; β-tubulina ++++; troponina cardiaca I +. 

 H9-pGK-neo-1 p 24+9, p 24+10, p 24+13 (3 experimentos) pudieron generar grandes cuerpos embrioides. 
Se observaron áreas pulsantes en 2 de cada 3 experimentos. β-tubulina +++; troponina cardiaca I +; Actina 30 
específica del músculo++++; α-fetoproteína ++. 
 

Los resultados de los Ejemplos 13-16 muestran que al menos tres de las estirpes de células madre que contienen el 
gen de la timidina cinasa conducido por activador de telomerasa era capaz de diferenciarse en células de cada una 
de las tres capas germinativas. Las células diferenciadas de estas estirpes contienen un parche importante contra 35 
células no diferenciadas residuales o que vuelven a surgir. Ganciclovir a una concentración tan baja como 2,5 µM 
destruye virtualmente todas las células ES no diferenciadas modificadas en -4 días. 
 
Datos de secuencias 
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TABLA 3: Secuencias enumeradas en esta descripción  

SEC 
ID 
Nº  

Denominación Referencia 

1 clon Lambda denominado λGϕ5 (ATCC Acceso Nº 98505) GenBank Acceso AF121948 
Publicación de Patente 
Internacional WO 00/46355.

 Contiene inserto genómico de Telomerasa transcriptasa inversa 
humana (hTERT) (restos 44-15375). El sitio de iniciación de la 
traducción de ATG empieza en el resto 13.545. 

 

2 Timidina cinasa de virus del herpes simple tipo 1 y secuencia de genes GenBank Acceso J02224 
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TABLA 3: Secuencias enumeradas en esta descripción  

 3KBL  Véase también McKnight et 
al., Nucleic Acids Res. 
8:5.949 (1.980); 

  Wagner et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 78:1.441 
(1.981) 

3 Timidina cinasa de virus del herpes simple tipo 1 y secuencia de 
aminoácidos 3KBL 

(supra) 

4 - 7 Sondas y Cebadores (Secuencias artificiales) 

 
Se reconocerá que las composiciones y los procedimientos proporcionados en la descripción se pueden modificar de 
manera eficaz por los expertos en la materia sin apartarse del espíritu de la invención contenido en las 
reivindicaciones que siguen. 
 5 
Listado de secuencias 
 

<110> Geron Corporation 
Gold, Joseph 
Lebkowski, Jane 10 
<120> Células diferenciadas adecuadas para tratamiento humano  
<130> 096/200 
<140> [para ser cedida] 
< 141> 26-11-2001 
<150> 09/783,203 <151> 13-02-2001 15 
<150> 60/253,443 <151> 27-11-2000 
<150> 60/253,357 <151> 27-11-2000 
<160> 7 
< 170> PatentIn version 3.0 
<210> 1 20 
<211> 15418 
<212> ADN  
< 213> Homo sapiens 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 2403 5 
<212> ADN 
< 213> Virus de herpes simple tipo 1 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 376 
<212> PRT 
< 213> Virus de herpes simple tipo 1 5 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 25 5 
<212> ADN 
< 213> Secuencia cebador PCR artificial 
<400> 4 
cttgctgcag aagtgggtgg aggaa    25 
<210> 5 10 
< 211> 21 
<212> ADN 
< 213> Secuencia cebador PCR artificial 
<400> 5 
ctgcagtgtg ggtttcgggc a    21 15 
<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 
< 213> Secuencia cebador PCR artificial 
<400> 6 20 
cggaagagtg tctggagcaa    20 
<210> 7 
<211> 19 
<212> ADN 
< 213> Secuencia cebador PCR artificial 25 
<400> 7 
ggatgaagcg gagtctgga    19 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una molécula de ácido nucleico que comprende la estructura P-X, en la que: 
 
X es una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un producto que es letal para una célula en la que se 5 
expresa o hace una célula en la que se expresa susceptible de un efecto letal de un agente externo y  
P es un elemento de control transcripcional que produce que X se exprese preferiblemente en células 
madre pluripotentes de primate (pPS) no diferenciadas. 

 
2. La molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1, en la que X codifica una toxina o una proteína que induce 10 
o media muerte celular programada.  
 
3. La molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en la que X codifica una enzima que 
convierte un profármaco en un compuesto que es letal para una célula en la que se expresa X.  
 15 
4. La molécula de ácido nucleico según la reivindicación 3, en la que X codifica una timidina cinasa. 
 
5. La molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que P-X es una molécula 
heteróloga introducida. 
 20 
6. La molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que P es un elemento de control 
transcripcional endógeno. 
 
7. La molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que P es un activador de OCT-4 
o un activador de telomerasa transcriptasa inversa (TERT). 25 
 
8. La molécula de ácido nucleico según cualquier reivindicación precedente, en la que la célula o las células madre 
son células madre embrionarias humanas (hES). 
 
9. La molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1, en la que el agente externo es ganciclovir. 30 
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