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Descripcion

[0001] La presente invencion se refiere a un método para obtener células cardiacas o
células madre, excepto células madre embrionarias humanas y células de la linea
germinal embrionaria humana, que se diferencian en células cardiacas.

[0002] La cardiomiogénesis de células madre embrionarias (ES) diferenciantes en
cultivo se sugirié6 como una fuente ilimitada de células del musculo cardiaco para el
transplante en sustituciéon de la terapia de tejido cardiaco dafiado irreversiblemente
(Klug et al., 1996). Uno de los obstaculos principales para la implementacion practica
de esta estrategia es el rendimiento relativamente bajo de células del musculo cardiaco
derivadas de ES diferenciadas, que constituyen normalmente no mas de un 1-3% de la
poblacién global de células de ES diferenciantes.

[0003] Ademas, las aun existentes células donantes ES no diferenciadas plantean una
potencial amenaza para el receptor en las etapas posteriores de la diferenciacion con
respecto al desarrollo de tumores. Por lo tanto, el objetivo de desarrollar un método de
seleccion eficaz y altamente especifico es considerado como un hito en la terapia
celular de los trastornos cardiacos.

[0004] Ya se ha demostrado anteriormente que se puede seleccionar de manera
satisfactoria una poblacién enriquecida en células del musculo cardiaco a partir de
células ES modificadas genéticamente que se transfectan de manera estable con un
transgén de un gen con resistencia a farmacos de aminoglicosido-fosfato-transferasa
(a-MHC-Neo) controlado por un promotor a de la cadena pesada de la miosina del
corazon (Klug et al., 1996). Este trabajo también mostrd los potenciales problemas
para el desarrollo de esta estrategia en un procedimiento eficaz a gran escala:

a) Se llevd a cabo el tratamiento con un farmaco selectivo (G418) en un
cultivo adherente de células ES diferenciantes, mientras que desde el punto de vista de
la efectividad, asi como la viabilidad tecnologica, la estrategia Optima seria la
aplicacion del farmaco selectivo directamente sobre la suspension de agregados de
cuerpos embrioides (cuerpos embrioides = EB) - células ES (Wobus et al., 1991).

b) Los experimentos posteriores con respecto a la introduccion de células
seleccionadas genéticamente en el corazon de animales receptores se convierten en
significativamente mas complicados por el trabajo para demostrar el destino de las
introducciones en ausencia de marcadores de viabilidad especificos para células
donantes.

[0005] El documento DE —A-19727962 describe células madre embrionarias de

mamiferos no humanos que se transfectan de manera estable con una construccioén de
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ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica una proteina fluorescente
que no dafia a la célula, donde dicha secuencia de ADN se encuentra bajo el control de
un promotor dependiente de la célula y/o del desarrollo (Kolosov et al., 1998). Dichas
células ES recombinantes muestran las siguientes desventajas:

1. Aunque se puede disponer de tipos de células especificas in vitro con
este método, no obstante, es dificil la purificacion de estas células tefiidas de manera
vital. Por un lado, esto se puede explicar por el hecho de que las células de interés (por
ejemplo, cardiomiocitos) representan solo aproximadamente el 1-3% de las células
generadas en EB. Por otro lado, los métodos de purificacion de células (por ejemplo,
clasificacion celular activada por fluorescencia, FACS) son perfectamente adecuados
para células inmunologicas. En la purificacion, sin embargo, de, por ejemplo, los
cardiomiocitos, muchas células perecen o son dafiadas irreversiblemente.

2. Ademas, resulté que con el método de purificacién con higromicina en
EB emplacados, las células no resistentes a higromicina son dificiles de extraer incluso
después de 7-14 dias de la seleccion. A pesar de la utilizacion de higromicina como
marcador de seleccion de antemano, aparecid una generacion de tumores. Esto se
aplica de manera similar a una seleccion con neomicina.

[0006] Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un sistema nuevo para
tanto la seleccion como la extraccion de células, respectivamente, a partir de un cultivo
diferenciador de células madre embrionarias, células de la linea germinal embrionarias
y células madre adultas que evitan los problemas mencionados anteriormente. Como
“sistema” se entiende una combinacion de métodos de seleccion, células y utilizacion
de las células y métodos particularmente en el campo médico, tal como se describe en
la presente solicitud. Este objetivo se consigue mediante el método de la reivindicacion
1. Las realizaciones preferidas de la presente invencion se describen en las
reivindicaciones después de la reivindicacion 1.

[0007] Se describe un sistema para la seleccion especifica de célula cardiaca y/o
desarrollo de células madre embrionarias diferenciantes, células de la linea germinal
embrionaria y células madre adultas mediante la aplicaciéon combinada de resistencia
(a farmacos) y genes informadores detectables bajo el control comun de un promotor
especifico de células cardiacas y/o desarrollo. Las células madre embrionarias
humanas y las células de la linea germinal embrionaria humana, asi como su uso en el
método de la invencidn se excluyen explicitamente del alcance.

[0008] La presente invencion se ilustra en primer lugar en general y posteriormente

mediante ejemplos basados en la seleccion genética de células cardiacas de un cultivo
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diferenciante de células madre embrionarias que se transfectan con dos tipos de
vectores. Se enfatiza que la invencion no se limita a estas realizaciones particulares,
sino que es aplicable a los 3 tipos de células derivadas de la capa germinal, es decir,
endodermo, mesodermo y ectodermo y células derivadas de las mismas debido a la
pluripotencia de las células madre y las células de la linea germinal, respectivamente.
Un experto en la materia es capaz de variar la invencion en el alcance de las
reivindicaciones adjuntas teniendo en cuenta la siguiente descripcidn y su
conocimiento general.

[0009] Segtn la presente invencion, la informacidn para por lo menos un gen de
resistencia y para por lo menos un gen informador detectable que codifica una proteina
fluorescente que no dafia las células, se introduce en las células madre embrionarias,
las células de la linea germinal embrionaria y células madre adultas. La informacién
para ambos genes puede estar disponible en uno o distribuido sobre dos vectores. Lo
importante es que la expresion del gen para la proteina detectable, por ejemplo,
fluorescente, asi como para el gen de resistencia se encuentre bajo control de uno y el
mismo promotor.

[0010] Segtn la presente invencion, los promotores se seleccionan entre promotores
especificos de células y promotores especificos del desarrollo. Los promotores
especificos de células y tejidos, respectivamente, se refieren a aquellos que son activos
en poblaciones de células especificas y tejidos especificos, respectivamente. Segun la
presente invencion, los promotores que se utilizan son activos en células del musculo
cardiaco (cardiomiocitos).

[0011] Algunos ejemplos de promotores especificos del corazéon son: Nkx-2.5
(especifico para cardiomiocitos muy tempranos y células precursoras mesodérmicas,
respectivamente, (Lints et al., 1993); o-actina cardiaca humana (especifica para el
tejido cardiaco, (Sartorelli et al., 1990), MLC-2V (especifico para células del musculo
cardiaco ventricular (O’Brien et al., 1993) y WO-A-96/16163).

[0012] Algunos ejemplos de promotores no especificos del corazén son: PECAMI,
FLK-1 (endotelio), nestina (células precursoras neuronales), promotor 1 de tirosina
hidroxilasa (neuronas dopaminérgicas), a-actina de musculo liso, miosina de musculo
liso (musculos lisos), al-fetoproteina (endodermo), cadena pesada de musculo liso
(promotor minimo de SMHC (especifico para musculos lisos, (Kallmeier et al., 1995).
[0013] EIl término promotor especifico del desarrollo se refiere a promotores que son
activos durante ciertos puntos de tiempo durante el desarrollo. Algunos ejemplos de

dichos promotores son el promotor B-MHC que se expresa durante el desarrollo
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embrionario en el ventriculo del raton y es suplantado por el promotor a-MHC en la
fase prenatal. NKx2.5, un promotor durante el desarrollo temprano del
mesodermo/corazén, factor natriurético atrial, un marcador del corazén embrionario
prematuro, con la excepcion del estimulador que se subregula también en etapas del
desarrollo posterior, Flk-1, un promotor especifico de endotelio que es activo durante
la vasculogénesis inicial, segmento de intron 2 del gen de nestina que se expresa en
células precursoras neuronales (neuronas embrionarias y células gliales embrionarias)
y células gliales adultas (parcialmente atin capaces de dividirse) (Lothian y Lendahl,
1997).

[0014] Segun la presente invencion, el promotor se refiere a una region de secuencia
de ADN que controla la transcripcion de un gen. Comprende en una realizacion por lo
menos una secuencia minima que se localiza en direccién 5’ del codén de inicio y
comprende el sitio de union para la ARN polimerasa para el inicio de la transcripcion.
La secuencia minima se puede complementar por secciones de ADN funcionales
adicionales, particularmente potenciadores. También son aplicables elementos
reguladores que se localizan en las regiones de intrén y se podrian localizar en
direccion 3’ del gen a transcribir. En ese caso, se pueden controlar la velocidad de
transcripcidn, por ejemplo, mediante otros elementos potenciadores, que por si mismos
no presentan actividad. También se pueden utilizar construcciones de promotores,
donde se utiliza un elemento activo no constitutivo per se (potenciador de proteina de
choque térmico) con un segmento potenciador del gen que deriva del intrén.

[0015] En una realizacidn adicional de la invencion, se utilizan promotores especificos
del desarrollo que permiten la seleccion de, por ejemplo, células mesodérmicas. Los
elementos promotores aplicables que controlan la transcripcidon del gen de resistencia y
del gen para la proteina detectable, son NKx2.5, ANF y promotores de braquiuria.
Después de la deteccion de las células que expresan la proteina detectable, que pueden
ser células mesodérmicas si, por ejemplo, se utilizaba un promotor especifico
mesodérmico, se afiade el agente de seleccion apropiado para el gen de resistencia y se
seleccionan las células precursoras mesodérmicas. Mediante la transcripcion de los
genes para la proteina detectable y del gen de resistencia controlado por un elemento
promotor comun, se pueden eliminar células no diferenciadas, por ejemplo, células
madre pluripotentes embrionarias, de una manera altamente especifica y, de este modo,
la posibilidad de un desarrollo posterior de tumores se reduce considerablemente. Las
células mesodérmicas obtenidas de esta manera se pueden implementar en el tejido

respectivo y diferenciarse posteriormente ahi, por ejemplo, después de la implantacion
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en un area cardiaca predafiada en células cardiacas. Por un lado, esta estrategia permite
la produccién de grandes cantidades de células precursoras prepurificadas y por el otro
lado una diferenciacidn posterior después de la implantacion bajo condiciones nativas.
[0016] De manera similar, es posible seleccionar células endodérmicas o ectodérmicas
mediante promotores especificos endodérmicos o ectodérmicos.

[0017] Algunos ejemplos de células mesodérmicas son todos los tipos de células
musculares (musculo cardiaco, musculo esquelético y células de musculo liso), células
hematopoyéticas y células endoteliales. Algunos ejemplos de células ectodérmicas son
células de la piel, neuronas y células gliales; ejemplos de células endodérmicas son
células epiteliales del tracto gastrointestinal.

[0018] Mediante los promotores especificos para los tipos de células mencionados
anteriormente y el uso del método segun la presente invencion y las células segun la
presente invencion, tiene lugar un desarrollo altamente especifico en estas células y
tejidos endodérmicos, ectodérmicos y mesodérmicos, respectivamente, donde la
expresion del gen informador y el gen de resistencia controlado por uno y el mismo
promotor asegura un nivel maximo de seguridad porque se eliminan, por un lado, las
células madre embrionarias pluripotentes no diferenciadas y, por otro lado, también
otros tipos de tejidos.

[0019] Segun la presente invencidon, el gen informador codifica una proteina
fluorescente. Dichas proteinas fluorescentes que no dafian las células son conocidas
per se. Segun la presente invencion, se puede utilizar la proteina verde fluorescente
(GFP) de la medusa Aequorea victoria (descrita en WO-A-95/07463, WO-A-96/17675
y WO-A-85121 191) y sus derivados “GFP azul” (Heim et al., Curr. Biol. 6(2): 178-
182 (1996)” y “GFP Redshift” (Muldoon et al., Biotechniques 22(1): 162-167 (1997)).
Se prefiere particularmente la Proteina Verde Fluorescente Potenciada (EGFP).
Realizaciones adicionales son las proteinas amarilla y cian fluorescentes (YFP, CFP).
Se conocen mas proteinas fluorescentes por los expertos en la materia y se pueden
utilizar segtin la presente invencion siempre que no dafien las células. La deteccion de
las proteinas fluorescentes tiene lugar a través de métodos de deteccion de
fluorescencia conocidos per se.

[0020] Las células madre embrionarias o adultas y las células de la linea germinal
embrionaria estan disponibles en una realizacion preferida de la invencién en forma de
agregados que son conocidos per se como cuerpos embrioides. La figura 4 muestra un
protocolo para obtener cuerpos embrioides. La preparacion tiene lugar preferiblemente

con el método de la “gota colgante” o mediante cultivo de metilcelulosa (Wobus et al.,
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Differentiation (1991) 48, 172-182).

[0021] Alternativamente, se pueden utilizar matraces de rotacidon (cultivos de
agitacién) como método de cultivo. Por lo tanto, las células ES no diferenciadas se
introducen en cultivos de agitacion y se mezclan permanentemente segin un
procedimiento establecido. Por lo tanto, se introducen 10 millones de células ES en
150 ml de medio con FCS al 20% y se agitan constantemente con una velocidad de 20
rpm, donde la direccion del movimiento de agitacion cambia regularmente. 24 horas
después de la introduccion de las células ES, se afiaden 100 ml de medio extra con
suero e inmediatamente después 100-150 ml del medio se intercambia cada dia
(Wartenberg et al., 2001). Bajo estas condiciones de cultivo, se pueden obtener
grandes cantidades de células derivadas de células ES, es decir, cardiomiocitos, células
endoteliales, neuronas, etc. dependiendo de la composicidon del medio. Las células se
seleccionan mediante el gen de resistencia aun en el cultivo de agitacion o después de
emplacar.

[0022] Alternativamente, los EB diferenciados en la gota colgante podrian no
emplacarse, sino que simplemente se mantendrian en suspension. Incluso bajo estas
condiciones, se podria observar experimentalmente una progresion de la
diferenciacion. Sin embargo, se observd sorprendentemente que la aplicacion del gen
de resistencia condujo a una tincion mucho mas rapida de los no cardiomiocitos y que
los cardiomiocitos restantes empezaron posteriormente a latir espontaneamente. Este
hallazgo experimental indica claramente que los cardiomiocitos no necesitan sefiales
especificas del tejido circundante para su supervivencia y que ademas los
cardiomiocitos seleccionados con puromicina son funcionalmente intactos. El lavado
por arrastre de los no cardiomiocitos también se facilita claramente, ya que con
mezclado mecanico solo y la adicion de una concentracion baja de enzima (por
ejemplo, colagenasa, tripsina), se consigue una suspension de células individuales con
un fécil lavado por arrastre de los no cardiomiocitos.

[0023] Las células madre embrionarias derivan de mamiferos, particularmente
preferentemente de roedores, por ejemplo, ratones, ratas o conejos. Las células ES
particularmente preferidas son células D3 (Doetschmann et al., 1985) (Doetschmann et
al., J. Embryol. Exp. Morphol. 87, 27 (1985)), células R1 (Nagy et al., PNAS (1995)),
células E14 (Handyside et al., Roux. Arch. Develop. Biol. 198, 48 (1989)), células
CCE (Bradley et al., Nature 309, 255 (1985)) (naturalmente se pueden utilizar otras
células ES que ya se conocen o desarrollaran en el futuro) y células P19 (éstas son

células derivadas de teratocarcinoma con caracteristicas limitadas (Mummery et al.,
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Dev. Biol. 109, 402 (1985)).

[0024] En una realizacién mas preferida, se utilizan células madre embrionarias de
primates, tal como se describe por Thomson, J. A. et al., 1995. Esto también se refiere
a células madre humanas que sin embargo estan excluidas del alcance de la invencién.
[0025] En una realizacion particularmente preferida, se utilizan células madre
embrionarias humanas. La preparacion de estas células madre embrionarias ya esta
establecida (Thomson JA et al., 1998). El estado de las células madre se puede
determinar mediante diferenciacion in vitro en tipos de células diferentes y la
propagacion y separacion en varias fases.

[0026] De manera alternativa a las células madre embrionarias también son adecuadas
células de linea germinal embrionaria (EG) (Shambott MJ et al., 1998), que se
obtienen de un embriéon temprano y se pueden cultivar y diferenciar como células
madre embrionarias en la siguiente fase. Esto también se refiere a células madre
humanas que sin embargo estan excluidas del alcance de la invencion.

[0027] La presente invencion también es aplicable a células madre adultas. Se hace
referencia a la literatura de Anderson et al., 2001, Gage, F.H., 200 y Prockop, D.J.,
1997, donde se describen la extraccion y cultivo de estas células.

[0028] Los genes de resistencia son conocidos per se. Ejemplos de éstos son genes de
resistencia a antibidticos de nucledsidos y aminoglicosidos, por ejemplo, puromicina
(puromicin-N-acetiltransferasa),  estreptomicina, = neomicina, gentamicina 0
higromicina. Més ejemplos de genes de resistencia son la deshidrofolatoreductasa, que
confiere una resistencia contra un conjunto de antibidticos, por ejemplo, contra
vinblastina, doxorubicina y actinomicina D. Se prefiere particularmente una
construccidon que confiera resistencia a puromicina. Los términos gen de resistencia y
gen de resistencia a farmaco o sustancia activa se utilizan de manera sinénima en la
presente invencion y se refieren a, por ejemplo, un gen que codifica una resistencia a
antibiotico en cada caso. También se pueden utilizar otros genes que codifican
resistencias a farmacos y sustancias activas, respectivamente, por ejemplo, el gen de
DHFR. En lugar del gen de resistencia, se pueden utilizar otros genes marcadores
seleccionables, que permiten una seleccion especifica de las células que contienen una
construccion de la invencién y que se pueden aplicar in vivo, sin afectar a la
supervivencia de los pacientes. Los genes adecuados estan disponibles para el experto
en la materia.

[0029] En el primer ejemplo, los genes para la proteina detectable y el gen de

resistencia se localizan en dos construcciones diferentes. La utilizacion de dos vectores
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diferentes, donde el gen de resistencia se localiza en el primer vector y el gen
informador en el segundo vector, por ejemplo, EGFP, donde ambos son controlados
por un promotor especifico de células y tejido, respectivamente, o especifico del
desarrollo, por ejemplo, mediante el promotor a-MHC, demuestra las multiples
ventajas descritas en la presente solicitud, que son adecuadas para ciertos objetivos.
Sin embargo, experimentos adicionales mostraron que este sistema también estd
sorprendentemente asociado con ciertas desventajas, concretamente con la formacion
de células, aunque resistentes contra el gen de resistencia, pero que contienen
subclones celulares en las mismas, que no expresan el gen informador, por ejemplo,
EGFP, por tanto son, por ejemplo, EGFP negativa. Dichos subclones podrian ser una
fuente potencial para teratocarcinomas, ya que no todas las células no especificas,
también, por ejemplo, los no cardiomiocitos, son eliminados incluso en la aplicacion
del antibidtico. Esto podria conducir potencialmente a la supervivencia de células ES
de proliferacion rapida que pueden formar tumores.

[0030] En los experimentos llevados a cabo, se observd que efectivamente las células
con EGFP negativa pueden sobrevivir incluso después de la exposicion a puromicina
durante hasta 15 dias. Una posible razon para esta observacion es que los dos vectores
utilizados se introdujeron en la célula en una doble transfeccion. A continuacidon, estos
vectores se integran al azar en el genoma huésped, parcialmente en sitios diferentes del
genoma nativo y, por tanto, se encuentran bajo la influencia de genes diferentes y sus
secuencias de control, que poseen diferentes actividades de transcripcion.

[0031] Por lo tanto, en una realizacion adicional de la presente invencion (ejemplo 2)
el gen informador y el gen de resistencia se dispusieron en una construccion de vector
bajo el control de un promotor. En el presente Ejemplo 2, el cassette de resistencia a
puromicina (Pac), asi como el gen informador EGFP, se tomaron ambos bajo un
control comin del promotor especifico de tejido a-MHC. La ventaja principal de este
sistema es una incidencia muy baja de células resistentes que no son especificas de
célula, tejido o desarrollo. Por ejemplo, la probabilidad de apariciéon de células
resistentes a puromicina que no sean células cardiacas es muy baja. Esto parece ser
debido al hecho de que el cassette Pac y el gen EGFP se integran en un sitio o pocos
sitios en el genoma huésped y, por tanto, no estan sometidos a la influencia de la
velocidad de actividad diferentes de la estructura génica localizada en direccidon 5’ o
3’, respectivamente. Mediante la seleccion posterior de los clones obtenidos, es posible
obtener un sistema celular practicamente puro. Esta evaluacion tiene lugar utilizando

la expresion de EGFP. En este aspecto, cabe sefialar de nuevo que EGFP, o-MHC y
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Pac son realizaciones de ejemplo de la presente invencién. Un experto en la materia
podria hacer modificaciones teniendo en cuenta las alternativas descritas en la solicitud
anterior.
[0032] La introduccién de la construccidn o construcciones de vectores en las células
madre embrionarias tiene lugar de forma conocida, por ejemplo, mediante
transfeccion, electroporacion, lipofeccion o con la ayuda de vectores virales.
[0033] Para la seleccidon de construcciones de vectores de células ES transfectadas de
manera estable contienen un gen marcador seleccionable adicional, el cual confiere,
por ejemplo, resistencia contra un antibidtico, por ejemplo, neomicina. Naturalmente,
se pueden utilizar también otros genes de resistencia conocidos, por ejemplo, los genes
de resistencia descritos anteriormente asociados con los genes que codifican la proteina
fluorescente. El gen de seleccion para la seleccion de células ES transfectadas de
manera estable se encuentra bajo el control de un promotor diferente del que regula el
control de la expresion de la proteina detectable. A menudo, se utilizan promotores
constitutivamente activos, por ejemplo, el promotor PGK.
[0034] La utilizacion de un segundo gen de seleccion es importante para la capacidad
de llegar a identificar los clones transfectados de manera satisfactoria (la eficacia es
relativamente baja). De otro modo, existiria una mayoria asfixiante de células ES no
transfectadas y durante la diferenciacion, por ejemplo, no se podrian detectar células
positivas de EGFP.
[0035] Después de la transfeccidn, las construcciones se integran de manera estable en
el ADN nativo. Después de la activacion de sefiales intracelulares que son especificas
de las células y/o especificas del desarrollo, el promotor se activa y se expresa la
proteina detectable, asi como el (primer) gen de resistencia. No sélo es posible detectar
las células ES, por ejemplo, mediante su emision de fluorescencia bajo excitacion de
fluorescencia, sino que también estas células que se encuentran bajo el control del
promotor especifico de las células y/o especifico del desarrollo se puede seleccionar a
la vez y de manera muy especifica. Con este método bastante elegante, es posible un
enriquecimiento elevado de células especificas en una etapa de desarrollo particular o
son tipicas para un tejido especifico. Un ejemplo particularmente importante en la
presente invencidn es el enriquecimiento de cardiomiocitos derivados de células ES.
Cabe mencionar las siguientes ventajas de ejemplo:

1. El control del gen de resistencia, asi como el gen especifico del
desarrollo y/o especifico de las células bajo uno y el mismo promotor asegura una

seleccion eficaz y rapida de, por ejemplo, las células especificas de tejido, como, por
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ejemplo, las células cardiacas. Mediante analisis FACS, se pudo observar que se
eliminaron casi el 99% de las células no especificas del corazén. Este alto grado de
pureza para un tipo de células especifico en una poblacion celular altamente
heterogénea de cuerpos embrioides es también una herramienta adecuada no sélo para
pruebas farmacoldgicas para sustancias toxicas, para el cribado de farmacos, efectos
embriotoxicologicos, cribado de factores de proliferacion celular en la diferenciacion,
pero también abierta a la posibilidad de preparar poblaciones de células altamente
purificadas para aplicaciones terapéuticas para la sustitucion de un tejido y la
generacion de muestras de tejido in vitro (bioingenieria), respectivamente.

2. Aunque el método de diferenciacion utilizado preferiblemente segun la
presente invencion con la “gota colgante” permite poblaciones de células con
caracteristicas de diferenciacion relativamente estables en el emplacado, no obstante,
los cuerpos embrioides muestran claras diferencias en el punto de tiempo de inicio de
la diferenciacion, es decir, del latido espontdneo. Mediante la expresion de, por
ejemplo, el gen de fluorescencia, se obtiene una informacién fiable sobre el inicio de la
diferenciacion, por ejemplo, la cardiomiogénesis, y la adicion de los medios de
seleccion tiene lugar ajustado en el tiempo después del inicio de la transcripcion a
partir del promotor especifico de las células o especifico del desarrollo. La
combinaciéon segin la presente invencién de un gen que codifica una proteina
detectable, por ejemplo fluorescente, con un gen de seleccion, donde ambos genes se
encuentran bajo el control de un promotor, permite, por tanto, un control exacto en el
tiempo de la adicion de un medio de seleccion dependiendo de la etapa de
diferenciacion de las células, donde la etapa de diferenciacion se puede establecer por
el técnico mediante la expresidon de la proteina fluorescente. Bajo condiciones in vivo
la utilizacion del gen informador no es critica, ya que no se podia detectar de ninguna
manera. Sin embargo, es importante en las pruebas experimentales del método (muy
importante para el establecimiento de métodos de purificacion, asi como métodos
quirurgicos), aunque potencialmente no aplicable para fines terapéuticos debido a su
potencial antigenicidad. Alternativamente, particularmente para fines terapéuticos, es
adecuada la utilizacién de un epitopo transgénico, el cual no estd unido a una cascada
de sefiales intracelulares (por ejemplo, CD8 o CD4) y se encuentra bajo el control del
promotor especifico de célula y tejido, respectivamente. Con la ayuda de esta técnica,
se podrian obtener preparaciones de cardiomiocitos altamente purificados después del
enriquecimiento en puromicina mediante clasificacion MACS después del

enriquecimiento con, por ejemplo, gradiente de percoll; ademas, las células
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transgénicas se podrian identificar in vivo e in vitro mediante anticuerpos de la
superficie celular anti-CDS8 (anti-CD4) conjugados fluorescentes. A la vez, se puede
obtener el enriquecimiento cuantitativo mas elevado posible de los tipos de células
deseados. La adicion del medio de seleccion al azar, independientemente de la
informacion sobre la diferenciacion celular, conduciria a la destruccion prematura de
las células precursoras o a s6lo un pequefio numero de células terminalmente
diferenciadas. Se asume que en la diferenciacion de las células ES en tipos de células
especificos, particularmente en el medio natural de los organos respectivos, los
procesos son particularmente eficaces, ya que en el area que rodea al o6rgano, existen
mas factores presentes que inducen la diferenciacion especifica de tejido de las células
ES. De hecho, se pudo demostrar en nuestros experimentos de transplante que sin
lesion tisular (ausencia de factores de diferenciacion) no se puede observar un
crecimiento interior ni la diferenciacion de las células del musculo cardiaco
embrionario transplantado. Ademas, después del transplante en un area de crioinfarto
se puede observar la generacion significativamente aumentada de musculo cardiaco
utilizando células madre embrionarias no diferenciadas (in vitro sélo de un 3 a un 5%,
in vivo mucho maés eficaz, pero con la generacion de tumores). Debido a Ia
sensibilidad elevada de las células ES sin el gen de resistencia por los anticuerpos, el
método de la presente invencidn se puede utilizar para introducir las células ES
transgénicas proporcionadas por la presente invencidn en el 6rgano respectivo in vivo
o in vitro, en el que tiene lugar una diferenciaciéon muy eficaz, por ejemplo en células
cardiacas. Después de varias semanas, se aflade a continuacion el medio de selecciéon y
todas las células derivadas de células ES son sistematicamente eliminadas con la
excepcion de aquellas que transportan el gen de resistencia. Con esta estrategia se
puede esperar una generacion mas eficaz de tejido sin el riesgo asociado del desarrollo
de tumor. Es crucial para el sistema desarrollado en la presente invencion que el gen de
resistencia a antibidtico y el gen informador se encuentren bajo el control del mismo
promotor. La razén de esto es que el gen informador indica el punto en el tiempo del
inicio de la diferenciacién especifica de célula y especifica del desarrollo,
respectivamente, por ejemplo, de la diferenciacidon en el corazén; es decir, una parte
principal de las células cardiacas tempranas ya se han formado y aun son
proliferativas. En este punto en el tiempo, se genera el gen de resistencia a antibidtico
y, de este modo, todas las células son eliminadas después de la adicion del anticuerpo,
a excepcion de las células que expresan el gen de resistencia, por ejemplo, también

para los cardiomiocitos. En DE 19727962 se utilizaron diferentes promotores, de
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manera que no se produjo esta sincronizacidn y, por lo tanto, la seleccion era ineficaz.
En lugar de una doble transfeccion, se puede construir un vector que
contiene un IRES, en que uno y el mismo promotor, por ejemplo, el promotor a-MHC,
impulsa el gen informador y el gen de resistencia a antibidtico y, por tanto, es
suficiente una unica transfeccion.
[0036] Un objetivo importante de la presente invencion es naturalmente no sélo la
aplicabilidad in vitro, sino particularmente la aplicabilidad in vivo de células
diferenciadas proporcionadas por el método segin la presente invencion,
particularmente de células cardiacas. Para descartar que durante un transplante, por
ejemplo, células madre pluripotentes o células de la linea germinal que se pueden
desarrollar en células tumorales entren en el paciente, las células de una realizacion de
la presente invencion pueden hacerse mas sensibles para los genes de resistencia
mediante la sobreexpresion, por ejemplo, utilizando un promotor Oct-4. Esto reducira
adicionalmente la probabilidad de que las células pluripotentes sobrevivan al ataque
por el agente de resistencia.
[0037] En una realizacion adicional de la presente invencion, las células se pueden
manipular adicionalmente, de manera que no se forman tejidos especificos. Esto puede
tener lugar, por ejemplo, mediante la insercion de elementos represores, por ejemplo,
un elemento represor inducible de doxiciclina. De este modo, se puede excluir una
posible contaminacion de las células diferenciadas deseadas con células pluripotentes
potencialmente tumorigénicas.
[0038] En una realizacion adicional, se pueden seleccionar células con una alta
velocidad de division mediante la eleccion de un promotor adecuado, por ejemplo, el
promotor de B-actina de pollo y de este modo, reduce ademés la posibilidad de
supervivencia de células pluripotentes.
[0039] En una realizacidn preferida, se utilizaron dos tipos de vectores para transfectar
de manera estable células madre embrionarias y para seleccionar células cardiacas
especificamente de un cultivo diferenciador de células madre embrionarias:

1. el gen de resistencia para puromicina controlado por el promotor o-
MHC del corazén (a-MHC-pur);

2. el gen para la proteina verde fluorescente potenciada controlado por el
promotor a.-MHC del corazon (Proteina Verde Fluorescente potenciada
=EGFP) (a-MHC-EGFP).

[0040] La novedad de la presente invencidn consiste en la aplicacién combinada de un

gen de resistencia (por ejemplo, pur), asi como, por ejemplo, un gen informador
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fluorescente vivo (por ejemplo, EGFP) bajo el control de uno y el mismo promotor,
preferiblemente el promotor especifico de corazén (por ejemplo, a-MHC). Dicha
estrategia muestra una combinacidn de las siguientes ventajas que facilitan la seleccion
genética, por ejemplo, para células de musculo cardiaco derivadas de ES:

1) Monitorizar la diferenciacion de células madre embrionarias, por
ejemplo, la diferenciacién en el corazén de etapas de desarrollo muy tempranas
mediante la deteccion de un indicador especifico, por ejemplo, la fluorescencia
especifica del corazdn (Kolossov et al., 1998).

il) Optimizacién del tiempo para el inicio de la aplicacion del farmaco
mediante la definicidn de la fluorescencia como indicador de, por ejemplo, la actividad
del promotor de a-MHC, que controla el gen de resistencia.

ii1) control visual de los procesos de la seleccion de farmaco mediante la
monitorizacion en vivo de la proporcidn entre las fracciones celulares fluorescentes y
no fluorescentes. La viabilidad de una estimacién cuantitativa del nivel de
enriquecimiento de tipos de células especificas mediante Clasificacion de Células
Activadas por Fluorescencia (FACS).

iv) La utilizacion preferida del gen para pur bajo el control de un promotor,
preferiblemente un promotor especifico del corazdn, permite la seleccion especifica del
corazdn altamente eficaz por puromocina en cultivos adherentes, asi como cultivos en
suspension de células ES diferenciantes, ya que la puromicina tiene un efecto toxico
mas rapido y mas fuerte sobre células no resistentes que otros agentes de seleccion
conocidos, por ejemplo, G418 e higromicina.

A diferencia de otros genes de resistencia a antibidticos, la presente
seleccion altamente eficaz y muy rapida por puromicina fue sorprendente. Ademas, fue
una observacidn totalmente desconocida para células ES.

v) La posibilidad de monitorizar el destino de las células seleccionadas
introducidas después del transplante mediante la simple aplicacion de, por ejemplo,
deteccion por fluorescencia de EGFP. Esto es de importancia fundamental para el
establecimiento de nuevas técnicas quirdrgicas.

[0041] La presente invencion contiene diversos aspectos que teniendo en cuenta el
estado de la técnica podrian no esperarse con una expectacion de €xito razonable.

1. En primer lugar, fue sorprendente la simplicidad con la que las células
ES se podrian transfectar de manera doble. Nuestros experimentos demostraron que en
la mayoria de clones transfectados tuvo lugar una transfeccién eficaz con ambas

construcciones.
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2. Ademas, resulto ser crucial para la eficacia de la resistencia a antibiotico
que el agente de seleccidon se afiada durante la fase temprana de la diferenciacion,
particularmente de la diferenciacion de las células cardiacas. De este modo,
aparentemente aumenta la eficacia de, por ejemplo, la cardiomiogénesis in vitro, muy
probablemente debido a las sefiales negativas de liberacion de las células circundantes.
La fase temprana se refiere a 2-4 dias después de emplacar, particularmente en el
método de gota colgante con el emplacado, una etapa que ain muestra patrones
tempranos con respecto a la proliferacion (las células atn son proliferativas), asi como
la expresion de canales idnicos (si el canal ain se expresa en todos los cardiomiocitos,
todos los tipos de células incluyendo células ventriculares expresan este canal i6nico y
late espontaneamente) y su regulacion (inhibicién basal del influjo de Ca®" tipo L
mediante agonistas muscarinérgicos del sistema de monoxido de nitrégeno).

3. También fue sorprendente la accion altamente eficaz de puromicina que
condujo a la eliminacion en un 99% de todos los no cardiomiocitos en 12-24 horas.

4. La ventaja crucial de la presente invenciéon es la posibilidad de la
seleccion también de los EB no emplacados y en cultivos de agitacion,
respectivamente, ya que aqui las células muertas se pueden lavar sin problemas y, de
este modo, se pueden obtener por primera vez cultivos especificos de tipos de células
puras de células ES. Parcialmente, la eliminacién de células no vitales se mejora
mediante digestidon enzimatica (por ejemplo, tripsina, colageno). La eficacia de este
método se podria validar adicionalmente por cardiomiocitos en EB no emplacados, que
empiezan a contraerse de nuevo cuando se encuentran en una red celular.

[0042] En una realizacion adicional de la presente invencion, las células madre
embrionarias se transfectan de manera estable con dos grupos de sistemas de seleccion
de vectores. El primer vector contiene la informaciéon para una primera proteina
detectable que no dafa las células, por ejemplo, fluorescente, y/o para un primer gen
de resistencia y ambos genes se encuentran bajo el control de un primer promotor
especifico de células o especifico del desarrollo, que estd unido operativamente con los
genes mencionados anteriormente. Un segundo vector contiene la informacién para
una segunda proteina detectable que no dafia las células, por ejemplo, fluorescente, y/o
para un segundo gen de resistencia y ambos genes se encuentran bajo el control de un
segundo promotor especifico de células o especifico del desarrollo, que a su vez esta
unido operativamente con estos genes. Alternativamente a la electroporacion, se puede
realizar también una transfeccidon altamente eficaz con virus o también con lipofeccion.

[0043] Vale la pena mencionar en particular con respecto al transplante satisfactorio en
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el corazdn la seleccion in vitro de células precursoras mesodérmicas. Estas células se
seleccionan segun el procedimiento mencionado anteriormente mediante
preferiblemente elementos intercambiadores de promotores de braquiuria, Nkx2.5 y
ANF que expresan genes fluorescentes y de resistencia y posteriormente son
seleccionados y transplantados. En lugar de genes fluorescentes, se pueden utilizar
naturalmente otros genes que expresan las proteinas detectables descritas
anteriormente. Este procedimiento es perfectamente adecuado para producir una mayor
cantidad de células precursoras purificadas, que, por ejemplo, después de Ia
implantacion en un miocardio lesionado se diferencian bajo factores de diferenciacion
nativos in situ en células cardiacas sin peligro.

[0044] Ademas, esta estrategia es perfectamente adecuada para analizar diferentes
agentes activos/factores de diferenciacion in vitro que diferencian las células
precursoras mesodérmicas en los tipos de células especializadas diferentes (es decir,
células inmunoldgicas, células de musculo liso y esquelético, asi como células
endoteliales). Por lo tanto, el sistema es perfectamente adecuado para analizar factores
de diferenciacion, agentes farmacoldgicos y en cualquier caso agentes activos (es
decir, sustancias toxicologicas, toxinas ambientales, agentes quimicos de uso diario,
para el analisis de los efectos toxicologicos teratogénicos/embrionarios y para
farmacologia).

[0045] Ademas, a parte de la diferenciacion y seleccion in vitro se establecid un
procedimiento completamente nuevo para la regeneracion de tejido. Por un lado, se
explota la ventaja de que en un tejido dafiado se liberan factores nativos (por ejemplo,
en el area de infarto del corazén), que influyen positivamente en la diferenciacion de
células cardiacas. Por lo tanto, por ejemplo, se generan células madre embrionarias
transgénicas, donde por un lado, por ejemplo, particularmente el gen de resistencia a
puromicina, se encuentra bajo el control de, por ejemplo, el promotor a-MHC (a-
MHC-puromicina) para excluir la posibilidad de generacion de un tumor.
Adicionalmente, se utiliza el elemento tk impulsado por poxvirus. Por lo tanto, las
células madre embrionarias se transfectan por triplicado con un promotor expresado de
manera general (por ejemplo, promotor [-actina de pollo) y el elemento anti-tk bajo el
control del promotor a-MHC. Posteriormente, las células ES diferenciantes
transgénicas se inyectan en el area cardiaca dafiada. Los factores intrinsecos inducen
un desarrollo muy eficaz en el corazon de células ES in vivo a diferencia de la
capacidad de diferenciacion in vitro. Después de 14-21 dias, se seleccionan de manera

selectiva todos los no cardiomiocitos mediante la aplicacion sistematica combinada de
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los agentes de resistencia, por ejemplo, puromicina y gancyclovir girostatico. Mediante
esta seleccion combinada, se evita la potencial supervivencia de células ES no
diferenciadas y el riesgo de tumorigenicidad. Ademads, se consigue un desarrollo
considerablemente mas eficaz del musculo cardiaco.

[0046] La presente invencion se ilustra a continuaciéon mediante ejemplos y figuras
adjuntas. Las figuras muestran:

Figura 1: Imdagenes microscopicas luz de transmision/fluorescente
combinadas de EB emplacados que derivan de células ES transgénicas con pa-MHC-
pur, en el dia 10 (A), 11 (B), 12 (C) y 14 (D) del desarrollo después de los dias 1, 2, 3
y 5, respectivamente, del tratamiento con puromicina.

Figura 2: Imdagenes microscopicas luz de transmision/fluorescente
combinadas de un cultivo en suspension de EGFP de pa-MHC-pur/EB de pa-MHC-
pur en el dia 19 del desarrollo después de 10 dias de tratamiento con puromicina.

Figura 3: (A) perfil FACS de los EB de 16 dias de vida disociados que
derivan de células ES transgénicas con pa-MHC-EGFP. Todos los EB contenian un
conjunto amplio de células del musculo cardiaco latentes y fluorescentes. Las células
positivas en EGFP (M1) constituyen menos de un 1% de toda la poblacion de células.

(B) perfil FACS de los EB de 22 dias de vida disociados que derivan de
células ES cotransfectadas con pa-MHC-EGFP y pa-MHC-pur después de 13 dias de
tratamiento con puromicina. Las células positivas en EGFP (m1) constituyen del 42 al
45% de toda la poblacidn de células.

Figura 4: Protocolo para la preparacion de cuerpos embrioides.

Ejemplo 1

MATERIALES Y METODOS

Vectores

[0047] EI vector que contiene el fragmento de 5,5 kb regulador de los Genes a-MHC
Maus se proporciond por el Dr. J. Robbins (Children Hospital Medical Center,
Cincinnati, USA) (Gulick et al., 1991).

[0048] El fragmento se cortd a partir del vector con BamHI y Sall, dispuesto con
extremos romos y clonado en el sitio Smal del sitio de clonaciéon multiple del vector
pEFGP-1 (contiene la secuencia codificante para EGFP, la versioén potenciada de GFP
y el cassette Neo para la resistencia de G418) (CLONTECH Laboratories, Palo Alto,
CA, USA). La orientacion “cola a cabeza” del promotor con respecto a la secuencia
codificante de EGFP en el vector resultante se controldé y confirmé mediante

restriccion con EcoRI.
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[0049] La parte codificante del gen Pur (fragmento HindIII-Sall) se uniéon por el
extremo romo en la secuencia codificante de pa-MHC-EGFP en lugar de la secuencia
codificante de EGFP cortada por BamHI-AfIIl (unién de los extremos romos). La
alineacion y orientacion correctas en el vector resultante pa-MHC-Pur se confirmaron,
respectivamente, por restricciones Smal y Clal-Stul.

Métodos de cultivo celular, transfeccion y seleccidén

[0050] Todas las etapas de la propagacioén y seleccion de clones de células ES se
llevaron a cabo en el medio de propagacion de células Es que consistia en el siguiente:
Medio DMEM rico en glucosa complementado con:

aminoacidos no esenciales (0,1 mM), L-glutamina (2 mM), penicilina y estreptomicina
(5 png/ml),B-mercaptoetanol (0,1 mM), LIF (ESGRO™) (500 u/ml), suero de ternera
fetal (FCS) (15% v/v).

[0051] Ambos vectores, pa-MHC-EGFP y pa-MHC-Pur se linealizaron mediante
HindI-II-Restrictasa antes de la cotransfeccion mediante electroporacion de las células
ES (linea D2). Condiciones de electroporacion:

Células: 4 a 5 x 10° en 0,8 ml de PBS (libre de Ca®", Mg*")

Vector-ADN: 20-40 ng;

Cuveta de electroporacion: 0,4 cm (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca, USA);
Electroporador: Gene Pulser '™ (Bio-Rad Laboratories);

Condiciones de impulso eléctrico: 240 V, 500 pF.

[0052] Después del impulso eléctrico, la suspension celular se enfrid en hielo durante
20 minutos y, a continuacidn, se transfirio en una placa de petri de calidad de tejido de
10 cm con una capa de suministro de fibroblastos resistentes a G418 en 10 ml de
medio de propagacion de células ES. 2 dias mas tarde, se afiadi6 Geneticin G418
(GibcoBRL), 300 pg/ml para la seleccion de células resistentes a G418. El medio con
G418 (300 pg/ml) se intercambié cada dos dias. Después de una seleccion de 8-10
dias, aparecieron colonias resistentes a farmacos. Se extrajeron las colonias, se
tripsinizaron por separado en una solucidn de tripsina/EDTA al 0,1% y se emplacaron
en placas de 48 pocillos con una capa de suministro de fibroblastos resistentes a G418
en un medio de propagacion de células ES y G418 (300 pug/ml). Después de 2-4 dias
de crecimiento, los clones de células ES se tripsinizaron posteriormente y se
propagaron en placas de 24 pocillos y después en placas de petri de tejido de 5 cm.
G418 (300 pg/ml) y la capa de suministro de fibroblastos resistentes a G418 estaban
presentes en todas las etapas de la propagacion de clones de células ES.

Diferenciacién de células ES v seleccidn especifica en el corazon
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[0053] Todas las etapas del protocolo de diferenciacidon se llevaron a cabo en “un
medio de diferenciaciéon” que consistia en todos los componentes del “medio de
propagacion de células ES” mencionado previamente, a excepcion de LIF, y en el que
el FCS al 15% se sustituyd por FCS al 20%. Después de la propagacion, los clones de
ES resistentes a G418 se tripsinizaron y resuspendieron en un “medio de
diferenciacion” hasta una concentracion final de 0,020 a 0,025 x 10° células/ml.
Posteriormente, se formaron las gotas colgantes mediante la disposicion de 20 ul de
esta suspension (400 a 500 células) en las tapas de las placas de petri bacterianas
(Greiner Labortechnik, Alemania). Después de 2 dias de incubacién a 37°C y CO, al
5%, las células ES formaron agregados o ‘“cuerpos embrioides” que se lavaron en
placas de petri bacterianas con medio de diferenciacion y se incubaron durante 5 dias
adicionales. Después de esto, los cuerpos embrioides se emplacaron por separado en
placas de calidad de tejido de 24 pocillos precondicionados con gelatina en un medio
de diferenciacién. En experimentos paralelos, se dejaron un conjunto de cuerpos
embrioides en suspension, donde se trataron como los emplacados.

[0054] En todas las fases de crecimiento, diferenciacidon y seleccién por farmaco, se
monitorizaron los EB bajo microscopio de fluorescencia utilizando un conjunto de
filtros FITC (Zeiss, Jena, Alemania).

[0055] En experimentos habituales, la aplicacion del farmaco puromicina selectivo (1-
2 pg/ml) se inicid en el dia 9-10 del desarrollo cuando se monitoriz6 la fluorescencia
de la primera EGFP. El medio con la sustancia activa se intercambié cada 2-3 dias.
Andlisis FACS

[0056] Para el analisis FACS, se lavaron de 10 a 20 cuerpos embrioides de diferentes

etapas de desarrollo y seleccién con PBS y, a continuacion, se disociaron en una
suspension de células individuales mediante tratamiento con tripsina durante 2-3
minutos (120 pl de solucion tripsina/EDTA). Posteriormente, se afadieron 1 ml de
DMEM + FCS al 20% de la suspension de células individuales. Después de la
centrifugacion (1000 upm) durante 5 minutos, las células se resuspendieron en 0,5 a
1,0 ml de PBS que contenia Ca** (1 mM) y Mg*" (0,5 mM).

[0057] La expresion de GFP de células de diferente edad derivadas de células madre
embrionarias se determiné con un citémetro de flujo FACSCalibur™ (Becton
Dickinson, BRD) que se equip6 en un laser de ion argén de 488 nm (15 mW). Las
células se resuspendieron en PBS (pH 7,0, BSA al 0,1%) hasta una concentracion de 5
x 10° células/ml y, a continuacion, se analizaron con el FACSCalibur™ con un

minimo de 10.000 células viables que se extrajeron para cada muestra. La
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fluorescencia emitida de la GFP se midiéo a 530 nm (filtro de banda de FITC). El
“gating” en vivo se llevé a cabo mediante la adicion de yoduro de propicio (2 pg/ml) a
las muestras inmediatamente antes de la medicion. Las células necroticas con una
tincidon positiva de yoduro propicio (PI) (filtro de banda de 885 nm) mostraron una
sefal de dispersion lateral (SSC) mas elevada en comparacidn con células negativas en
PI viables. Se excluyeron las células no viables de los posteriores analisis dejando que
pasaran las células con sefiales SSC bajas. Las células ES no transfectadas de la linea
celular D3 se utilizaron como controles negativos. Se realizaron los analisis utilizando
el software CellQuest (Becton Dickinson).

RESULTADOS

[0058] Las células ES que eran transgénicas con respecto a los vectores paMHC-

EGFP y paMHC-pur se cultivaron y utilizaron en el protocolo de diferenciacion en el
corazén.  Todos los clones analizados no mostraron fluorescencia de EGFP
microscopicamente verificada en el estado de las células ES y después de formar EB
hasta el dia de emplacado (7 dias después de la formacion de gotas “colgantes”). Entre
el primer y segundo dia después del emplacado (EB de 8-9 dias de vida), aparecieron
las primeras areas fluorescentes de EGFP que normalmente empezaban a latir
espontaneamente un dia después. De manera destacada, la amplia mayoria de células
EB fuera de los grupos latentes no mostraron un nivel de fluorescencia
microscopicamente medible, indicando una especificidad en tejido elevada de la
expresion de EGFP durante la cardiomiogénesis de células ES.

[0059] Después de la aplicacion de puromicina (habitualmente empezando en el dia 9-
10 del desarrollo), se detectaron los primeros cambios significativos en la morfologia
de los EB emplacados en las 12 horas (mediante un sistema de monitorizacion de largo
plazo) del dia siguiente. El crecimiento celular que rodeaba los grupos latentes de las
células fluorescentes en EGFP se redujo bruscamente y la intensidad de latido del
grupo que se habia liberado del crecimiento de células circundantes se intensificd
inesperadamente (figura 1A). Durante los siguientes dos dias, estos cambios
progresaron y mostraron una seria destruccion de masas celulares no fluorescentes, asi
como la comparacion de grupos fluorescentes en el corazén con actividades
contractiles intensas (figura 1B,C). Ya en el dia 1 del tratamiento con puromicina,
algunos de los cuerpos embrioides habian dispuesto de las células no fluorescentes
circundantes visualmente y parecian grupos aislados, latentes y fluorescentes (figura
1D). Incluso después de 4 dias de desarrollo y después de 18 dias de tratamiento con

puromicina, estos grupos aislados mostraron ain una actividad contractil intensa,
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mientras que en sus equivalentes no tratados esta actividad se detuvo habitualmente en
el dia 17 a 20 del desarrollo.

[0060] La mayor fluorescencia de EGFP, asi como la actividad contractil sostenida, se
monitorizd en cuerpos tratados con puromicina en cultivo en suspension en
comparacion con los equivalentes no tratados. Después de mas de 3 semanas de
desarrollo y dos semanas de tratamientos con puromicina, la suspension de cuerpos
embrioides contenia cuerpos embrioides intensamente fluorescentes y contractiles, de
los cuales algunos presentaban tal como se observaba y de manera colectiva grupos
fluorescentes latentes (figura 2). Estos resultados muestran claramente que los
cardiomiocitos se pueden mantener vivos sin las células circundantes y se diferencian.
El latido espontaneo muestra ademas la integridad funcional de las células musculares
del corazén seleccionadas. Sin embargo, la ventaja fundamental era la rapidez de la
seleccion con puromicina que conducia a una destruccion del 995 de todos los no
cardiomiocitos durante 12-24 horas después de la aplicacion.

[0061] El analisis FACS demostro una efectividad elevada de la seleccion con
puromicina de las células ES transgénicas utilizadas. Mientras que las células
fluorescentes en EGFP representan solamente aproximadamente el 1% de la poblacion
total de células de células no tratadas que contenian un vector poMHC-EGFP, el
tratamiento con puromicina de células madre embrionarias diferenciantes que eran
transgénicas con respecto a los vectores poMHC-EGFP, asi como a los vectores
poaMHC-pur, condujo a un enriquecimiento del 42-45% de la poblacion celular por
células fluorescentes de EGFP (figura 3). Un simple calculo muestra que ya un 97-
99% de toda la poblacioén de células no cardiogénicas murié de manera eficaz durante
el tratamiento con puromicina del cultivo en suspension de células ES transgénicas. La
fraccion aun existente de células fluorescentes no resistentes a puromicina o
débilmente resistentes a la misma (figura 3) se podia explicar por la actividad no
especifica del promotor paMHC en algunas de las células no cardiogénicas. Dicha
fraccion se elimind mediante una concentracion mas elevada de puromicina o mediante
métodos de clasificacion FACS.

Ejemplo 2

[0062] Se utilizé como vector inicial pIRES2-EGFP (Clontech Laboratories, Palo Alto,
CA). Este vector contiene un sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) del virus de
encefalomiocarditis entre el sitio de clonacion multiple (MCS) y el gen de EGFP. Esto
permite que el gen de resistencia a puromicina, asi como el gen de EGFP, se traduzcan

por separado a partir de un inico ARNm bicistronico.
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[0063] Se introdujeron extremos romos en el vector pIREs2-EGFP con las enzimas de
restriccion Asel y ECO47IIl y se volvieron a unir con el fin de eliminar el promotor
temprano inmediato de citomegalovirus (CMV-1V). El vector resultante se digirié con
Smal y se unio6 con el cassette aMHC-pur que se habia cortado del vector aMHC-pur
descrito anteriormente mediante Sacl y Clal. La orientacién correcta del vector
poaMHC-IREs-EGFP obtenido (pa-PIG) se verifico mediante la digestion con
Sacl/Smal.

[0064] Las células ES (linea celular D3) se transfectaron con pa-PIG; la siguiente
seleccion de G418, la propagacion y diferenciacion de los clones estables obtenidos se
llevd a cabo tal como se ha descrito ya en el ejemplo 1.

[0065] Después de llevar a cabo el protocolo de diferenciacion estandar, se pudieron
mostrar grupos latentes de células del corazon positivas en EGFP entre el dia 8 y 9 del
desarrollo donde se afiadié puromicina 5 pg/ml. Después de los primeros tres a cuatro
dias del tratamiento con puromicina, los cuerpos embrioides (EB) contenian
principalmente grupos de células cardiacas que latian intensamente y eran positivas en
EGFP; las células no cardiacas se desprendieron y se eliminaron cuando se cambi6 el
medio. El mismo resultado se pudo conseguir dejando crecer completamente los EB en
un cultivo en suspension y llevando a cabo el tratamiento de resistencia con el
antibidtico. Un andlisis FACS mostré un enriquecimiento de por lo menos el 70%
(citometria de flujo utilizando EGFP como lectura) en el cultivo celular obtenido de
este modo. La disposicion del gen informador y el gen de resistencia en un vector bajo
el control de un promotor, preferiblemente en combinacidon con un IRES, es por tanto,
excelentemente adecuado para la produccion de células madre embrionarias
diferenciadas que estdn libres tanto como sea posible de células madre no
diferenciadas. Lo mismo se aplica naturalmente a células de la linea germinal y células
madre adultas, respectivamente, y no s6lo a células madre embrionarias. En particular,
se pudo mostrar mediante este ejemplo que se puede conseguir una especificidad de
tejido extraordinariamente elevada para células cardiacas que se desarrollan a partir de
células ES.

Validez del protocolo de seleccidon con puromicina

[0066] El método de seleccion con puromicina se analizé posteriormente en un modelo
de ratén andlogo, donde se simuld una lesion del corazén y, de este modo, se podria
validar. Para este objetivo, se utilizd un modelo de transplante de ratéon en el que se
inyectaron células madre embrionarias o células cardiacas obtenidas mediante

diferenciacion in vitro de células ES (10.000 — 100.000 células) en un receptor, cuyo
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corazdn estaba parcialmente dafiado por un tratamiento a baja temperatura. El
desarrollo de tumores se examind morfolégicamente en todo el ratén, en el corazon
aislado y en muestras en placa de tejido; estos exdmenes se llevaron a cabo en
diferentes puntos de tiempo después de la operacion durante un periodo de dos dias
hasta dos meses. Esta estrategia permite una evaluacion exacta del potencial tumor de
las diferentes preparaciones celulares. Al inyectar células ES no diferenciadas en la
criolesion (100.000 células) se desarrollaron grandes tumores en los ratones. 10 dias
después de la operacién, los animales murieron de estos tumores. Sin embargo,
también se desarrollaron tumores cuando las células ES se diferenciaron in vitro en
células cardiacas y las areas de latido, que son tipicas para cardiomiocitos derivados de
células ES, se separaron, se aislaron y se inyectaron en los ratones de 10.000 a 50.000
células de los mismos. Esto demuestra el alto potencial tumoral de las células madre
embrionarias en el corazoén y las elevadas exigencias que deben cumplirse en un
método de seleccidn altamente especifico.

[0067] En el siguiente experimento, las células ES transgénicas, que se transfectaron
de manera estable con una construccién de la invencidon (gen informador y gen de
resistencia bajo el control de un promotor en un vector), se sometieron a una
tratamiento con puromicina durante cinco a siete dias después de mostrar la expresion
de EGFP. En una amplia serie de pruebas de mas de 25 ratones tratados
quirdrgicamente que se habian sometido al criotratamiento en el corazén descrito
anteriormente, no se pudo observar un desarrollo de los tumores incluso después de
varios meses si estas células derivadas de células ES resistentes a puromicina (10.000 a
50.000 células) se inyectaban en el area cardiaca de ratones lesionados (construcciones
de doble transfeccion). De hecho, fue satisfactoria la identificacidon de células después
del transplante y se pudo demostrar claramente que las células se podian transplantar
de manera satisfactoria y que se diferenciaban en cardiomiocitos terminalmente
diferenciados. Estos experimentos muestran claramente la capacidad de la técnica
descrita segun la presente invencidn para enriquecerse de manera eficaz de las células
diferenciadas in vitro y para obtener una poblacion que no contenga ninguna célula ES
no diferenciada. Considerando la elevada tumorigenicidad mostrada aqui por parte de
las células derivadas de células ES en el corazon, esta eficacia es particularmente
destacable.

CONCLUSIONES

[0068]

1. Se prepararon clones de células madre embrionarias transgénicas
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estables que se cotransfectaron con los vectores de expresion paMHC-EGFP y
paMHC-pur.

2. El tratamiento con puromicina de las células madre embrionarias
transgénicas durante la diferenciacidon in vitro mostré una eficacia elevada de la
seleccion cardioespecifica en comparacion con el tratamiento con higromicina de
lineas celulares ES con paoMHC-Hyg generadas previamente (datos no mostrados).

3. Las células diferenciadas seleccionadas mostraron un grado mas elevado
de viabilidad y longevidad morfoldgica y funcional que sus equivalentes no tratados,
lo que sugiere que la estrategia de seleccion genética libera de manera eficaz a las
células madre embrionarias diferenciantes de la influencia negativa de las células
circundantes.

4. El uso combinado de genes informadores de fluorescencia y genes de
resistencia a farmacos in vivo bajo un promotor comun especifico del tipo de célula
permitid la monitorizacién exhaustiva y la cuantificacion de todo el procedimiento,
incluyendo la diferenciacion y la seleccidon especifica del tipo de células. Las células
resultantes son aplicables a experimentos de transplante adicionales lo que permite la
monitorizacion de las células introducidas.

4. La estrategia presentada se puede aplicar a cualquier seleccidon especifica
del tipo de célula en un sistema de diferenciacion de células ES si se identifica y clona
un promotor altamente especifico para el tipo de células respectivo o una etapa
especifica del desarrollo. En principio, el sistema permite el uso combinado de dos
promotores diferentes con las respectivas dos proteinas fluorescentes in vitro
coloreadas, por ejemplo, las versiones de EGFP amarilla (EYEP) y cian (azul) (ECFP),
y dos genes de resistencia a fiarmacos. Dicha estrategia podria incrementar la
selectividad y eficacia de todo el procedimiento.

[0069] Las células madre embrionarias proporcionadas por la presente invencidn,
preferiblemente cuerpos embrioides, se pueden utilizar para pruebas toxicologicas de
sustancias, por ejemplo, metales pesados y agentes farmacéuticos (véase también la
lista anterior). Para este objetivo, se utilizan cultivos de células madre embrionarias
utilizando construcciones de doble vector y se afiaden agentes de seleccién después del
inicio de la diferenciacion habitual celular (deteccion de la fluorescencia). Después de
la purificacion celular o ya durante el cultivo de células ES, se afiaden las diferentes
sustancias a analizar al cultivo celular y en diferentes puntos de tiempo, se miden las
células individuales fluorescentes y la fluorescencia global, respectivamente, mediante

diferentes métodos de lectura (por ejemplo, citometria de flujo, lector de fluorescencia)
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en comparacion con los controles.

[0070] Las células madre embrionarias proporcionadas por la presente invencion se
pueden utilizar para la generacion de mamiferos no humanos transgénicos con una
expresion especifica de las células o especifica del desarrollo de la proteina
fluorescente. Aqui se introducen las células ES descritas de la presente invencidon en
los blastocitos de mamiferos no humanos. En la préxima etapa, los blastocitos se
transfieren a madres adoptivas como quimeras, que se vuelven homocigéticos por
retrocruzamiento y, de este modo, se generan mamiferos no humanos transgénicos.
[0071] En una realizacion adicional de la presente invencion, se utilizan células madre
embrionarias transgénicas en forma de una composicion farmacéutica para transplante.
Para este objetivo, se necesitan cultivos derivados de células madre embrionarias
altamente purificados, ya que se sabe que la contaminacidn con células madre
proliferantes no diferenciadas conduce a la generacion de tumores. Por consiguiente, el
método descrito en la presente invencion es perfectamente adecuado para obtener
cultivos especificos derivados de células ES altamente purificadas que son ideales para
el transplante (Klug. et al., 1996).

[0072] Finalmente, debe destacarse de nuevo que la presente invencion ilustrada
anteriormente mediante células madre embrionarias también es aplicable a células de
linea germinal embrionarias y a células madre adultas.

[0073] La presente invencion da a conocer un sistema para la seleccion especifica de
las células y especifica del desarrollo de células madre embrionarias y de adulto
diferenciantes o células de la linea germinal embrionaria mediante el uso combinado
de genes de resistencia e informadores detectables bajo el control comun de un

promotor especifico de las células y/o del desarrollo.

[0074] Las células madre embrionarias y células de la linea germinal humanas, asi
como su utilizaciéon en el método de la invencidn estan explicitamente excluidas del
alcance.
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REIVINDICACIONES

1.- Método para obtener células cardiacas o células madre, excepto células

madre embrionarias humanas, que se diferencian en células cardiacas, comprendiendo
dicho método:

(a) introducir en células madre, excepto células madre embrionarias
humanas, por lo menos un vector que contiene secuencias de ADN que contienen la
informacién para por lo menos un gen informador que codifica una proteina
fluorescente que no dafia la células y por lo menos un gen de resistencia que es
responsable de la resistencia a puromicina, donde ambas secuencias de ADN se
encuentran bajo el control del mismo promotor que se selecciona entre un promotor
especifico de células cardiacas y estd unido operativamente a dichos genes, donde
dichas células se transfectan de manera estable; y

(b) detectar la expresion de dicho gen informador;

(c) anadir un agente selectivo para la seleccion de aquellas células que
expresan el gen informador y el gen de resistencia;

(d) obtener las células diferenciadas o diferenciantes que se desarrollan a
partir de dichas células madre bajo el control del promotor especifico de células
cardiacas.

2.- Método segun la reivindicacion 1, donde dichas células son células de
mamifero.

3.- Método segun la reivindicacion 2, donde las células de mamifero
derivan de primates o roedores, particularmente de ratones, ratas o conejos o son de
origen humano.

4.- Método segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde
dicha proteina fluorescente que no dafa las células se selecciona entre Proteina Verde
Fluorescente (potenciada) (EGFP y GFP), Proteina Roja Fluorescente (RFP), Proteina
Azul Fluorescente (BFP), Proteina Amarilla Fluorescente (YFP), y Proteina Cian
Fluorescente (CFP), en particular GFP.

5.- Método segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde el
promotor especifico de células cardiacas se selecciona entre los promotores Nkx2.5, a
actina humana, o MHC, B MHC, ANF, Braquiuria y MLC-2V.

6.- Método segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde el
promotor estd unido a secuencias de ADN funcionales adicionales, en particular
secuencias potenciadoras o secuencias represoras o secuencias IRES.

7.- Método segiin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde el
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promotor especifico de células cardiacas estd unido operativamente a un gen de
resistencia a puromicina.

8.- Método segtin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde

a) las células contienen de manera estable dos vectores, donde el primer
vector contiene secuencias de ADN que codifican por lo menos un gen informador y el
segundo vector contiene secuencias de ADN que codifican por lo menos un gen de
resistencia, donde ambas secuencias de ADN se encuentran bajo el control del mismo
promotor; o

b) las células contienen un vector que contiene secuencias de ADN que
codifican por lo menos un gen informador y por lo menos un gen de resistencia, ambos
localizados en uno y el mismo vector y estando bajo el control de uno y el mismo
promotor, donde preferiblemente una secuencia IRES se localiza preferiblemente entre
el gen informador y el gen de resistencia; o

c) la célula contiene dos grupos de sistemas de vectores selectivos, que
comprenden:

- un primer vector que tiene secuencias de ADN que codifican un primer
gen informador y un primer gen de resistencia, ambos estando bajo el control de un
primer promotor especifico de las células y/o del desarrollo que estd unido
operativamente a dichas secuencias;

- un segundo vector que tiene secuencias de ADN que codifican un
segundo gen informador y un segundo gen de resistencia, ambos estando bajo el
control de un segundo promotor especifico de las células y/o del desarrollo que esta
unido operativamente a dichas secuencias.

9.- Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde
dichas células contienen un gen de resistencia adicional para la seleccion de aquellas
células que se transfectan de manera estable con las construcciones de vectores, cuyo
gen de resistencia es diferente del primer y segundo gen de resistencia.

10.- Método segiin una o mdas de las reivindicaciones anteriores, donde
dichas células se cultivan como agregados celulares, en particular en forma de cuerpos
embrioides.

11.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el
vector o vectores se introducen mediante transfeccion, electroporacion, vectores virales
o lipofeccion.

12.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde la

seleccion de aquellas células que contienen el vector comprende, antes de la etapa (a),
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afiadir un primer agente selectivo para seleccionar células transfectadas de manera
estable.

13.- Método segiin una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde
dichas células madre pluripotentes se cultivan en forma de cuerpos embrioides o en un
cocultivo con otras células.

14.- Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde
dichas células se cultivan en suspensiéon y/o como “cuerpos embrioides”.

15.- Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde se
utiliza puromicina como agente selectivo para seleccionar aquellas células que
expresan el gen informador y/o donde las células seleccionadas se someten a
clasificacidn celular para un enriquecimiento adicional.

16.- Cultivo celular, excepto un cultivo celular de células madre
embrionarias humanas, que muestra una expresion especifica de las células y/o del
desarrollo de un gen informador y un gen de resistencia, donde dichas células
contienen la construccidon o construcciones de vectores tal como se definen en una o
mas de las reivindicaciones anteriores.

17.- Células cardiacas o células madre que se diferencian en células
cardiacas, excepto células madre embrionarias humanas, que contienen la construccion
o construcciones de vectores tal como se definen en cualquiera de las reivindicaciones
lao.

18. Método para el andlisis toxicologico de sustancias, comprendiendo
dicho método las siguientes etapas:

- proporcionar un cultivo celular segtn la reivindicacion 16 o células segiin
la reivindicacién 17;

- introducir sustancias, cuyos efectos tdxicos o no téxicos deben analizarse
en dicho cultivo celular;

- analizar cuantitativa y/o cualitativamente la fluorescencia de las células
obtenidas de este modo y comparar dichas células con las células que se cultivaron sin

la sustancia a analizar.
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Protocolo para la diferenciacion de
células ES

Tiempo

(dias)

7+2

Células ES cultivadas en soporte biolégico

v

Preparacion de suspension celular y cultivo de 400
células/20 ul de medio en gotas colgantes

NI

| \-:_:7 \_-‘__: I AT,

Preparacion de agregados celulares Ez d)
1

v

Recogida de cuerpos embrioides y cultivacion
posterior en suspension (5 d)

L]

Emplacado de cuerpos embrioides sobre placas de cultivo
celular de 24 pocillos

{ [ D D, B

v

Diferenciacion de cardiomiocitos que laten
espontaneamente

- Analisis RT-PCR

- Aislamiento enzimatico de cardiomiocitos individuales
- Inmunofluorescencia

- Microscopia electronica

- Estudios de "patch-clamp"

FIG. 4
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