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DESCRIPCION
Proteinas secretadas como marcadores para la diferenciacion celular
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de proteinas capaces de ser secretadas a través de la membrana celular
como informadors especificos segun el tipo celular durante el desarrollo celular. Mas detalladamente, la presente
invencion se refiere a células madre embrionarias (ES) transfectadas con un constructo de ADN que comprende una
secuencia de ADN que codifica una proteina secretada que se une de forma especifica a un promotor dependiente
de la célula y/o del desarrollo; un método para preparar dichas células ES; un cultivo celular que puede obtenerse
cultivando dichas células ES; un método para el analisis toxicologico de sustancias usando dichos cultivos celulares,
asi como a métodos para la identificaciéon de factores de diferenciaciéon y crecimiento para la induccion de células
selectivamente diferenciadas que pueden usarse como fuente para injertos de tejidos; un método para producir
mamiferos no humanos transgénicos usando dichas células ES; un mamifero no humano transgénico que puede
obtenerse mediante dicho método; y a un método para examinar las etapas de desarrollo celular usando células de
dicho mamifero no humano. La presente invencidon también se refiere a analisis para identificar condiciones de
cultivo y a las sustancias que promueven la diferenciacién en el tipo celular deseado, o para determinar la toxicidad
de un compuesto en ciertos tipos celulares. Dichos analisis son especialmente adecuados como indicadores de
posibles trastornos en el desarrollo y diferenciacion durante la embriogénesis.

Técnica anterior

Las células precursoras se han convertido en objeto de interés en la investigaciéon médica. Por una parte, los
precursores pueden remplazar las células senescentes o dafiadas por heridas o enfermedades y, por otra parte,
estas células representan un modelo ideal para estudiar el desarrollo y diferenciacion y los factores que influencian
dichos procesos. El uso de lineas celulares convencionales en estos estudios presentan el inconveniente de que las
lineas celulares individuales pueden no ser totalmente representativas de las complejas caracteristicas bioldgicas de
un organismo intacto. Ademas, incluso repitiendo los analisis en multiples lineas celulares, no se reproducen o
explican las complejas interacciones entre células y tejido que tienen lugar en un organismo.

Esta es la razoén principal por la cual el analisis de toxicidad en las lineas celulares no puede reemplazar los analisis
convencionales en animales. Continuamente se estan desarrollando y ensayando sobre animales nuevos
compuestos quimicos. Ademas de los compuestos quimicos de uso industrial y doméstico, cada afio se desarrollan
diferentes sustancias quimicas para usar como medicamentos. La administracion de medicamentos y alimentos de
los EE.UU. (FDA) promulga normas relativas al analisis de farmacos potenciales que actualmente exigen llevar a
cabo analisis muy completos de toxicidad, capacidad mutagénica y otros efectos en, al menos, dos especies antes
de que una sustancia prevista como posible medicamento pueda acceder a la realizacidon de analisis clinicos en
humanos. La realizacién de analisis de toxicidad preclinicos cuesta varios cientos de miles de dodlares. A pesar de
esta enorme inversién, casi una tercera parte de todas las sustancias terapéuticas candidatas para el uso en
humanos no superan la primera fase de los analisis clinicos en humanos debido a que presentan una toxicidad no
prevista. Esta claro que los analisis exhaustivos de evaluacién toxicoldgica disponibles en la actualidad no detectan
todos los efectos toxicos asociados con la terapia en humanos o con la exposiciéon a sustancias quimicas presentes
en el entorno. La disponibilidad de mejores medios de evaluacion exhaustiva de sustancias candidatas a uso
terapéutico o sustancias quimicas en general para determinar su posible toxicidad reduciria el coste e incertidumbre
relacionados con el desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas y materiales, por ejemplo, para el uso en
dispositivos médicos o en otros dispositivos o productos de consumo a los cuales estan expuestos los seres
humanos diariamente.

La deteccion de las propiedades teratogénicas y/o embriotdxicas de los agentes quimicos se lleva a cabo en la
actualidad mediante la determinacion de la toxicidad reproductiva de sustancias sometidas a analisis tras ser
administradas en dosis Unicas o multiples a mamiferos de laboratorio en estado de gestacion y mediante analisis de
la toxicidad embrionaria en las etapas iniciales de la gestacion. Ademas, se realizan analisis in vitro con embriones
de mamiferos (Neubert y Merker, de Gruyter, Berlin-Nueva York (1981)) y con érganos embrionarios para analisis de
teratogenicidad. Estos procedimientos de analisis presentan, sin embargo, el inconveniente de que requieren el uso
de una gran cantidad de mamiferos vivos, especialmente de ratas y ratones. Los procedimientos para analisis in
vitro en los que se emplean principalmente cultivos celulares de yemas de extremidades (por ejemplo, “Limb Buds”,
Kochhar, Teratology 11 (1975), 273-287), o partes del cerebro de ratas embrionarias (Flint y Orton, Toxicol. Appl.
Pharmacol. 45 76 (1984), 383-395) o lineas celulares estables de tejido de mamifero embrionario o adulto como, por
ejemplo, células tumorales del ovario o células palatales embrionarias no satisfacen, en sentido estricto, los
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requerimientos que se imponen a los analisis de teratogenicidad durante la embriogénesis, ofreciendo indicios de
posible disgénesis o trastornos en el desarrollo.

Se han realizado esfuerzos durante unos afios para emplear cultivos permanentes de células madre embrionarias
(células ES) para la deteccion de sustancias embriotoxicas y mutagénicas; véase, p. ej., Laschinski y col.,
Reproductive Toxicol. 5 (1991), 57-65; Newall y Beedles, Toxicol, in Vitro 8 (1994), 697-701; Sehimeyer y Wobus,
Mutation Res. 324(1994), 69-76.

Todos estos sistemas hacen uso de las propiedades biolégicas de las células ES de analisis o de un sistema
reportero que ha sido introducido en las células.

Por ejemplo, US-A-6.498.018 describe un método para determinar el efecto de un agente biolégico poniendo en
contacto un cultivo celular con un agente bioldgico. El cultivo celular contiene células madre neuronales del sistema
nervioso central (SNC) multipotentes humanas obtenidas de tejido neural del SNC primario y un medio de cultivo con
factores de crecimiento previamente seleccionados. La lectura de salida se proporciona mediante el efecto de un
agente biolégico en presencia o en ausencia de una funcién o propiedad biolégica que puede atribuirse al cultivo
celular. Un inconveniente importante de este sistema es el hecho de que resulta dificil medir funciones o
propiedades biolégicas especificas inherentes a un determinado cultivo de células y, a menudo, supone la
destruccion de una gran parte del cultivo para obtener suficiente material para el analisis.

WO02/086073 describe un método para la seleccion positiva de células neuronales diferenciadas a partir de células
madre embrionarias obtenidas por transferencia nuclear aprovechando la nectina como marcador de células madre
neurales. Este método se limita a tipos celulares neuronales que expresan nectina de modo natural. US-A-6.007.993
describe un procedimiento de andlisis in vitro para la deteccion de efectos embriotdxicos (por ejemplo, teratogénicos)
quimicamente inducidos basados en células madre (ES) embrionarias pluripotentes diferenciadas de raton y de rata,
usando células embrionarias germinales (EG) establecidas a partir de células germinales primordiales. Se
construyen clones estables de células madre ES o EG transgénicos en donde un gen informador bacteriano, LacZ o
el gen luciferasa, se pone bajo el control de promotores especificos para un tejido determinado o genes de control
del desarrollo. Después de la diferenciacion de las células ES en presencia de sustancias teratogénicas en los
diferentes derivados de ruta de germinaciéon se produce una expresion dependiente de la diferenciacion en las
células, debido a la actividad de los promotores especificos para el tejido. La activacion, represion o modulacion de
estos genes especificos de tejido se detecta a partir de una reaccion que depende del gen informador empleado, por
ejemplo, el analisis X-Gal.

Wobus y col., J. Mol. Cell. Cardiol. 29 (1997), 1525-1539 describe un método para el seguimiento de la
diferenciacion celular incluyendo el cultivo de células madre embrionarias (ES) capaces de diferenciarse y formar
cuerpos embrioides que contienen una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un gen informador
que codifica el gen lacZ bajo el control de la regidon promotora MLC-2v en donde la cantidad de actividad del
producto génico lacZ se usa para realizar el seguimiento de la diferenciacion de las células en presencia de acido
retinoico.

WQ099/01552 describe células madre embrionarias (ES) que son transfectadas de modo estable con un constructo
de ADN que codifica una proteina fluorescente que no produce dafios a las células y se une de forma operativa a un
promotor dependiente del desarrollo o del tipo celular. También se describe un método para el seguimiento
toxicolégico de sustancias usando estos cultivos celulares de ES.

Aunque los métodos descritos anteriormente emplean analisis semicuantitativos, asi como analisis relativamente
sencillos y robustos, dichos analisis suponen habitualmente la destruccion de las células ensayadas. La preparacion
del lisado celular que se requiere en muchos de los andlisis convencionales descritos produce una elevada
variabilidad dentro de un mismo analisis y entre analisis diferentes. Para mediciones repetidas durante el curso de la
diferenciacion, deben ensayarse muchos cultivos paralelos con los problemas de variabilidad que eso conlleva. La
preparacién laboriosa de los lisados también hace que el analisis sea menos apto para llevarse a cabo en formatos
de alto rendimiento. El uso de proteinas mensajeras fluorescentes puede eliminar algunos de estos problemas. Sin
embargo, la expresion de proteina verde fluorescente (GFP) ya ha mostrado algunos efectos toxicos (Liu y col.
Biochem. Biophys. Res. Comm. 260 (1999), 712-717). Otro inconveniente es la autofluorescencia de productos
agregados de células ES (cuerpos embrioides) que proporciona una elevada cantidad de ruido de fondo en las
mediciones de fluorescencia.

El problema técnico de realizar faciimente el seguimiento de las células que se diferencian en un determinado tipo
celular y proporcionar de ese modo un sistema de andlisis fiable y altamente sensible para la evaluacién exhaustiva
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de la toxicidad, agentes promotores de la diferenciacion y/o condiciones de cultivo apropiadas y suplementos para el
medio, se soluciona proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones y que se describen mas
adelante en la presente memoria.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién se refiere a un método de seguimiento de la diferenciacion celular que comprende cultivar
células capaces de diferenciarse en al menos un tipo celular particular en donde dichas células contienen al menos
una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un gen informador que codifica un producto que se ha
segregado tras la diferenciacion celular, bajo condiciones que permiten la diferenciacién de las células, o mantener
un animal no humano que comprende dichas células bajo condiciones adecuadas; y determinar la cantidad de
actividad o cantidad del producto génico informador en un fluido corporal de dicho animal no humano transgénico o
en el medio de cultivo celular o muestra del mismo.

La presente invencidn también se refiere a los constructos génicos informadores mencionados para el seguimiento
de la diferenciacion celular, asi como a células, agregados de al menos un tipo celular, tejido que comprende dichas
células o agregados, 6rganos que comprenden dichas células o tejidos, implantes o trasplantes que comprenden
dicho 6rgano, los cuales se caracterizan todos por que comprenden un constructo génico informador de dichas
caracteristicas.

Ademas, la presente invencién se refiere a un animal no humano y a una composicion de material caracterizado que
comprende un constructo génico codificador, una célula, un agregado celular, un tejido y/o un érgano descrito en la
presente memoria.

Ademas, la presente invencion se refiere a un array o chip que contiene las células, los agregados celulares o tejido
de la invencién unido a un soporte solido o suspendido sobre el mismo, asi como a un equipo para analizar dicho
array o chip.

Especificamente, la presente invencién se refiere a sistemas de analisis para identificar sustancias que influencian la
diferenciacion celular en determinados tipos celulares. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un método
para obtener y/o perfilar un modulador de diferenciacion celular. Este método comprende poner en contacto una
muestra de analisis que contiene una célula, un agregado celular, tejido, 6rgano o un animal transgénico no humano
segun se define anteriormente en la presente memoria con la sustancia para someter a analisis; y, a continuacion,
determinar el efecto de la sustancia de andlisis sobre la cantidad de producto génico informador o actividad en
comparacion con una muestra o animal de control.

El sistema de analisis proporcionado por la presente invencion es util para propdsitos de evaluacion exhaustiva de
medicamentos. Se prevé obtener y fabricar medicamentos que favorezcan o inhiban la formacién de dichos tipos
celulares especificos usando el método descrito anteriormente en la presente memoria, siendo el aumento o
disminucion de la actividad del gen informador un indicador para el medicamento. Un nivel aumentado o reducido de
la actividad del producto génico informador, respectivamente, puede también ser un indicador de un agente o
compuesto que favorece la curacidon de heridas y/o la curacion de tejido dafiado o de toxicidad de compuestos,
respectivamente.

La presente invencién se refiere ademas a un kit Util para llevar a cabo los métodos descritos anteriormente en la
presente memoria que contiene, por ejemplo, un constructo génico informador y/o una célula segun se ha definido
anteriormente en la presente memoria, y compuestos estandar como, por ejemplo, medios de cultivo celular,
agentes de seleccion, agentes de deteccion para la molécula mensajera y muestras de control.

Ademas, se describen métodos para llevar a cabo un negocio de descubrimiento de medicamentos y/o una diana
para descubrir productos candidatos a farmacos. Ambos métodos incluyen proporcionar uno o mas sistemas de
analisis descritos anteriormente en la presente memoria para la identificacion de moduladores de diferenciacion
celular; y/o llevar a cabo perfilado terapéutico de los moduladores identificados, u otros analogos de los mismos, en
términos de eficacia y toxicidad en los animales transgénicos proporcionados por la presente invencion. Los
moduladores identificados usando los métodos proporcionados por la presente invencion se formulan posteriormente
en una composicion farmacéutica o se vende la licencia de los mismos a una tercera parte para el desarrollo y/o
comercializacion posteriores.

La presente invencion también se refiere a moduladores de la diferenciacion celular que se han identificado usando
los métodos de la presente invencién, asi como a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos
moduladores para usar en la modulacion de la diferenciacion celular y el tratamiento de las enfermedades
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correspondientes.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de un constructo génico informador, una célula, un agregado celular,
tejido, érgano, implante o trasplante, un animal no humano, una composicion, un array 0 un equipo proporcionados
segun la presente invencion en el descubrimiento de medicamentos, perfilado famacocinético o farmacolégico.

Breve descripcion de la figura:

Figura 1: expresion de 25SEAP debida al promotor con especificidad cardiaca aMHC de células ES diferenciadas en
presencia de acido retinoico. Se diferenciaron células madre transfectadas con el vector a-MHC-SEAP (que contenia
el gen SEAP bajo control del promotor con especificidad cardiaca aMHC) en presencia de acido holo-trans-retinoico
a las concentraciones indicadas. Al cabo de 13 dias, los sobrenadantes del cultivo se sometieron a analisis para
determinar la actividad de SEAP. Se muestran los valores medios de las muestras por duplicado de los cuales se
substrajo el ruido de fondo de la actividad de SEAP. Las actividades se expresan como porcentaje de la actividad de
SEAP en muestras que contenian Unicamente disolvente (dimetilsulfoxido), sin acido retinoico.

Definiciones

Para los propositos de esta memoria descriptiva, el término “célula madre” puede referirse tanto a una célula madre
como a una célula germinal, por ejemplo, célula madre embrionaria (ES) y célula germinal embrionaria (EG),
respectivamente. Minimamente, una célula madre tiene la capacidad de proliferar y formar células de mas de un
fenotipo diferente, y también es capaz de autoregenerarse, tanto como parte del mismo cultivo como cuando se
cultiva en condiciones diferentes. Las células madre embrionarias son también de forma tipica telomerasa-positivas
y positivas para OCT-4. La actividad de la telomerasa puede determinarse usando un analisis de actividad TRAP
(Kim y col., Science 266 (1997), 2011), usando un kit comercial disponible (kit de deteccion de telomerasa
TRAPeze(R) XK, Cat. s7707; Intergen Co., Purchase N.Y.; 0 40 TeloTAGGG(TM) Telomerase PCR ELISAplus, Cat.
2.013.89; Roche Diagnostics, Indianapolis). La expresion de hTERT puede evaluarse también al nivel de ARNm
mediante RT-PCR. El kit de cuantificacion de hTERT LightCycler TeloTAGGG(TM) (Cat. 3.012.344; Roche
Diagnostics) se comercializa para fines de investigacion.

Segun la presente invencion, el término célula madre embrionaria (ES) incluye cualquier célula madre multipotente o
pluripotente derivada de tejido pre-embrionario, embrionario o fetal en cualquier momento posterior a la fertilizacion y
que tiene la caracteristica de ser capaz, bajo las condiciones adecuadas, de producir progenia de varios tipos
celulares diferentes que son derivados de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), segun
un analisis estandar aceptado en la técnica como, por ejemplo, la capacidad para formar un teratoma en ratones
SCID de 8-12 semanas.

“Células embrionarias germinales” o “células EG" son células derivadas de células germinales primordiales. El
término “célula embrionaria germinal” se usa para describir células de la presente invencion que presentan un
fenotipo celular pluripotente embrionario. Los términos “célula embrionaria germinal (EG) humana” o “célula
embrionaria germinal” pueden usarse indistintamente en la presente memoria para describir células de mamifero,
preferiblemente humanas, o lineas celulares de las mismas, de la presente invencién, que presentan un fenotipo
celular madre embrionario pluripotente segun se define en la presente memoria. Por lo tanto, las células
embrionarias germinales son capaces de diferenciacion en células de capas germinales ectodérmicas,
endodérmicas y mesodérmicas. Las células EG pueden también caracterizarse por la presencia o ausencia de
marcadores asociados con sitios epitopos identificados mediante la unién de anticuerpos particulares y la ausencia
de determinados marcadores segun se identifica por la falta de uniéon de determinados anticuerpos.

“Pluripotente” se refiere a células que mantienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en una amplia gama
de linajes celulares, incluida la linea germinal. Los términos “fenotipo celular madre embrionario” y “célula de tipo
madre embrionaria” también se usan de forma indistinta en la presente memoria para describir células
indiferenciadas y que, por lo tanto, son pluripotentes.

En la definicién de células ES se incluyen células embrionarias de diversos tipos, por ejemplo, las células madre
embrionarias de humanos descritas por Thomson y col. (Science 282 (1998), 1145); las células madre embrionarias
de otros primates, por ejemplo, células madre rhesus (Thomson y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 7844),
células madre de titi (Thomson y col., Biol. Reprod. 55 (1996), 254) y células germinales embrionarias humanas
(hEC) (Shamblott y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998), 13726). En el término se incluyen también otros tipos
celulares pluripotentes. Se incluyen células de origen mamifero cualesquiera capaces de producir progenia que son
derivados de las tres capas germinales, independientemente de si se obtuvieron a partir de tejido embrionario, tejido
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fetal u otras fuentes. Las células madre empleadas segun la presente invencién son, preferiblemente (pero no
siempre de forma necesaria), cariotipicamente normales. Sin embargo, es preferible no usar células ES derivadas de
una fuente maligna.

“Células alimentadoras” o “nodrizas” son términos usados para describir células de un tipo que se cultivan junto con
células de otro tipo para proporcionar un entorno en el que puedan crecer las células del segundo tipo. Las células
alimentadoras son opcionalmente de una especie diferente a la de las células que estan sustentando. Por ejemplo,
determinados tipos celulares ES pueden ser sustentados por fibroblastos embrionarios de ratén primarios (como, por
ejemplo, células STO murinas, p. €j., Martin y Evans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 (1975), 1441-1445), o células de
tipo fibroblasto humanas diferenciadas de células ES humanas, segun se describe posteriormente en esta memoria
descriptiva. El término “célula STO” se refiere a células de ratdén de tipo fibroblasto embrionarias tal y como se
comercializan e incluyen las depositadas como ATCC CRL 1503.

El término “cuerpos embrionarios” (EB) es un término de la técnica sinénimo de “cuerpos agregados”. Los términos
se refieren a agregados de células diferenciadas e indiferenciadas que aparecen cuando se produce un crecimiento
excesivo de células ES en cultivos monocapa, o se mantienen en cultivos en suspension. Cuerpos embrioides son
una mezcla de diferentes tipos celulares, tipicamente de varias capas germinales, que pueden distinguirse mediante
criterios morfolégicos; véase también mas adelante en la presente memoria. Seguin se usa en la presente memoria,
"cuerpo embrioide", "EB" o "células EB", se refiere tipicamente a una estructura morfolégica que comprende una
poblacion de células, la mayoria de las cuales se obtienen a partir de células madre embrionarias (ES) que han
experimentado diferenciacion. En condiciones de cultivo adecuadas para la formacion de EB (p. €j., la eliminacion de
factor inhibidor de leucemia u otros factores de bloqueo similares), las células ES proliferan y forman masas
pequefas de células que comienzan a diferenciarse. En la primera fase de la diferenciacion, que corresponde
habitualmente de forma aproximada a los dias 1-4 de la diferenciacién en el caso de los humanos, la masa pequefia
de células forma una capa de células endodérmicas sobre la capa exterior y se considera un “cuerpo embrioide
simple”. En la segunda fase, que habitualmente corresponde de forma aproximada a los dias 3-20 posteriores a la
diferenciacion en el caso de los humanos, se forman “cuerpos embrioides complejos” que se caracterizan por una
diferenciacion extensiva de células ectodérmicas y mesodérmicas y derivados tisulares. Segun se usa en la presente
invencion, el término “cuerpo embrioide” o “EB” comprende tanto cuerpos embrioides simples como complejos, salvo
que el contexto requiera lo contrario. La determinaciéon de cuando se han formado los cuerpos embrioides en un
cultivo de células ES la lleva a cabo de forma habitual por el experto en la técnica, por ejemplo, mediante inspeccion
visual de la morfologia. Se consideran cuerpos embrioides las masas flotantes de aproximadamente 20 células o
mas; véase, p. €j., Schmitt y col., Genes Dev. 5 (1991), 728-740; Doetschman y col., J. Embryol. Exp. Morph. 87
(1985), 27-45. Se entiende también que el término “cuerpo embrioide”, “EB”, o “células EB”, segun se usa en la
presente memoria, comprende una poblacién de células, siendo la mayoria de las mismas células pluripotentes
capaces de desarrollarse formando linajes celulares diferentes cuando se cultivan bajo las condiciones adecuadas.
Segun se usa en la presente memoria, dicho término también se refiere a estructuras equivalentes derivadas de
células germinales primordiales que son células primitivas extraidas de regiones gonadicas embrionarias; véase, p.
ej., Shamblott y col., (1998), mencionada anteriormente en la presente memoria. Las células germinales
primordiales, a veces también nombradas en la técnica como células EG o células germinales embrionarias, cuando
se tratan con factores apropiados, forman células ES pluripotentes de las cuales pueden obtenerse cuerpos
embrionarios; véase, p. €j., la patente estadounidense US-A-5.670.372, Shamblott y col., mencionada anteriormente
en la presente memoria.

Los términos “polinucledtido” y “molécula de acido nucleico” se refieren a un polimero de nucleétidos de cualquier
longitud. Se incluyen genes y fragmentos de genes, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNc, polinucledtidos
recombinantes, polinucledtidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN y ARN aislado, sondas de ADN y ARN, y
cebadores. Segun se usa en esta memoria descriptiva, el término polinucleétidos se refiere de forma indistinta a
moléculas de doble hélice y de una sola hélice. Salvo que se indique o requiera lo contrario, cualquier realizacion de
la presente invencién que sea un polinucleétido comprende tanto una forma de doble hélice como cada una de las
dos formas de hélice simple complementarias conocidas o predichas para conformar la forma de doble hélice. Se
incluyen analogos de acido nucleico como, por ejemplo, fosforamidatos y tiofosforamidatos.

Se dice que una célula esta "genéticamente alterada", "transfectada" o "genéticamente transformada” cuando se ha
transferido un polinucleétido a la célula mediante cualquier medio adecuado de manipulacion artificial, o cuando la
célula es una progenia de la célula originalmente alterada que ha heredado el polinucleétido. El polinucleétido
comprendera a menudo una secuencia que puede transcribirse que codifica una proteina de interés, lo que permite
que la célula exprese la proteina a un nivel elevado. Se dice que la alteracién genética es “heredable” si una
progenia de la célula alterada presenta la misma alteracion.
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Una “secuencia reguladora” o “secuencia de control” es una secuencia de nucleétidos implicada en una interaccion
de moléculas que contribuye a la regulacién funcional de un polinucleétido como, por ejemplo, replicacion,
duplicacion, transcripcion, ensamblaje, poliadenilacién, traslacion, o degradacion del polinucledtido.

Los elementos de control de la transcripcion incluyen promotores, potenciadores, y represores.

Secuencias de genes particulares conocidas como promotores, como el promotor de "aMHC" o de "colageno", son
secuencias de polinucledtidos derivadas del gen mencionado que promueven la transcripcion de un producto de
expresion génica unido de forma operativa. Se reconoce que diversas porciones de la secuencia génica no traducida
aguas arriba e intron pueden contribuir en algunos casos a la actividad del promotor y que la totalidad o segmentos
parciales de estas porciones pueden estar presentes en el constructo modificado genéticamente al que se hace
mencion. El promotor puede estar basado en la secuencia génica de cualquier especie que tenga el gen, salvo que
se restrinja de forma explicita, y puede incorporar cualquier adicién, sustitucién o delecion deseable, en medida
proporcional a la capacidad de promover la transcripcion en el tejido diana. Los constructos genéticos disefiados
para el tratamiento de humanos comprenden tipicamente un segmento que tiene, al menos, un 90% de similitud con
una secuencia de promotor de un gen humano. Una secuencia especifica puede someterse a un analisis de
actividad y especificidad, por ejemplo, mediante unién operativa con un gen informador; véase la Figura 1.

Segun la presente invencion, el término “promotor dependiente de la célula y/o del desarrollo” debe entenderse en
referencia a un promotor que manifiesta su actividad de promotor solamente en tipos celulares especificos y/o
solamente en etapas especificas del desarrollo celular, tanto en cultivos celulares (cuerpos embrioides) como en
mamiferos no humanos transgénicos obtenidos a partir de células ES segun la presente invencién. Ademas, puede
emplearse cualquier promotor con especificidad celular conocido, por ejemplo, para células nerviosas, células
cardiacas, neuronas, células gliales, células hematopoyéticas, células endoteliales, células musculares lisas, células
musculares esqueléticas, células de cartilagos, fibroblastos y células epiteliales.

Se dice que los elementos genéticos estan “operativamente unidos” si estan en una relacién estructural que les
permita operar segun su funcion caracteristica. Por ejemplo, si un promotor ayuda a iniciar la transcripcién de la
secuencia informador, puede decirse que la secuencia informador estd operativamente unida al promotor (o bajo
control del mismo). Puede haber una secuencia de intervencion entre el promotor y la regién codificadora siempre y
cuando se mantenga esta relacién funcional.

En el contexto de la codificacion de secuencias, promotores y otros elementos genéticos, el término “heterélogo”
indica que el elemento se obtiene a partir de una entidad genotipicamente diferente de la del resto de la entidad con
la cual se esta comparando. Por ejemplo, un promotor o gen introducido mediante técnicas de ingenieria genética en
un animal de una especie diferente se dice que es un polinucleétido heterélogo. Un elemento genético “endégeno”
es un elemento que esta situado en el cromosoma en posicién idéntica a donde se encuentra de forma natural,
aunque puedan introducirse otros elementos de modo artificial en una posicién proxima.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma indistinta en esta memoria descriptiva en
referencia a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede comprender aminoacidos
modificados, puede ser lineal o ramificado, y puede estar interrumpido por acidos de tipo no amino.

Si no se indica lo contrario, los términos “compuesto”, “sustancia” y “composicion (quimica)” se usan de forma
indistinta en la presente memoria e incluyen, sin limitarse a ello, agentes terapéuticos (o agentes potencialmente
terapéuticos), agentes de toxicidad conocida como, por ejemplo, neurotoxinas, toxinas hepaticas, toxinas de células
hematopoyéticas, miotoxinas, agentes carcinégenos, teratégenos, ortoxinas para uno o mas 6rganos reproductores.
Las composiciones quimicas pueden ademas ser sustancias quimicas de uso en agricultura como, por ejemplo,
pesticidas, fungicidas, nematicidas y fertilizantes; cosméticos, incluidos los compuestos conocidos como
“cosmoceéuticos”, residuos industriales o subproductos, o contaminantes medioambientales. También pueden ser
compuestos terapéuticos para animales o potencialmente terapéuticos para animales.

Los productos industriales que pueden someterse a analisis con los métodos de la presente invencién incluyen
blanqueantes, pastillas para usar en inodoros, liquidos lavavaijillas, jabones en polvo y liquidos, acondicionadores de
tejidos, productos de limpieza para ventanas, hornos, suelos, cuartos de bafio, cocinas y alfombras, detergentes
para lavavajillas y adyuvantes de aclarado, agentes para ablandar el agua, productos de descalcificacion,
quitamanchas, abrillantadores, productos de tipo aceite, pinturas, productos para eliminar manchas de pintura, colas,
disolventes, barnices, productos para refrescar el aire, bolas antipolillas e insecticidas.

Constantemente se estan desarrollando nuevos ingredientes para productos para el hogar y es necesario
someterlos a analisis. Por ejemplo, en los dltimos afios se han desarrollado nuevas enzimas (para digerir manchas)
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y “abrillantadores 6pticos” (que proporcionan a la colada un aspecto mas blanco) para usar en polvos y liquidos de
lavado de ropa. Se han desarrollado nuevos tensioactivos (que disgregan la grasa para eliminar la suciedad alli
atrapada) y “aditivos reforzantes de la detergencia” quimicos (que actian como productos para ablandar el agua y
permiten que aumente la eficacia de los tensioactivos) para usar en polvos y liquidos de lavado de ropa, liquidos
lavavaijillas y diversos agentes de limpieza. Pero también es necesario evaluar los materiales de uso médico, por
ejemplo, materiales dentales como, por ejemplo, nuevos polimeros de relleno, aleaciones de metal, y ceramica
bioactiva. Ademas, las composiciones quimicas de cualquier parte de un dispositivo como, por ejemplo, catéteres,
electrodos, adhesivos, pasta, gel o crema pueden evaluarse con el método de la presente invencién en diferentes
concentraciones y en presencia de diferentes ingredientes e impurezas.

En la presente memoria, “perfil molecular” o “perfil” de una composicién o compuesto quimico se refiere a un patrén
de alteraciones en la expresion génica o proteica, o en ambas, en una célula ES, cuerpo embrioide, tejido, etc., en
contacto con la composiciéon quimica en comparacion con una célula, cuerpo embrioide o tejido similar en contacto
solamente con medio de cultivo.

Descripcion detallada

Células madre de diversas clases se han convertido en una modalidad muy atractiva en la medicina regenerativa.
Pueden hacerse proliferar en cultivo y después diferenciarse in vitro o in situ en los tipos celulares necesarios. Esta
plasticidad les convierte en modelos ideales para analisis de toxicidad, asi como para la investigacion de farmacos
como, por ejemplo, factores de promocion especificos para los tejidos. Especialmente, los cuerpos embrioides que
constan de diferentes tipos celulares de las capas germinales que interaccionan entre si proporcionan un sistema de
evaluacion muy sensible. La capacidad de las células madre para diferenciarse en tipos celulares diferentes en
presencia de la sustancia de analisis puede depender de la capacidad de la sustancia para promover la
diferenciacion y/o la toxicidad de dicha sustancia.

El método de seguimiento de la diferenciacién celular segun la presente invenciéon comprende:

- transfectar células capaces de diferenciarse en, al menos, un tipo celular especifico con, al menos, una
molécula de acido nucleico recombinante que comprende un gen informador que codifica un producto que se
secreta tras la diferenciacion;

- introducir las células en un animal no humano o cultivar las células bajo condiciones que permitan la
diferenciacion de las células; y

- determinar la cantidad de actividad del producto génico informador en un fluido corporal de dicho animal no
humano transgénico o en el medio de cultivo celular.

La presente invencion se basa en el uso de un gen informador secretado. Sorprendentemente, se descubrié que las
moléculas marcadoras secretadas tienen ciertas ventajas frente al uso de, por ejemplo, un marcador fluorescente
como, por ejemplo, una proteina fluorescente verde (GFP) y sus derivados. Por ejemplo, Liu y col. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 260 (1999)712-717) observaron efectos téxicos cuando usaron un marcador tipo GFP. Dichos
efectos toxicos pueden evitarse, o al menos minimizarse, si se usa una molécula marcadora secretada simplemente
cambiando el medio de cultivo con regularidad y evitando con ello que se genere una concentracion toxica de la
molécula marcadora correspondiente.

Asimismo, un método preferido para la diferenciacion de células es hacerlas crecer como cuerpos embrioides (EB),
que muestran un elevado nivel de autofluorescencia incluso en el caso de células lisadas. Este fondo puede hacer
que el uso de genes marcadores fluorescentes para el seguimiento de la diferenciacién celular sea bastante ineficaz.
Otras moléculas marcadoras usadas de forma habitual como, por ejemplo, beta-galactosidasa o luciferasa requieren
que las células sean evaluadas en una determinada soluciéon tampén para analisis, lo que significa que las células
deben ser destruidas para determinar la actividad enzimatica. El sistema segun la presente invencion evita esto al
emplear una molécula marcadora secretada, de modo que es suficiente someter a analisis el medio de cultivo de las
células que se estan diferenciando o el fluido corporal de un animal que contiene dichas células para hacer el
seguimiento de la actividad marcadora vy, por lo tanto, de la diferenciacion.

Esto significa, como se muestra en el ejemplo 3, que con el sistema marcador de la invencion es posible, por una
parte, cuantificar tipos celulares derivados de células madre como, por ejemplo, cardiomiocitos y, por otra parte, o de
forma adicional, hacer el seguimiento del proceso de diferenciaciéon de la célula madre individual. Por tanto, hacer el
seguimiento de la diferenciacidon celular segun la presente invencion incluye hacer el seguimiento de la
diferenciacion celular cuantificando las células diferenciadas y/o seguir el proceso de diferenciacion de una o mas de
las células indiferenciadas correspondientes, por ejemplo, células madre.
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Para la transfeccion de la molécula de acido nucleico que codifica la proteina marcadora puede emplearse cualquier
método estandar conocido por el experto en la técnica. Puede usarse cualquier vector de expresion adecuado para
este fin. Los sistemas vectoriales virales para producir células madre modificadas segun esta invenciéon pueden
prepararse usando componentes virales comerciales. La introduccién del constructo o constructos vectoriales en las
células tiene lugar de forma conocida, p. ej., mediante transfeccién o transduccion con ayuda de vectores virales. La
transfeccion de plasmidos vectoriales en células puede lograrse, p. ej., mediante electroporacion o lipofeccion, es
decir, usando complejos de lipido/ADN. Es ilustrativa la formulacion Lipo-fectamine 2000™, comercializada por
Gibco/Life Technologies. Otro reactivo ilustrativo es el reactivo de transfeccion FUGENE(TM) 6, una mezcla de
lipidos en forma no liposomal y otros compuestos en etanol al 80%, comercializada por Roche Diagnostics
Corporation. Los vectores virales que comprenden genes efectores se describen generalmente en las publicaciones
citadas en la seccion anterior.

Las células a transfectar deben ser capaces de diferenciarse en, al menos, un tipo celular particular. Este sera el
caso para la célula precursora del tipo celular deseado. Las células precursoras incluyen, sin limitarse a ello, por
ejemplo, la linea celular precursora neuronal humana NTERA-2 cl.D1. (Leypoldt y col., J. Neurochem. 76 (2001),
806-814), la linea celular precursora retinal humana KGLDMSM (Ezeonu y col., DNA Cell Biol. 19 (2000), 527-537),
una linea celular leucémica humana, PER-117, con marcadores de un fenotipo precursor de células T (Kees, Blood
72 (1988), 1524-1529) o HL60, una linea celular de leucemia promielocitica que se diferencia en neutréfilos maduros
(Fontana, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980), 3664-3668).

Puesto que estas lineas celulares precursoras tienen solamente un intervalo limitado de capacidad de desarrollo, es
preferible usar células multipotentes o pluripotentes. Esto es asi cuando dichas células se obtienen a partir de
células madre o células germinales primordiales preferidas en las realizaciones de la presente invencion.

Cualquier parte de la descripcién que se refiera a células madre embrionarias humanas que puedan prepararse
exclusivamente mediante un método que implique, de forma necesaria, la destruccion de embriones humanos no
forma parte de la presente invencion. Las referencias a las mismas se hacen unicamente con fines descriptivos.

La invencion puede llevarse a la practica usando células madre de cualquier especie de vertebrados. Se incluyen
células madre de humanos, asi como de primates no humanos, animales domésticos, ganado, y otros mamiferos no
humanos. Son fuentes preferidas de células madre los roedores, especialmente ratones y ratas. Entre las células
madre adecuadas para usar en esta invencion se encuentran las células madre pluripotentes de primates obtenidas
a partir de tejido formado tras la gestacién como, por ejemplo, un blastocito, o tejido fetal o embrionario extraido en
cualquier etapa de la gestacion. Son ejemplos no limitativos lineas establecidas de células madre embrionarias. La
invencién también es aplicable a células madre adultas, por ejemplo, células progenitoras adultas multipotentes
(MAPCs); véase, p. ej., Reyes y Verfaillie, Ann. N Y Acad. Sci. 938 (2001), 231-235 y Weissman y Anderson, Annu.
Rev. Cell Dev. Biol. 17 (2001), 387-403. Se hace referencia también a la fuente bibliografica de Anderson y col., Nat.
Med. 7 (2001), 393-395, y Prockop, Science 276 (1997), 71-74, en donde se describe la extraccion y cultivo de
células madre adultas.

Los medios para aislar y propagar las células madre pueden tener diversas férmulas diferentes, siempre y cuando
las células obtenidas tengan las caracteristicas deseadas y pueden propagarse adicionalmente. Fuentes adecuadas
incluyen medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), Gibco, #12440-053; medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), Gibco #11965-092; medio Knockout de Eagle modificado por Dulbecco (KO DM EM), Gibco
#10829-018; 200 mM L-glutamina, Gibco # 15039-027; soluciéon de aminoacidos no esenciales, Gibco 11140-050;
[beta]-mercaptoetanol, Sigma # M7522; factor de crecimiento de fibroblasto basico recombinante humano (bFGF),
Gibco # 13256-029. Se conocen medios para ES que contienen sueros ilustrativos y condiciones para el cultivo de
células madre y pueden optimizarse adecuadamente segun el tipo celular. En las referencias citadas en la presente
memoria se proporcionan medios y técnicas de cultivo para los tipos celulares especificos mencionados en la
seccion anterior.

Debido a su amplio intervalo de capacidad de desarrollo, dichas células madre son células madre embrionarias (ES)
en una realizaciéon especialmente preferida de esta invencién.

Como se ha mencionado anteriormente, se encuentran disponibles para el experto en la técnica diversas fuentes de
células ES de entre las cuales se prefieren células madre humanas para la mayoria de las realizaciones de la
presente invencion. Las células madre embrionarias humanas, y su uso para preparar células y tipos de tejido
diferente se describen también en Repord. Biomed. Online 4 (2002), 58-63. Las células madre embrionarias pueden
aislarse a partir de blastocitos de miembros de las especies de primates (Thomson y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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92 (1995), 7844). Las células germinales embrionarias (EG) humanas pueden prepararse a partir de células
germinales primordiales presentes en el material fetal humano extraidas aproximadamente 8-11 semanas después
del ultimo periodo menstrual. Métodos de preparacion adecuados se describen en Shamblott y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95 (1998), 13726. En la patente estadounidense US-A-6.245.566 se describen métodos para preparar
células que se asemejan a células madre embrionarias o células germinales embrionarias en términos de morfologia
y pluripotencia obtenidas a partir de células germinales primordiales aisladas a partir de tejido embrionario humano
como, por ejemplo, a partir de los precursores de las génadas de embriéon humano.

Recientemente, se ha manifestado que el diente deciduo humano exfoliado, un tejido relativamente muy accesible,
contiene células madre multipotentes identificadas como una poblacién de células clonogénicas muy proliferativas
capaces de diferenciarse en una variedad de tipos celulares, incluidas células neurales, adipocitos, y odontoblastos;
véase, Miura y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 (2003), 5807-5812. Tras el trasplante in vivo, se descubrié que
dichas células son capaces de inducir formacién de hueso, generar dentina, y sobrevivir en cerebro de raton junto
con la expresion de marcadores neurales. Ademas, el potencial multilinaje de células madre homocigéticas
obtenidas a partir de oocitos en metafase Il ha sido descrito por Lin y col. en Stem Cells 21 (2003), 152-161. En
Groundes y col. J. Histochem. Cytochem. 50 (2002), 589-610 se revisan diversas fuentes de células precursoras en
musculos postnatales y los factores que pueden mejorar la participacion de la célula madre en la formacién de
nuevos musculos esqueletales y cardiacos in vivo. En la solicitud de patente estadounidense US2003/0032185 se
describe la purificacién de célula/s madre hematopoyética/s (HSC) raras hasta conseguir homogeneidad que se
acogen en la médula 6sea. Se describe que estas células de médula 6sea adultas tienen una enorme capacidad de
diferenciacion puesto que pueden diferenciarse asimismo en células epiteliales del higado, pulmén, tracto
gastrointestinal y piel. Este hallazgo puede contribuir al tratamiento clinico de enfermedades genéticas o reparacion
de tejido. Ademas, pueden emplearse técnicas como, por ejemplo, transferencia nuclear para reconstruccion
embrionaria en donde dichos nucleos donantes diploides se trasplantan en oocitos en metafase madura Il (mll)
desnucleados. Esta tecnologia junto con otros procedimientos que ayudan al establecimiento de lineas de células
madre embrionarias (ES) con caracteristicas especificas adaptadas genéticamente e idénticas a las del receptor ha
sido resefiada por Colman y Kind, Trends Biotechnol.18 (2000), 192-196.

El campo de la tecnologia de las células madre esta siendo estudiado por Kiessling y Anderson, Harvard Medical
School, en Human Embryonic Stem Cells: An Introduction to the Science and Therapeutic Potential; (2003) Jones
and Bartlett Publishers; ISBN: 07637234 1X.

Para evitar el uso de, por ejemplo, embriones humanos como donantes de células madre, puede ser posible emplear
animales no humanos transgénicos, especialmente mamiferos, como fuente de células madre embrionarias. Por
ejemplo, en la patente estadounidense US-A-5.523.226 se describen composiciones y métodos para obtener cerdos
transgénicos para usar como donantes para xenoinjertos. Asimismo, W0O97/12035 describe métodos para producir
animales transgénicos para xenotransplantes. Ademas, en WOO01/88096 se describe tejido animal
inmunolégicamente compatible, adecuado para xenotransplante en pacientes humanos. Métodos para obtener
células germinales embrionarias de origen porcino se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense US-A[]
6.545.199. También pueden emplearse células inmunolégicamente compatibles con humanos para los fines de la
presente invencion.

Las células madre pueden propagarse continuamente en cultivo usando una combinacion de condiciones de cultivo
que promuevan la proliferacion sin promover la diferenciacion. Tradicionalmente, las células madre se cultivan sobre
una capa celular de soporte, tipicamente células de tipo fibroblasto, a menudo obtenidas a partir de tejido
embrionario o fetal. Las lineas celulares se cultivaron en placa hasta confluencia, usualmente irradiadas para evitar
la proliferacion, y a continuacion se usaron para sustentar cuando se cultivaron en un medio acondicionado por
determinadas células (p. ej., Koopman y Cotton, Exp. Cell 154 (1984), 233-242; Smith y Hooper, Devel. Biol. 121
(1987), 1-91), o mediante la adicién exdgena de factor inhibidor de leucemia (LIF). Dichas células pueden cultivarse
de forma relativamente indefinida usando las condiciones de cultivo adecuadas sin diferenciacion.

En ausencia de células soporte, factor inhibidor de la leucemia exégeno (LIF), o medio acondicionado, las células ES
o EG se diferencian de forma espontanea en una amplia variedad de tipos celulares, incluidas las células presentes
en cada una de las capas germinales endodérmica, mesodérmica, y ectodérmica. Con las combinaciones
adecuadas de factores de crecimiento y diferenciacion, sin embargo, puede controlarse la diferenciacion celular. Por
ejemplo, las células ES y EG de ratdn pueden generar células del linaje hematopoyético in vitro (Keller y col., Mol.
Cell Biol. 13 (1993), 473-486; Palacios y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 7530-7534; Rich, Blood 86
(1995), 463-472). De forma adicional, las células ES de ratdon se han usado para generar cultivos in vitro de
neuronas (Bain y col., Developmental Biology 168 (1995), 342-357; Fraichard y col., J. Cell Science 108 (1995),
3161-3188) cardiomiocitos (células musculares del corazén) (Klug y col., Am. J. Physiol. 269 (1995), H1913-H1921),
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células musculares esqueletales (Rohwedel y col., Dev. Biol. 164 (1994), 87-101), células vasculares (Wang y col.,
Development 114 (1992), 303-316). La patente estadounidense US-A-5.773.255 se refiere a lineas celulares beta
pancreaticas que secretan insulina en respuesta a la glucosa, la patente estadounidense US-A-5.789.246 se refiere
a células precursoras de hepatocitos. La diferenciacion hepatica de células madre embrionarias murinas se describe
también en Jones y col., Exp. Cell Res. 272 (2002), 15-22.

Otros progenitores de interés incluyen, sin limitarse a ello, condrocitos, osteoblastos, células epiteliales del pigmento
de la retina, fibroblastos, células de la piel como, por ejemplo, queratinocitos, células dendriticas, células foliculares
del cabello, células epiteliales del conducto renal, células musculares lisas y esqueléticas, progenitores testiculares,
y células endoteliales vasculares.

En determinadas realizaciones de la presente invencion, la diferenciacion se promueve retirando uno o mas
componentes del medio que promueve o promueven el crecimiento de células indiferenciadas o que actia o actian
como inhibidores de la diferenciacion. Entre los ejemplos de dichos componentes se incluyen determinados factores
de crecimiento, mitdgenos, factor inhibidor de leucocitos (LIF), y factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF).
La diferenciacion puede favorecerse también afiadiendo un componente del medio que favorezca la diferenciacion
hacia el linaje celular deseado, o que inhiba el crecimiento de las células con caracteristicas no deseadas.

En una realizaciéon preferida de la presente invencién, dicho gen informador en la molécula de acido nucleico
recombinante descrito anteriormente se une operablemente a, al menos, una secuencia reguladora especifica del
tipo celular. Esta realizacion tiene la ventaja de proporcionar no solo un sistema de seguimiento para la
diferenciacion en si, sino que permite ademas observar la diferenciacion en un tipo celular determinado. La
secuencia reguladora transportara la expresion de la molécula informador solamente a aquellas células que
adquieran el tipo celular deseado mediante diferenciacion. Habitualmente, dicha secuencia reguladora comprende
dichos elementos promotores y/o potenciadores. Ademas, o alternativamente, puede usarse un segundo gen
informador que esta bajo control de dicha secuencia reguladora especifica para el tipo celular. El segundo gen
informador puede ser el mismo que el usado para la expresion dependiente de la diferenciacion o diferente,
incluyendo genes informadors convencionales como, por ejemplo, el de proteina fluorescente verde (GFP). Ademas,
el segundo gen informador puede estar presente en la molécula de acido nucleico recombinante o en un constructo
vectorial diferente, requiriendo la ultima opcion la cotransfeccion de ambas moléculas en las células.

En otra realizacion, las células diferenciadas que contienen la molécula de acido nucleico recombinante de la
presente invenciéon y de forma opcional ADN exdgeno como, por ejemplo, los constructos vectoriales descritos
anteriormente en la presente memoria, se enriquecen y separan de las células no diferenciadas y/o de las células de
tipos celulares no deseados. Por lo tanto, segun esta invencion, las poblaciones de células diferenciadas se vacian
de células relativamente indiferenciadas y/o de células de tipos celulares no deseados usando un sistema de
seleccion que es letal para las células y tipos celulares no deseados. Esto puede lograrse, por ejemplo, expresando
un gen marcador seleccionable bajo el control de una secuencia reguladora que hace que el gen se exprese,
preferentemente, en el tipo celular deseado y/o en una determinada etapa del desarrollo, lo que hace que las células
de un tipo celular especifico se vuelvan mas resistentes a un efecto letal de un agente externo. Para lograr esto, las
células se alteran genéticamente con una molécula de acido nucleico recombinante que comprende el gen marcador
seleccionable antes del proceso usado para diferenciar las células en el linaje deseado. El sistema de seleccion
puede estar presente en la molécula de acido nucleico recombinante de la presente invenciéon o en un constructo
vectorial diferente que es usado para la cotransfeccion.

Los tipos celulares a los cuales va dirigida la diferenciacion incluyen fibroblastos de conexién, células estromales,
células endoteliales, células gliales, células neurales, células neuronales, células hematopoyéticas, células
musculares lisas, células musculares esqueletales, células epiteliales, y células cardiacas. Para hacer el
seguimiento de la diferenciacion en estos tipos celulares en particular, las secuencias reguladoras tienen que estar
unidas operativamente a la secuencia génica codificadora que confiere una expresion del codificador que es
especifico para dichos tipos celulares.

En una realizacién preferida del método segun la presente invencion, dicho promotor o potenciador se selecciona del
grupo que consiste en promotor o potenciador aMHC, MLC2V, VE-cadherina, Tie-2, Flk-1, FIt-1, GFAP, tubulina alfall
1 y colageno 2. Mientras que el promotor/potenciador de cadena de colageno pro-alfa (II) (Zhou y col., J. Cell Sci.
108 (1995), 3677-3684) es especifico para condrocitos, la expresion en las células endoteliales puede ser activada
por el promotor VE-cad (Gory y col., Blood 93 (1999), 184-192), el promotor Flt-1 (quinn y col., Biochem. Biophys.
Res. Commun. 276 (2000), 1089-1099), el Tie-2 (Schlaeger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997), 3058-3063)
y el promotor/potenciador Flk-1 (Kappel y col., Blood 93 (1999), 4284-4292), respectivamente. El promotor tubulina
alfa-1 (Gloster y col., J. Neurosci. 14 (1994), 7319-7330) y el promotor de proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP)
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(Besnard y col., J. Biol. Chem. 266 (1991), 18877-18883) son especificos para las células neurales. El promotor
minimo de la cadena pesada de musculo liso (SMHC) es especifico para musculos lisos (Kallmeier y col., J. Biol.
Chem 270 (1995), 30949-30957). Un vector HSV-1 que contiene el promotor de tirosina hidroxilasa de rata para usar
tanto en expresion a largo plazo como en expresion especifica del tipo celular en la parte central del cerebro se
describe en Song y col., in J. Neurochem. 68 (1997), 792-803. Los promotores especificos cardiacos como, por
ejemplo, el promotor de cadena pesada de alfa-miosina (aMHC) y el promotor de cadena 2v ligera de miosina
(MLC2v), siendo el ultimo especifico para musculos del corazon ventriculares, se describen mas detalladamente
mas adelante en la presente memoria.

Son ejemplos adicionales de promotores especificos de tejido los que son activos en células hematopoyéticas,
células de cartilago o células epidérmicas, asi como células p que secretan insulina.

“Especifico del tejido” se incluye en el término “especifico de la célula”. Las secuencias reguladoras de los tipos
celulares descritos anteriormente y otros promotores especificos del tipo celular pueden encontrarse en las fuentes
bibliograficas; véase, p. €j., “medline” y NCBI.

Las enfermedades cardiovasculares se encuentran todavia entre las causas mas frecuentes de muerte en los paises
industrializados de occidente. Solamente mediante investigacion basica intensiva en este campo pueden descubrirse
las causas patofisiologicas, y pueden concebirse nuevos planteamientos terapéuticos, y pueden describirse cambios
toxicolégicos. Para estudiar la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares y para ensayar nuevas sustancias
farmacolégicas y toxicoldgicas se necesitan modelos que, por una parte, pueden transferirse a los humanos vy, por
otra, pueden remplazar los modelos animales que resultan tediosos y caros. En el afio 1991, solamente en los
estados de la antigua Alemania Occidental se habian empleado mas de 2 millones de animales.

Un punto de partida de la investigacion farmacolégica y toxicolégica que ha adquirido una importancia cada vez
mayor en tiempos recientes es la diferenciacion cardiaca. Para el desarrollo de las células del corazén que tiene
lugar de forma tipica, puede concluirse que se producen cambios patolégicos y toxicoldgicos de los cardiomiocitos.
Por lo tanto, por ejemplo, se sabe que el estado del receptor y las cascadas de la sefal intracelular se ven alteradas
en la hipertrofia cardiaca (Yamazaki y col., J. Mol. Cell Cardiol. 27 (1995), 133-140) e insuficiencia cardiaca
(Johnson y col., Biochem. Pharmacol. 45 (1993), 2365-2372). Estos cardiomiocitos alterados patolégicamente son
de nuevo parcialmente similares a las células del corazon de las etapas iniciales de la diferenciacion. Por lo tanto,
ademas de evaluaciones toxicoldgicas, se necesitan andlisis para la identificacion y aislamiento de sustancias
capaces de promover remodelado cardiaco, lo que puede usarse para intervenciones terapéuticas en el tratamiento
de pacientes con disfuncion cardiaca caracterizada por, por ejemplo, hipertrofia patolégica y fibrosis.

Sin embargo, los examenes necesarios para elucidar las propiedades de las células del corazén en etapas iniciales
de la diferenciacion son técnicamente dificiles de llevar a cabo con animales vivos vy, si pueden llevarse a cabo, es
Unicamente en estudios muy complicados: el dia 12-13, como fecha mas temprana posible, es posible preparar
cardiomiocitos a partir de embrién murino, pero dichas células ya no corresponden a una etapa temprana de
diferenciacion cardiaca. Un analisis detallado de la expresion del receptor durante diversas etapas de la
diferenciacion requiere un gasto muy elevado de material animal y es técnicamente dificil de llevar a cabo segun se
ha expuesto anteriormente en la presente memoria. De forma similar, con un modelo animal no es posible llevar a
cabo la observacion del desarrollo de una célula del corazén relativamente indiferenciada durante varios dias o
semanas. Para someter a analisis el uso de agentes terapéuticos novedosos, p. ej., sustancias inotropicas o
antiarritmicas o sustancias téxicas, p. ej., metales pesados o retinoides, debe llevarse a cabo un seguimiento
invasivo de los animales, p. €j., cerdos.

Ahora, ha sido el objeto de la presente invencion proporcionar un analisis celular que permita una caracterizacion
sencilla de los efectos de los compuestos en la cardiomiogénesis y permita realizar examenes funcionales en lugar
de estar basado en genes informadors como, por ejemplo, Lac-Z (Niwa y col., Gene 108 (1991), 193-199; Wobus y
col., J. Mol. Cell Cardiol. 29 (1997), 1525-1539; Metzger y col., Circ. Res. 78 (1996), 547-552), del mismo modo que
en los métodos anteriores, de cuyos genes puede detectarse la expresion solo tras la fijacion de la célula y mediante
un sustrato especifico.

Sorprendentemente, se ha descubierto que las células ES pueden ser transfectadas de modo estable con un
constructo de ADN en el que el gen que codifica la proteina marcadora secretada se acopla con un promotor
especifico de cardiomiocito y dependiente de la célula y del desarrollo; véanse los ejemplos y la secuencia vectorial
representada en SEQ ID NO: 3. Este constructo se integra en el ADN nativo y tras la activacion especifica de las
sefiales intracelulares el promotor se activa y la proteina marcadora se expresa y secreta en el medio. Por lo tanto,
las células ES que activan un factor de transcripcion especifico de la célula en un momento especifico de la

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2365786 T3

diferenciaciéon podrian reconocerse determinando el nivel de proteina marcadora o su actividad en el medio de
cultivo celular.

El propésito del método de la presente invencidén segun se ilustra en los ejemplos lleva implicito que la molécula
marcadora empleada deberia ser secretada realmente en el medio de cultivo celular, o en caso de un animal no
humano transgénico, en el fluido corporal. Si, por el contrario, la molécula marcadora secretada fuera recapturada
del medio y del fluido corporal, segun el caso, seria practicamente imposible cuantificar las células diferenciadas,
puesto que la cantidad medida de actividad o proteina activa en el sobrenadante de cultivo celular o fluido corporal
podria no mantener una buena correspondencia o no corresponderse en absoluto con el nimero real de células
diferenciadas y/o con el estado de la diferenciacion. Por lo tanto, las moléculas marcadoras como, por ejemplo, la
alfa-galactosidasa humana que, cuando se glicosila correctamente, puede ser tomada por las células mediante
receptores de manosa-6-fosfato no serian, al menos en su forma nativa, moléculas marcadoras adecuadas para los
fines de la presente invencion. No obstante, puede hacerse que esta enzima sea adecuada para los fines de la
presente invencién, p. ej., aboliendo su capacidad de ser glicosilada, por ejemplo, mediante las mutaciones
correspondientes en el ADN subyacente que codifica la enzima.

En una realizacion especialmente preferida de la presente invencion, dichas células que se diferencian son
cardiomiocitos. Para esta realizacion, dicha secuencia reguladora con especificidad para el tipo celular tiene
preferiblemente especificidad atrial y/o ventricular. Las secuencias reguladoras correspondientes, es decir, los
promotores con especificidad cardiaca se han descrito en la técnica anterior; véase también las fuentes citadas
anteriormente en la presente memoria. Por ejemplo, Nkx-2.5 especifico para cardiomiocitos en estadios muy
iniciales y células precursoras mesodérmicas, respectivamente, (Lints y col., Development 119(1993), 419 431); alJ
actina humana especifica para tejido del corazén, (Sartorelli y col., Genes Dev. 4 (1990), 1811 -1822), y MLC-2V
especifica para células musculares del corazén ventriculares (O'Brien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90 (1993),
51575161; Lee y col., Mol. Cell Biol. 14 (1994), 1220-1229; Franz y col., Circ. 73 (1993), 629-638 y WO96/16163). El
promotor de cadena pesada de alfa-miosina con especificidad cardiaca se describe en Palermo y col., Cell Mol. 266
(1991), 9180-91855. La expresion de la cadena pesada de miosina con especificidad atrial AMHCL y el
establecimiento de la polaridad anteroposterior en el desarrollo del corazén de pollo se describe en Yutzey y col.,
Development 120 (1994), 871-883.

Puesto que se facilita la deteccion usando una molécula marcadora para la cual existe un analisis robusto, sensible y
especifico, una realizacion especialmente preferida es el método segun la presente invencion en donde dicho
producto génico marcador es fosfatasa alcalina secretada (SEAP), alfa-amilasa o invertasa.

La SEAP es resistente al calor y no es inhibida por la L-homoarginina. Otras ventajas de esta molécula marcadora
son su baja toxicidad y el hecho de que los niveles de proteina que se secretan corresponden directamente a la
cantidad de ARNm intracelular. Por lo tanto, el analisis de marcador SEAP proporciona una medicion directa para la
expresion esgecifica para el tipo celular y, por lo tanto, para la diferenciaciéon. También es muy sensible: es posible
detectar 10™ g de proteina SEAP (Yang y col., Biotechniques 23 (1997), 1110-1114). Esto hace posible detectar la
diferenciacion en tipos celulares que son raros.

El uso de alfa-amilasa como molécula marcadora se describe en, por ejemplo, W098/49320. Esta molécula
marcadora es especialmente atractiva porque la enzima es muy estable en condiciones muy diversas. La medida de
la actividad de alfa-amilasa es sencilla, cuantitativa, sensible, segura y econémica. También ha mostrado
compatibilidad con un sistema marcador SEAP (Schlatter y col., Gene 282 (2002), 19-31). El uso de invertasa como
una proteina marcadora se describe, por ejemplo, en Mace y col., Virology 188 (1992), 869-874.

Los constructos de gen codificador que comprenden, entre otros, fosfatasa alcalina secretada como molécula
codificadora y que, por lo tanto, pueden usarse como fuente para preparar constructos vectoriales segun la presente
invenciéon se describen, por ejemplo, en WO00/34435 y Wang y col., Gene 279 (2001), 99-108, de los cuales el
ultimo describe SEAP murinica. La deteccion de nivel de SEAP puede realizarse segun se describe en los ejemplos
y en la técnica anterior; véase, p. €j., Bronstein y col., Biotechniques 17(1994), 172-177; Yang y col. (1997) y Wang y
col. (2001), mencionadas anteriormente en la presente memoria. El uso de fosfatasa alcalina secretada por
humanos en un modelo de gen codificador de ratén in vivo para hacer el seguimiento del crecimiento de un tumor
ovarico y la respuesta al tratamiento terapéutico se ha descrito en Nilsson y col., Cancer Chemother. Pharmacol. 49
(2002), 93-100. Este modelo puede adaptarse a las realizaciones de la presente invencion. Genes codificadores de
fosfatasa alcalina secretada obtenidos mediante procesos de ingenieria genética capaces de ser expresados en un
mamifero durante largos periodos de tiempo y deteccion de actividad de fosfatasa alcalina midiendo los niveles de
proteina o actividad de fosfatasa alcalina de una muestra de suero o de tejido de un mamifero que contiene la célula
con el gen transgénico, o midiendo los medios a partir de una célula cultivada que contiene el gen transgénico se
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describen también en W0O02/095068. La cantidad de actividad o proteina codificadora, en particular de actividad de
SEAP, puede detectarse en cualquier fluido biolégico como, por ejemplo, leche materna, plasma seminal, serum y
orina.

Puesto que no todas las moléculas que pueden usarse como mensajeras se secretan de forma natural, la molécula
de acido nucleico introducida en las células puede ser manipulada mediante métodos de ingenieria genética para
codificar una proteina que es excretada. Es especialmente preferido el método descrito anteriormente en la presente
memoria, en donde dicho producto génico codificador comprende una secuencia lider secretora. Son ejemplos de
secuencias lider secretoras, sin limitarse a ello, la secuencia lider tripartita (Chu y col., Biotechniques 5 (1995), 89001
896), la sefial de secrecion de inmunoglobulina (Schlatter y col., Gene 282 (2002), 19-31), la secuencia de sefial de
SUC2, asi como la secuencia de la sefial de cadena alfa del receptor interleuquina-2 humana (Kamiya y col., Tohoku
J. Exp. Med 180 (1996), 297-308.

Para seleccionar las células que contienen la molécula de acido nucleico recombinante segun la presente invencion
y, opcionalmente, otros constructos vectoriales como, por ejemplo, los que se han descrito anteriormente en la
presente memoria, dichas moléculas de acido nucleico recombinante y constructos vectoriales, respectivamente,
comprenden preferiblemente ademas un marcador que puede seleccionarse expresado mediante células
multipotentes o pluripotentes. Los marcadores que pueden seleccionarse son conocidos por el experto en la técnica
e incluyen, por ejemplo, genes resistentes a los antibidticos de tipo nucledsido y aminoglicésido que confieren
resistencia a, p. ej., puromicina, neomicina o higromicina. Otros ejemplos de genes resistentes son dehidrofolato(]
reductasa, que confiere resistencia contra aminopterina y metotrexata, asi como genes con resistencia a multiples
medicamentos, que confieren resistencia contra un nimero de antibidticos, p. ej., contra vinblastina, doxorubicina y
actinomicina D; véase, p. €j., Blau y col., Blood 89 (1997), 146-154, que describe el uso del gen de resistencia a
multiples medicamentos (MDR1) gen 1 como un marcador seleccionable dominante.

En una realizacién especialmente preferida de la presente invencién, dicho marcador seleccionable confiere
resistencia a puromicina. La puromicina es especialmente adecuada para la rapida eliminacion de células no
cardiacas en cultivo adherente de EB transgénicos. Ademas, la seleccién de medicamentos de células cardiacas
puede llevarse a cabo por completo en el cultivo de suspension de EB transgénicos. Por lo tanto, podria mostrarse
también que los cardiomiocitos derivados de células ES purificados sobreviven durante un periodo de tiempo mucho
mayor en cultivo que los homologos sin tratar. Ademas, la eliminacion de células ES no diferenciadas durante el
proceso de seleccion de medicamentos ha mostrado tener por si misma un efecto positivo claro en la viabilidad y
longevidad de dichas células derivadas de células ES como cardiomiocitos. Ademas, podria mostrarse de forma
sorprendente que la liberacién de células no diferenciadas préximas induce la proliferacion de cardiomiocitos. Por lo
tanto, la selecciéon de medicamentos posee tanto un efecto purificante como un efecto de multiplicacién; véase, p.
ej., WO02/051987. Por lo tanto, la seleccidon no solo proporciona los medios para eliminar células que no pueden
someterse a un seguimiento debido a que no llevan el gen informador, sino que también permite la eliminacién de
células que no se diferencian en el tipo celular deseado, siempre y cuando el gen informador y el gen marcador que
puede seleccionarse sean transportados por la misma secuencia reguladora especifica del tipo celular.

El método segun la presente invencién, en el que dichas células forman agregados celulares o agregados tisulares
derivados de diferentes tipos celulares ME es una realizacion preferida, y son especialmente preferidas aquellas
células que forman cuerpos embrioides (EB). Segin se ha mencionado anteriormente, los cuerpos embrioides
representan un grupo complejo de células que se diferencian en tejido diferente. En una realizacién, las células con
un cuerpo embrioide son esencialmente sincronizadas para su diferenciacion. Por tanto, a intervalos conocidos, la
mayor parte de las células sincronizadas se diferencian en las tres capas geminales embrionarias y contintan
diferenciandose en multiples tipos de tejido como, por ejemplo, cartilago, hueso, musculo liso y estriado, y tejido
neural, incluyendo ganglios embrionarios; véase también Snodgrass y col., "Embryonic Stem Cells: Research and
Clinical Potentials" en Smith and Sacher, eds. Peripheral Blood Stem Cells American Association of Blood Banks,
Bethesda MD (1993). Por lo tanto, las células en cuerpos embrioides proporcionan un modelo mucho mas proximo a
la complejidad de los organismos enteros que los analisis con células sencillas tradicionales o levaduras, y tampoco
debe hacerse frente al coste y dificultades asociadas con el uso de ratones y ratas y mamiferos de mayor tamafio.
Ademas, la reciente disponibilidad de cuerpos embrioides humanos mejora la capacidad predictiva de la presente
invencion proporcionando un vehiculo aun mas préximo para modelizar la toxicidad y para identificar medicamentos
utiles para el tratamiento de los desoérdenes cardiacos en sistemas de organismos humanos y en humanos.

El cuerpo embrioide de la presente invencién comprende una poblacién celular, siendo la mayoria de las mismas
células pluripotentes capaces de desarrollarse formando linajes celulares diferentes cuando se cultivan bajo las
condiciones adecuadas. Es preferible que el cuerpo embrioide comprenda, al menos, 51% de células pluripotentes
derivadas de células ES totipotentes. Mas preferiblemente, el cuerpo embrioide comprende, al menos, 71% de
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células pluripotentes derivadas de células ES totipotentes. Mas preferiblemente ailn, el cuerpo embrioide
comprende, al menos, 95% de células pluripotentes derivadas de células ES totipotentes.

En su forma mas sencilla, el método de creacion de un perfil molecular segun la presente invencion incluye poner en
contacto cuerpos embrioides con una composicion quimica de interés y, a continuacion, determinar las alteraciones
en la actividad codificadora o cantidad de proteina codificadora, o ambas, en el cuerpo embrioide expuesto a la
composicion quimica (el “cuerpo embrioide de analisis”) en comparacion con un cuerpo embrioide que no ha sido
expuesto al agente (un “cuerpo embrioide de control”).

Por lo tanto, el método de la presente invencién puede llevarse a cabo de modo que permita el auto-ensamblaje de
células en los agregados o estructuras tisulares. El término “cuerpos embrioides” (EB) es un término de la técnica
sindnimo de “cuerpos agregados”. Los términos se refieren a agregados de células diferenciadas e indiferenciadas
que aparecen cuando se produce un crecimiento excesivo de células ES en cultivos monocapa, o se mantienen en
cultivos en suspension. Los cuerpos embrioides son una mezcla de diferentes tipos celulares, de forma tipica de
varias capas germinales, que pueden distinguirse mediante criterios morfologicos. W002/051987 describe un
protocolo para obtener cuerpos embrioides. La fabricacion tiene lugar, preferiblemente, con el método de la “gota
colgante” o mediante cultivo de metilcelulosa (Wobus y col., Differentiation 48 (1991), 172-182).

De forma alternativa, pueden usarse matraces de centrifugacion (cultivos en agitacion) como método de cultivo. Por
lo tanto, se introducen células ES no diferenciadas en cultivos de agitacion y se mezclan de forma permanente
segun un procedimiento establecido. Por lo tanto, se introducen 10 millones de células ES en 150 ml de medio con
20% de suero fetal de ternero (FCS) y se agitan constantemente con una velocidad de 20 rpm, cambiandose de
forma regular la direccion del movimiento de agitacion. 24 horas después de la introduccion de las células ES, se
afiaden 100 ml adicionales de medio con suero y, posteriormente, se cambian a diario 100-150 ml del medio
(Wartenberg y col., FASEB J. 15 (2001), 995-1005). Bajo estas condiciones de cultivo pueden obtenerse grandes
cantidades de células derivadas de células ES, es decir, cardiomiocitos, células endoteliales, neuronas, etc.,
dependiendo de la composicion del medio. Las células se seleccionan mediante el gen de resistencia, en el medio
todavia en agitacion o tras hacer el cultivo en placas.

En una realizacion especialmente preferida de la presente invencién, se preparan cuerpos embrioides segun un
sistema de “cultivo en masa” desarrollado recientemente, empleado en los ejemplos anexos y descrito
detalladamente en la solicitud internacional W0O2005/005621.

Los cuerpos embrioides usados para someter a analisis la composicién quimica pueden ser de cualquier especie de
vertebrado. La seleccion de la especie especifica a partir de la cual se deriva el cuerpo embrioide reflejara de forma
tipica un equilibrio de diversos factores. En primer lugar, dependiendo de la finalidad del estudio, puede tenerse
especial interés en una o mas especies. Por ejemplo, los cuerpos embrioides humanos seran de especial interés
para usar en composiciones que vayan a ensayarse como sustancias potencialmente terapéuticas, pero también
para analisis toxicoldgicos para sustancias que incluyen sustancias quimicas industriales, mientras que los cuerpos
embrioides equinos, felinos, bovinos, porcinos, caprinos, caninos u ovinos pueden tener un mayor interés para un
uso potencialmente terapeutico en veterinaria. También son preferidos cuerpos embrioides de otras especies de uso
habitual en analisis preclinicos como, por ejemplo, cobayas, ratones, ratas, conejos, cerdos y perros. De forma
tipica, se usaran cuerpos embrioides de estas especies para un rastreo exhaustivo de "primer paso”, o cuando no se
necesite informacion detallada sobre toxicidad en humanos, o cuando se haya relacionado un resultado en la
especie murina u otra especie de laboratorio con una toxicidad conocida u otro efecto en humanos. Ademas, con
respecto a las aplicaciones terapéuticas en humanos, las agencias reguladoras generalmente requieren datos de
estudios en animales antes de comenzar a realizar analisis en humanos; generalmente, se deseara usar cuerpos
embrioides de especies que se usaran en los estudios animales preclinicos. Los resultados de analisis de toxicidad
en los cuerpos embrioides pueden entonces guiar al investigador en el grado y tipo de toxicidad anticipada durante
los analisis en animales. En la técnica se sabe que determinadas especies animales son mejores modelos de
toxicidad humana de diferentes tipos que otras, y las especies difieren también en su capacidad para metabolizar los
medicamentos; véase, p. €j., Williams, Environ. Health. Perspect. 22 (1978), 133-138; Duncan, Adv. Sci. 23 (1967),
537-541. Por lo tanto, la especie particular preferida para usar en un estudio de toxicidad preclinico especifico puede
variar segun el uso previsto de la sustancia candidata a medicamento. Por ejemplo, una especie que proporciona un
método adecuado para un medicamento con un efecto previsto sobre el sistema reproductivo puede no ser un
modelo adecuado para un medicamento con un efecto previsto sobre el sistema nervioso. En la técnica se conocen
criterios para seleccionar especies apropiadas para analisis preclinicos.

Una vez que se ha iniciado un cultivo de un cuerpo embrionario, éste puede ponerse en contacto con una
composicién quimica. De forma conveniente, la composicién quimica es una solucién acuosa, preferiblemente en un
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disolvente usado de forma convencional en un cultivo celular, por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO), y se introduce
en el medio de cultivo; véanse también los ejemplos. La introduccién puede realizarse por cualquier medio que
resulte practico para ello, pero generalmente serd con una pipeta, una micropipeta o una jeringa. En algunas
aplicaciones como, por ejemplo, seleccion de alto rendimiento, las composiciones quimicas se introduciran por
medios automaticos como, por ejemplo, sistemas de pipeteado automaticos, que pueden estar situados en brazos
robotizados.

Las composiciones quimicas pueden introducirse también en el medio de cultivo como formas en polvo o sdlidas,
con o sin excipientes farmacéuticos, aglutinantes, y otros materiales usados habitualmente en composiciones
farmacéuticas, o con otros vehiculos que puedan emplearse en el uso previsto. Por ejemplo, las composiciones
quimicas previstas para usar como sustancias quimicas de uso en agricultura como agentes petroquimicos pueden
introducirse en el medio por si mismas para someter a andlisis la toxicidad de las sustancias quimicas o agentes, o
introducirse en combinacion con otros materiales con los que puedan usarse o que puedan encontrarse en el medio
ambiente, para determinar si la combinacion de las sustancias quimicas o agentes tiene el mismo efecto sinérgico.
De forma tipica, los cultivos seran agitados al menos durante un breve intervalo de tiempo después de la
introduccién de una composicién quimica para asegurar que la composicion se disperse por todo el medio.

El momento en el cual se afiade una composicidn quimica al cultivo puede ser determinado por el técnico y variara
segun el objetivo del estudio en particular. De forma conveniente, la composiciéon quimica sera afiadida en cuanto el
cuerpo embrioide se desarrolle a partir de células madre, permitiendo la determinacién de la alteracién en la
expresion de la proteina o del gen en el desarrollo de todos los tejidos del cuerpo embrioide. Puede resultar de
interés, sin embargo, centrarse en el estudio del efecto de la composiciéon en un tipo de tejido especifico. Como se
ha mencionado previamente, el tejido individual como, por ejemplo, tejido muscular, nervioso y hepatico, son
conocidos para desarrollar en momentos especificos una vez que se ha formado el cuerpo embrioide. La adiciéon de
la composicion quimica puede, por tanto, realizarse de modo que se produzca cuando el tejido de interés comienza
a desarrollarse, o en un momento escogido tras el comienzo del desarrollo, para observar el efecto en la expresion
del gen o proteina que se esta alterando en el tejido de interés.

Se usaran cantidades diferentes de una composicidn quimica para poner en contacto con un cuerpo embrioide
dependiendo de la cantidad de informacion conocida acerca de la toxicidad de dicha composicién, la finalidad del
estudio, el tiempo disponible y los medios que tenga disponibles el técnico. Una composicion quimica puede
administrarse a Unicamente una concentracion, en especial cuando otros estudios, trabajo o experiencia de campo
previa con el compuesto hayan indicado que una concentracion especifica es la mas habitual en el cuerpo. De forma
mas habitual, la composicién quimica se afadira a diferentes concentraciones en cultivos paralelos de cuerpos
embrionarios, de modo que pueda evaluarse los efectos de las diferencias en la concentracion de la expresion del
gen o proteina y, por lo tanto, las diferencias en la toxicidad de la composiciéon a diferentes concentraciones. De
forma tipica, por ejemplo, la composicidon quimica se afiadira a una concentracién normal o media, y se ajustara
mediante aumentos y disminuciones dobles o quintuples en la concentracién, dependiendo del grado de precision
deseado.

Cuando la composicién tiene una toxicidad desconocida, es conveniente llevar a cabo inicialmente un estudio
preliminar para determinar los intervalos de concentracion a los cuales se sometera a analisis la composicion. En la
técnica se conocen diversos procedimientos para determinar las dosis de concentracién. Un procedimiento habitual,
por ejemplo, es determinar la dosis a la cual el agente es directamente toxico. El técnico reduce posteriormente la
dosis a la mitad y lleva a cabo un estudio de dosificacion, de forma tipica administrando el agente de interés en
diluciones a la quinta parte o a la mitad de la concentracion a cultivos paralelos de células del tipo de interés. Para
los contaminantes medioambientales, la composicidon se sometera también, de forma habitual, a la concentracion a
la cual se encuentra en el medio ambiente. Para sustancias quimicas de uso en agricultura como, por ejemplo,
pesticidas que dejan residuos en los productos alimenticios, el agente sera sometido a analisis de forma habitual a la
concentracion a la que se encuentra el residuo, aunque sera probablemente sometido a analisis también a otras
concentraciones. Por lo tanto, la dilucidon de compuestos de analisis puede realizarse haciendo en tubos separados
una serie de diluciones en DMSO de compuestos 50 6 100 veces mas concentrados. Uno o dos ul de cada dilucion
se distribuyen en cada pocillo antes de distribuir la suspension celular. Son especialmente preferidas series de
solucion madre y de diluciones segun se describe para el acido retinoico en el ejemplo 3.

Las consideraciones anteriores con respecto a poner en contacto las composiciones con los EB, tiempo de contacto,
etc., también se aplican a los analisis de la presente invencion realizados en, p. €j., células ES, tejido y animales no
humanos, si es aplicable.

La presente invencidon también se refiere a constructos génicos informadors para hacer el seguimiento de la
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diferenciacion celular que comprenden la molécula de acido nucleico recombinante definida previamente en la
presente memoria, asi como a células capaces de diferenciarse en, al menos, un tipo celular en particular que
contienen dichos constructos génicos informadors, o que pueden obtenerse por los métodos descritos en la presente
memoria. Asimismo, son objeto de la presente invencion agregados celulares, tejido, érganos, implantes o
trasplantes que comprenden dicho constructo génico informador que pueden obtenerse por los métodos descritos en
la presente memoria o constituidos a partir de dichas células, agregados celulares, tejidos, érganos, implantes o
trasplantes.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un animal no humano transgénico que puede generarse a
partir de las células ES mencionadas y tipos celulares y agregados celulares derivados de células ES; véase lo
descrito anteriormente en la presente memoria. Un método para la produccién de un animal no humano transgénico
que forma parte de la presente invencion, por ejemplo, un raton transgénico, comprende la introducciéon de un gen
informador segun se ha descrito anteriormente en una célula germinal, una célula embrionaria, célula madre o un
huevo o una célula derivada de las mismas. El animal no humano puede usarse segun un método de rastreo
exhaustivo de la presente invencion descrito en la presente memoria. La produccién de embriones transgénicos y el
rastreo exhaustivo de los mismos puede realizarse, p. €j., segun se describe en A. L. Joyner Ed., Gene Targeting, A
Practical Approach (1993), Oxford University Press. En la técnica se describe un método general para producir
animales no humanos transgénicos; véase, por ejemplo, W094/24274. Para obtener organismos no humanos
transgénicos (lo que incluye animales no humanos homdlogamente seleccionados), se prefieren células madre
embrionarias (células ES). Las células ES murinas como, por ejemplo, la linea AB-1 desarrollada en capas
alimentadoras de células SNL76-77 sin actividad mitética (McMahon y Bradley, Cell 62 (1990), 1073-1085)
esencialmente segun se ha descrito (Robertson, in Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical
Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press) (1987), 71-112) pueden usarse para la seleccion homologa de
genes. Otras lineas de células ES adecuadas incluyen, aunque sin limitarse a ello, la linea E14 (Hooper y col.,
Nature 326 (1987), 292-295), la linea D3 (Doetschman vy col., J. Embryol. Exp. Morph. 87 (1985), 27-45), la linea
CCE (Robertson y col., Nature 323 (1986), 445-448), la linea AK-7 (Zhuang y col., Cell 77 (1994), 875-884) y otras;
véase también lo mencionado anteriormente en la presente memoria. El éxito de generar una linea de ratén a partir
de células ES portadoras de una mutacion seleccionada especificamente depende de la pluripotencia de las células
ES (es decir, de su capacidad, una vez inyectadas en un embrion huésped en desarrollo como, por ejemplo, un
blastocito o mérula, para participar en la embriogénesis y contribuir a la formacion de las células germinales del
animal resultante). Se permite que los blastocitos que contienen las células ES inyectadas se desarrollen en los
uteros de hembras no humanas en estado de pseudogestacién y nacen como ratones quiméricos. Los ratones
transgénicos resultantes se retrocruzan y se someten a un proceso de seleccién para determinar la presencia de
gen o genes transgénicos correctamente desarrollados mediante PCR o andlisis Southern blot de ADN obtenido
mediante biopsia del rabo de descendientes para identificar ratones transgénicos para el locus o los loci. Por
ejemplo, la expresion transitoria de un gen recombinasa introducido directamente en huevos fertilizados mediante
inyeccion pronuclear proporciona un método rapido y eficaz para generar ratones mutantes con deleciones o
translocaciones deseadas en genes seleccionados. En Sunaga y col., Mol. Reprod. Dev. 46 (1997), 109-113 se
describe la eliminacion eficaz de secuencias de ADN flanqueadas por sitios loxP en un locus especifico para un gen
mediante expresion transitoria de recombinasa Cre en huevos fertilizados. Reprod. Dev.

En la técnica se describen también métodos para producir moscas transgénicas como, por ejemplo, Drosophila
melanogaster; véase, por ejemplo, US-A-4.670.388, Brand y Perrimon, Development 118 (1993), 401-415; y Phelps
y Brand, Methods 14 (1998), 367-379. Gusanos transgénicos como, por ejemplo, C.elegans pueden generarse
segun se describe en Mello y col., EMBO J. 10 (1991), 3959-3970, Plasterk, Methods Cell. Biol. 48 (1995), 59-80.

Todas las realizaciones descritas anteriormente pueden no solo usarse para hacer el seguimiento de la
diferenciacion celular y optimizar las condiciones de cultivo usando moduladores en sus formas puras, sino que el
agente o agentes eficaces podrian estar también contenidos en una composicion.

Por lo tanto, las composiciones de materia que comprenden cualquiera de las moléculas de acido nucleico
recombinante, células, agregados celulares, o tejidos de la presente invencion segun se describe en la presente
memoria, se incluyen en el ambito de la presente invenciéon. Segun se ha descrito anteriormente, estas
composiciones y métodos de la presente invencidon pueden usarse para diversos propésitos, por ejemplo, para
analizar las etapas iniciales de la formacion de tejido durante el desarrollo embrionario o la influencia de factores y
compuestos en este proceso.

En una realizacion especialmente preferida, la presente invencion se refiere a arrays y chips que comprenden un
soporte sélido y, afiadidos al mismo o suspendidos sobre las células, agregados celulares o tejidos obtenidos
mediante el método de la presente invencidon o que se encuentran en proceso de diferenciacion. Dichos arrays
generalmente constan de un sustrato de vidrio, plastico o silicona sobre el cual se depositan los agregados celulares
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o tejido en una distribucion especifica. Dependiendo del tipo de disposicidon, estas pueden cubrirse de forma
adicional con un conductor, p. €j., oro, platino, 6xido de indio-estafio, iridio, etc., lo que permite efectuar una
medicion directa empleando la conductividad de las células. El uso de dichos arrays de microelectrodos coplanares
para células cultivadas y agregados celulares como biosensores es de especial interés.

Ademas, la invencion se refiere a un aparato para analizar dicha disposicion que sera capaz de medir la lectura
especifica del analisis empleado, p. €j., el producto de reaccion SEAP, de un modo cuantitativo y asignar los
resultados a la posicién sobre dicho array.

El sistema para hacer el seguimiento de la diferenciacion celular segun la presente invencion también puede
emplearse para identificar y caracterizar sustancias que modifican el proceso de diferenciacién. Las poblaciones de
células diferenciadas y tejidos adecuados para la administracion a humanos deben identificarse tras el proceso de
diferenciacion para evitar administrar células no diferenciadas con un elevado potencial tumorigénico o células
diferenciadas en células que no se necesitan para un propdsito terapéutico especifico. La identificacion positiva de
células diferenciadas en un tipo celular determinado permite también la optimizacion de condiciones de cultivo que
es necesaria para obtener las cantidades relativamente elevadas de células diferenciadas necesarias para fines
terapéuticos. Por lo tanto, es necesario identificar las condiciones para el cultivo de células ES que conducen a su
diferenciacion en la direccion deseada.

En consecuencia, una realizacion preferida de la invencion es un método de obtencién y/o perfilado de un modulador
de diferenciacion celular que comprende:

- poner en contacto una muestra de analisis que comprende una célula, un agregado celular, un tejido u
6rgano o un animal no humano segun se ha definido anteriormente en la presente memoria con una sustancia de
analisis; y

- determinar el efecto de la sustancia de analisis en la cantidad de producto génico informador o actividad en
comparacion con una muestra o animal de control.

En particular, los métodos de la presente invencién pueden usar analisis toxicoldgicos, embriotoxicos, mutagénicos,
y/o teratogénicos in vitro; véase lo mencionado anteriormente en la presente memoria. Otro aspecto importante de la
presente invencién es, por lo tanto, un método para determinar la toxicidad, preferiblemente la teratogenicidad,
embriotoxicidad, toxicidad crénica o aguda de un compuesto que comprende las etapas de los métodos descritos en
la presente memoria, en donde un nivel reducido o elevado de actividad de dicho producto de gen informador es un
indicador de la toxicidad del compuesto.

Los analisis pueden ser andlisis “si/no” sencillos para determinar si hay un cambio en la expresion de la proteina
mensajera secretada detectando actividad mensajera, p. e€j., la actividad enzimatica o la cantidad de proteina
mensajera. El andlisis puede hacerse cuantitativo comparando la cantidad de actividad y/o cantidad de informador
en una muestra de andlisis con los niveles de actividad y/o cantidad en una muestra estandar. Segun se describe en
los ejemplos, el compuesto sometido a analisis o una pluralidad de compuestos sometidos a analisis se someten al
test celular, preferiblemente un cuerpo embrioide en diferentes concentraciones o series de dilucién, preferiblemente
a dosis que corresponden a niveles fisioldgicos del tipo correspondiente a los compuestos sometidos a analisis;
véase también el ejemplo 3. Por lo tanto, es también posible generar facilmente perfiles de compuesto con una
finalidad similar a los descritos en WO00/34525. Por ejemplo, pueden usarse dos o mas analisis de modo que para
cada analisis las células de analisis o, p. €j., los cuerpos embrioides comprendan moléculas de ADN recombinante
con diferentes promotores especificos de la célula y/o especificos del desarrollo unidos operablemente a los mismos
o a diferentes codificadores, preferiblemente en donde cada informador es una proteina secretada, p. €j., enzima,
mas preferiblemente en donde un informador o cada informador es SEAP. Dichos analisis pueden realizarse en
paralelo o de forma secuenciada; o los resultados de un andlisis pueden compararse con los resultados de un
analisis correspondiente realizado en otra parte. Asimismo, esta previsto proporcionar y usar células que
comprendan dos de las moléculas recombinantes mencionadas pero con diferentes promotores y informadors segun
se ha mencionado anteriormente. Por lo tanto, puede establecerse un perfil molecular de una composicién quimica
sometida a analisis detectando las alteraciones en la actividad génica codificadora o cantidad de proteina
codificadora en, por ejemplo, cuerpos embrioides puestos en contacto con la composicién quimica sometida a
andlisis, segun se ha descrito en las secciones anteriores. Una vez determinado el perfil molecular de la
composicion sometida a analisis, puede compararse con el de una composicion quimica con toxicidades
predeterminadas o, preferiblemente, con una biblioteca de perfiles moleculares de composiciones quimicas con
toxicidades predeterminadas. El resultado de dicha comparacién proporciona informacion para predecir la
probabilidad de que la composicién sometida a analisis sea tdxica, qué tipo de toxicidad, y cémo de tdxica seria en
comparacion con otras composiciones téxicas conocidas.
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Para la finalidad de llevar a la practica la presente invencién, las predicciones de toxicidad de la composicidon
sometida a analisis a partir de sus perfiles moleculares en células ES, tejido, etc., preferiblemente células EB, no
tienen por qué tener una exactitud del 100%. Para tener un mayor impacto positivo sobre la eficacia y costes del
desarrollo de los medicamentos, solamente debe aumentarse ligeramente la probabilidad de que los candidatos
menos toxicos y, por lo tanto, mejores, aparezcan, por ejemplo, en la mitad superior de una lista priorizada de
nuevos candidatos a farmacos.

Ademas, en el ejemplo 3 se ha demostrado que el efecto dependiente de la concentracion del compuesto sometido
a andlisis en la actividad de la molécula mensajera en sobrenadantes de cultivo es consistente con la inhibicion
dependiente de la concentracién de la generacion del tipo celular diferenciado mediante el compuesto de analisis.
Por lo tanto, es posible también comparar un perfil de compuesto generado con un método de la presente invencion
con un perfil de compuesto proporcionado por otros medios, por ejemplo, si ambos perfiles cuantifican las células
diferenciadas in vitro.

Puesto que las células y tejidos obtenidos segun la presente invencidén se asemejan mas a la situacion in vivo en
comparacioén con los analisis celulares convencionales, se espera que los resultados obtenidos mediante los analisis
de la presente invencidon se correspondan también con la teratogenicidad o embriotoxicidad in vivo de los
compuestos sometidos a analisis. La lectura simple del andlisis de la molécula mensajera se mide e interpreta mas
facilmente que la determinacion de la influencia de una sustancia realizando el seguimiento del desarrollo embrional
y post-natal de un animal sometido a analisis en todos los aspectos y en etapas diferentes del desarrollo. Esto
requiere sacrificar un nimero de animales a diferentes edades, mientras que empleando la molécula mensajera
secretada de modo especifico segun el desarrollo pueden obtenerse muestras de fluidos corporales del animal de
forma repetida permitiendo efectuar el seguimiento a lo largo de un amplio periodo de tiempo durante toda la vida
del animal. Esto reduce también la variabilidad de los resultados del analisis.

Pueden combinarse varias sustancias de analisis y afiadirse simultaneamente o de forma secuenciada para obtener
informacién acerca de posibles efectos potecniadores o atenuadores. Por lo tanto, un aspecto adicional de la
presente invencion se refiere al método descrito anteriormente, en donde dicha etapa de contacto incluye ademas
poner en contacto dicha muestra o animal de andlisis con, al menos, una segunda sustancia de analisis en
presencia de dicha primera sustancia de analisis. Dos 0 mas sustancias sometidas a analisis de forma combinada
proporcionaran informacion sobre su interacciéon en general.

Una realizacion preferida de los métodos segun la presente invencion incluye afiadir un compuesto que segun se
sabe activa o inhibe el proceso de diferenciacién en el medio o animal de cultivo, especialmente si esta sustancia de
analisis es un agente terapéutico o una mezcla de agentes terapéuticos. Este rastreo exhaustivo puede hacerse, por
ejemplo, porque se sabe que el compuesto tiene un efecto en la diferenciacion de determinados tipos celulares y se
somete a analisis para determinar su potencial para guiar la diferenciacion de otros tipos celulares, o porque un
compuesto escogido para tener efectos en otro tipo celular puede tener efectos secundarios no deseados. Este
ultimo aspecto aplica especialmente para agentes terapéuticos.

Ambos aspectos del rastreo exhaustivo de medicamentos pueden adaptarse para métodos de rastreo exhaustivo de
bibliotecas de compuestos asi como para rastreo exhaustivo de sustancias quimicas industriales. Por lo tanto, otra
realizacion de la presente invencién comprende el método descrito anteriormente en la presente memoria en donde,
preferiblemente, en un primer rastreo exhaustivo dicha sustancia de analisis estd comprendida en un conjunto de
sustancias y sometida a analisis como tal. Dicho conjunto de sustancias de analisis, habitualmente una biblioteca
combinada de compuestos, puede tener una diversidad de aproximadamente 10° a aproximadamente 10° y se acota
sucesivamente al ejecutar el método varias veces hasta que se ha reducido la diversidad hasta un factor deseado,
preferiblemente hasta un solo compuesto o clase particular de compuestos. De forma opcional, el método de la
presente invencidon puede combinarse con otros métodos de rastreo exhaustivo conocidos en la técnica. En la
técnica anterior se describen métodos para la generacion y uso de bibliotecas peptidomiméticas combinatorias, por
ejemplo, en Ostresh, Methods in Enzymology 267 (1996), 220-234 y Domer, Bioorg. Med. Chem. 4 (1996), 709-715.
Descubrimiento de medicamentos mediante bibliotecas combinatorias dindmicas se describe, por ejemplo, en Nat.
Rev. Drug Discov. 1 (2002), 26-36 y Drug Discov. Today 7 (2002), 117-125. Los compuestos identificados usando el
método de la presente invencién pueden evaluarse adicionalmente en experimentos simples empleando otros
métodos de la presente invencion.

Se obtienen compuestos y agentes candidatos de una amplia variedad de fuentes que incluyen bibliotecas de
compuestos sintéticos o naturales, o como las sustancias quimicas industriales mencionadas; véase lo mencionado
anteriormente en la presente memoria. Por ejemplo, se encuentran disponibles numerosos medios para la sintesis
aleatoria y dirigida de una amplia variedad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresion de
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oligonucledtidos y oligopéptidos aleatorizados. De forma alternativa, se encuentran disponibles o pueden producirse
facilmente bibliotecas de compuestos naturales en forma bacteriana, fangica, de extractos de plantas y animales.
Por ejemplo, la inhibicion de angiogénesis inducida por tumores y la expresion de una metaloproteinasa de matriz en
cultivos paralelos de cuerpos embrioides y esferoides tumorales mediante ingredientes de origen vegetal usados en
medicina tradicional china ha sido descrita por Wartenberg y col. en Lab. Invest. 83 (2003), 87-98.

Una realizacion preferida del método de rastreo exhaustivo se lleva a cabo en un array del tipo proporcionado por la
presente invencion.

Los métodos de array de la presente invencién pueden estar en un formato de laboratorio convencional o adaptados
para seleccion de alto rendimiento. La expresion "seleccion de alto rendimiento” (HTS) se refiere a un disefio de
andlisis que permite realizar facilmente andlisis de multiples muestras de forma simultdnea y con capacidad de
manipulacion robodtica. Otra caracteristica deseada de los andlisis de alto rendimiento es un disefio de analisis
optimizado para reducir el uso de reactivo, o minimizar el niumero de manipulaciones para obtener el analisis
deseado. Ejemplos de formatos de andlisis incluyen placas de 96 pocillos, 384 pocillos o de mas pocillos, gotas
colgantes, y chips de tipo microcanal "laboratorio integrado en el chip" usados para experimentos con liquidos. Es
bien conocido por el experto en la técnica que a medida que se miniaturizan los moldes de plastico y los dispositivos
para manejar liquidos o a medida que se mejoran los disefios de los dispositivos de array, pueden realizarse un
mayor numero de muestras usando el sistema de la presente invencion. En el método de la presente invencion,
dicha célula o células o tejido estan preferiblemente contenidas en un recipiente, por ejemplo, en un pocillo de una
microplaca que puede ser una placa de 24, 96, 384 o 1.586 pocillos. De forma alternativa, las células pueden
introducirse en un dispositivo basado en principios de microfluidica como, por ejemplo, los proporcionados por
Caliper (Newton, MA, EE.UU.). En otra realizacion preferida, el método de la presente invencion comprende realizar
3,4,5,7, 10 o mas mediciones, de forma opcional en diferentes posiciones dentro del recipiente.

Los métodos segun la presente invencién pueden llevarse a cabo también usando células modificadas
genéticamente para (sobre)expresar o inhibir la expresién de un gen especifico. Ejemplos de células madre
modificadas genéticamente se describen en WOO03/014326, que proporciona células madre de mamiferos que
expresan el receptor VEGF VEGRFR-1, o en W0O95/06509, que describe células madre hematopoyéticas humanas
que expresan constructos de ADN recombinante que codifican una molécula recombinante que contiene una region
transductora de sefal y una regiéon con especificidad antigénica. De forma alternativa al uso de células madre ya
alteradas, dicho gen especifico puede transfectarse al mismo tiempo que el constructo de la presente invencion
confiriendo la expresion de la molécula mensajera secretada.

Puede emplearse también una seleccién en bibliotecas combinatorias HTS asi como formatos de analisis
convencionales para identificar compuestos novedosos que tienen un efecto en la diferenciaciéon. Pueden usarse
compuestos novedosos asi como compuestos previamente conocidos para modular la diferenciacién celular para
fabricar un medicamento para este fin. Por lo tanto, una realizacion preferida de la presente invencion es un método
de obtenciéon y manufactura de un medicamento que favorece o inhibe la formacion de tipos celulares especificos
que comprende las etapas de los métodos descritos anteriormente en la presente memoria en donde un nivel de
actividad aumentado o reducido del producto génico codificador es un indicador del medicamento.

Los compuestos de interés incluyen numerosas clases de sustancias quimicas, aunque tipicamente son moléculas
organicas. Los agentes candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la interacciéon estructural con
proteinas, particularmente mediante puentes de hidrégeno, e incluyen tipicamente al menos un grupo amina,
carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los grupos funcionales. Los agentes candidatos a
menudo comprenden estructuras de carbono ciclicas o heterociclicas y/o estructuras aromaticas o poliaromaticas
sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales anteriores. Los agentes candidatos se encuentran también
entre biomoléculas, incluyendo péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados,
analogos estructurales o combinaciones de los mismos.

De forma adicional, las bibliotecas y compuestos producidos de forma natural o sintética son facilmente modificados
mediante medios quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales, y pueden usarse para producir bibliotecas
combinatorias. Los agentes farmacoldgicos conocidos pueden someterse a modificaciones quimicas dirigidas o
aleatorias como, por ejemplo, acilacion, alquilacion, esterificacion, acidificacion, etc., para producir analogos
estructurales.

Los compuestos pueden incluirse también en una muestra que incluye fluidos a los cuales se han afadido
componentes adicionales, por ejemplo, componentes que tienen un efecto en la fuerza idnica, el pH, la
concentraciéon total de proteina, etc. Ademds, las muestras pueden tratarse para lograr, al menos, un
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fraccionamiento o concentracién parcial. Pueden almacenarse muestras biolégicas procurando reducir la
degradacion del compuesto, p. €j., en atmésfera de nitrégeno, congeladas, o una combinacion de las mismas. El
volumen de muestra usada es suficiente para permitir una deteccién medible; habitualmente es suficiente de
aproximadamente 0,1 pyl a 1 ml de una muestra biolégica.

Los procesos de diferenciacion no solo desempefian un rol muy importante en el desarrollo embrionario, sino que
ademas son importantes para un organismo adulto puesto que se consigue el reemplazamiento continuo de células
senescentes o células dafiadas a causa de lesiones o enfermedades mediante células precursoras que se
diferencian en las células necesarias. Un aspecto importante de la presente invencion es, por lo tanto, un método de
fabricacién de un agente que favorece la curacion de heridas y/o la curacion de tejido dafiado que comprende las
etapas descritas en la presente invencién, en donde un mayor nivel o actividad del producto génico informador es un
indicador de dicho agente.

Los compuestos identificados, aislados y/o producidos mediante los métodos descritos anteriormente pueden usarse
también como compuestos candidatos a farmacos en el descubrimiento de medicamentos y preparacion de
medicamentos o precursores de medicamentos. Esto generalmente incluye modificar el compuesto lider o un
derivado del mismo o un compuesto aislado segin se ha descrito anteriormente en la presente memoria, por
ejemplo, modificando dicha sustancia para alterar, eliminar y/o derivatizar una parte de la misma que segun se
sospecha causa toxicidad, aumentando la biodisponibilidad, solubilidad y/o periodo de semivida. En consecuencia,
una realizacion preferida de la presente invencion comprende los métodos descritos previamente y modificar
adicionalmente dicha sustancia para alterar, eliminar y/o derivatizar una parte de la misma que segun se sospecha
causa toxicidad, aumentando la biodisponibilidad, solubilidad y/o periodo de semivida. Los métodos de
descubrimiento de compuestos de uso clinico comprenden, por ejemplo, selecciéon de ultra-alto rendimiento
(Sundberg, Curr. Opin. Biotechnol. 11 (2000), 47-53) para la identificacion de candidatos a farmacos, y disefio de
medicamentos basado en la estructura (Verlinde y Hoi, Structure 2 (1994), 577-587) y quimica combinatoria
(Salemme y col., Structure 15 (1997), 319-324) para la optimizacion de candidatos a farmacos. Las diversas etapas
citadas anteriormente en la presente memoria son generalmente conocidas en la técnica. Por ejemplo, hay
disponibles programas informaticos para implementar estas técnicas, p. ej., Rein, Computer-Assisted Modeling of
Receptor-Ligand Interactions (Alan Liss, New York, 1989). Los métodos para la preparacién de derivados quimicos y
analogos son bien conocidos para el experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en Beilstein, Handbook of
Organic Chemistry, 10 Springer edition New York Inc., 175 Fifth Avenue, New York, N.Y. 10010 U.S.A., y Organic
Synthesis, Wiley, New York, USA. Ademas, puede usarse la peptidomimética y/o el disefio asistido por ordenador de
derivados adecuados y analogos, por ejemplo, segun los métodos descritos anteriormente en la presente memoria.
Los métodos para la generacion de candidatos a farmacos en el descrubrimiento de medicamentos incluyen también
usar proteinas y métodos de deteccion como, por ejemplo, espectrometria de masa (Cheng y col. J. Am. Chem. Soc.
117 (1995), 8859-8860) y algunos métodos de resonancia magnética nuclear (RMN) (Fejzo y col., Chem. Biol. 6
(1999), 755-769; Lin y col., J. Org. Chem. 62 (1997), 8930-8931). Pueden incluir también o depender de andlisis de
relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) (Kubinyi, J. Med. Chem. 41 (1993), 2553-2564, Kubinyi, Pharm.
Unserer Zeit 23 (1994), 281-290) bioquimica combinatoria, quimica clasica y otros; véase, por ejemplo, Holzgrabe y
Bechtold, Pharm. Acta Helv. 74 (2000), 149-155.

En una realizacion, el método de la presente invencién comprende ademas mezclar la sustancia aislada o
modificada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Pueden encontrarse ejemplos de vehiculos y métodos de
formulacion en Remington's Pharmaceutical Sciences.

Las sustancias se metabolizan tras su administracion in vivo para ser eliminadas por excrecion o mediante
transformacion metabdlica en uno o mas metabolitos activos o inactivos (Meyer, J. Pharmacokinet. Biopharm. 24
(1996), 449-459). Por lo tanto, en lugar de usar el propio compuesto o0 medicamento identificado y obtenido segun
los métodos de la presente invencidén, puede usarse una formulacién correspondiente como precursor de
medicamento que se convierte en su compuesto activo en el paciente a través de su metabolismo. En fuentes
bibliograficas se describen medidas de precaucion que pueden adoptarse para la aplicacion de precursores de
medicamentos y de medicamentos; véase, por ejemplo, Ozama, J. Toxicol. Sci. 21 (1996), 323-329.

La presente invencion también se refiere a un kit que contiene reactivos especificos como, por ejemplo, los descritos
anteriormente en la presente memoria Util para llevar a cabo cualquiera de los métodos de la presente invencion
descritos anteriormente que contiene, por ejemplo, el constructo génico informador descrito anteriormente en la
presente memoria, células multipotentes o pluripotentes, compuestos estandar y, opcionalmente, medio de cultivo,
un acido nucleico recombinante como moléculas acidas, medios de deteccién para la molécula codificadora, en
particular para SEAP como, por ejemplo, EDTA, L-homoarginina, NBT/BCIP, solucidn fijadora, solucién tampén de
incubacién, solucion salina tamponada con fosfato (PBS), etc. Dicho kit comprenderia tipicamente un vehiculo
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compartimentalizado adecuado para mantener en confinamiento préximo, al menos, un contenedor. El vehiculo
comprenderia ademas reactivos utiles para llevar a cabo dichos métodos. El portador puede también contener un
medio para la deteccién como, por ejemplo, sustratos de enzima etiquetados o similares.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para llevar a cabo un negocio de descubrimiento de
medicamentos que comprende:

- proporcionar uno o mas sistemas de analisis segun se ha descrito anteriormente en la presente memoria
para identificar un modulador de diferenciacion celular; y/o

- llevar a cabo el perfilado terapéutico de moduladores identificados en la etapa anterior, u otros analogos de
los mismos, para evaluar la eficacia y toxicidad en animales segun la presente invencién; y

- formular un preparado farmacéutico que incluye uno é mas moduladores que, segun se ha identificado en la
etapa anterior, tienen un perfil terapéutico aceptable.

Utilizando los métodos descritos anteriormente, se determina la identidad de un modulador de diferenciacion o un
derivado de los mismos. Se identifican los agentes por su capacidad para alterar el nivel de molécula codificadora
secretada. Para los compuestos candidatos a farmaco que se han identificado puede llevarse a cabo adicionalmente
perfilado terapéutico del agente, o analogos del mismo, para evaluar la eficacia y toxicidad en animales. Los
compuestos que tienen perfiles terapéuticos, tras ser ensayados en animales, pueden formularse en preparados
farmacéuticos para usar en humanos o para usos veterinarios. El método de negocio de la presente invencion puede
incluir una etapa adicional de establecimiento de un sistema de distribucion para distribuir el preparado farmacéutico
para la venta y puede incluir opcionalmente establecer un grupo de venta para comercializar el preparado
farmacéutico.

En lugar de desarrollar los agentes de modulacién de la diferenciacion celular identificados en la propia empresa,
puede obtenerse un desarrollo adicional del medicamento por parte de una empresa diferente. Por lo tanto, otro
aspecto de la presente invencion se refiere a un método para llevar a cabo un negocio de descubrimiento de
medicamentos que comprende:

- proporcionar uno o mas sistemas de andlisis segun se ha descrito anteriormente en la presente
memoria para identificar moduladores de la diferenciacion celular;

- (opcionalmente) llevar a cabo el perfilado terapéutico de moduladores identificados en la etapa
anterior para eficacia y toxicidad en animales segun la presente invencion; y

- conceder, a una tercera parte, los derechos para el desarrollo posterior del medicamento y/o ventas
para los moduladores identificados en la primera etapa, o analogos de los mismos.

Para compuestos candidatos a farmacos adecuados que han sido identificados puede llevarse a cabo un perfilado
posterior del agente, u otros analogos de los mismos, para evaluar la eficacia y toxicidad en animales, dependiendo
de las modalidades del acuerdo con la respectiva tercera parte. El desarrollo posterior de dichos compuestos para
usar en humanos o para usos en veterinaria sera llevado a cabo por la tercera parte. El método de negocio de la
presente invencion implicara generalmente la venta o cesion de los derechos de desarrollo de dicho compuesto,
pero puede llevarse a cabo también como un servicio ofrecido a compariias para el desarrollo de medicamentos de
forma gratuita.

La presente invencion también se refiere a moduladores de diferenciacién celular que se han identificado usando los
métodos descritos anteriormente en la presente memoria, asi como a composiciones farmacéuticas para usar en la
modulacion de la diferenciacion celular que comprenden dicho modulador.

El modulador segun la presente invencion puede combinarse con diluyentes o vehiculos adecuados, preferiblemente
los que son farmacéuticamente aceptables. Pueden encontrarse ejemplos de dichos vehiculos, diluyentes y métodos
de formulacidon en Remington's Pharmaceutical Sciences. Para formar una composiciéon farmacéuticamente
aceptable adecuada para la administracién eficaz, dichas composiciones contendran una cantidad eficaz del
modulador. Los vehiculos o diluyentes son generalmente estériles y no toxicos, y se definen como vehiculos usados
habitualmente para formular composiciones farmacéuticas para administracion a animales o a humanos. El diluyente
se selecciona de modo que no afecte a la actividad biolégica de la combinacion. Ejemplos de dichos diluyentes son
agua destilada, solucion salina fisioldgica, soluciones de Ringer, solucion de dextrosa, y solucion de Hank. Ademas,
la composiciéon o formulacion farmacéutica puede incluir también otros vehiculos, adyuvantes, o estabilizadores no
téxicos, no terapeuticos, no inmunolégicos y similares. Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de
modulador que es suficiente para lograr el efecto deseado en la diferenciacion de células diana.

Ejemplos adicionales de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen soluciones
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salinas, emulsiones como, por ejemplo, emulsiones aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones
estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos pueden formularse mediante métodos
convencionales bien conocidos. Por tanto, la presente invenciéon también proporciona un método para fabricar una
composicién farmacéutica para usar en la modulacién de la diferenciacion celular que comprende mezclar un
modulador de la diferenciacion celular identificado segun un método de la presente invencion con un diluyente o
vehiculo adecuado.

El uso de un constructo génico informador, una célula, un agregado celular, tejido, érgano, implante o trasplante, un
animal no humano, una composicion, un array o el equipo definido en la presente memoria en el descubrimiento de
medicamentos o en el perfilado famacocinético o farmacoldgico es también una realizacién preferida de la presente
invencién. Por lo tanto, los medios y métodos de la presente invenciéon descritos anteriormente en la presente
memoria pueden usarse en una variedad de aplicaciones incluyendo, aunque no de forma limitativa, analisis de
“pérdida de funcion” con células ES que contienen mutaciones homocigoticas de genes especificos, analisis de
“ganancia de funcion” con células ES que sobre-expresan genes exdgenos, analisis del desarrollo de compuestos
teratogénicos/embriotoxicos in vitro, analisis farmacoldgicos y el establecimiento de sistemas de modelo para
funciones celulares patoldgicas, y aplicacion de factores de diferenciacion y crecimiento para la induccién de células
diferenciadas selectivamente que pueden usarse como fuente para injertos de tejidos; véase, p. €j., Guan y col.,
Altex 16 (1999), 135-141.

Segun se ha descrito en los ejemplos, para la expresion de la proteina fosfatasa alcalina secretada (SEAP) de
placenta humana, se ha usado un promotor especifico, es decir, la regién promotora del gen de cadena pesada alfal]
miosina de ratén; véase NCBI GenBank num. de registro U71441 (SEQ ID NO: 1). Segun la presente invencion,
podria mostrarse que esta region promotora es especialmente adecuada para la expresion especifica del tipo celular
de un gen codificador, especialmente para los propdsitos de la presente invencién. Ademas, experimentos
adicionales llevados a cabo segun la presente invencion revelaron de forma sorprendente que el promotor de gen de
cadena larga regulador de la miosina ventricular de ratén (véase NCBI GenBank nim. de registroAF302688; SEQ ID
NO: 2) es particularmente adecuado para la expresion del gen informador también. Por lo tanto, la presente
invencién se refiere también a una molécula de ADN recombinante segun se ha descrito anteriormente en la
presente memoria en un sistema codificador especifico del tipo celular que comprende el gen de cadena pesada de
alfa-miosina de raton y/o del gen de cadena ligera regulador de miosina ventricular de raton, en especial la
secuencia representada en NCBI GenBank num. de registro U71441 (SEQ ID NO: 1) y AF302688 (SEQ ID NO: 2),
respectivamente, o un fragmento de la misma. Tipicamente, la molécula de ADN recombinante es un vector y
comprende otra secuencia de ADN funcional como, por ejemplo, ori, marcador bacteriano seleccionable, sefial de
poliadenilacién, sitios de clonacién multiple, y similares. Por lo tanto, dicho vector puede también usarse para
expresar especificamente, por ejemplo, factores de crecimiento y similares o ADNc diana para determinar su funcion
durante el desarrollo celular. Por lo tanto, la presente invencién incluye el uso de las regiones promotoras
mencionadas para la expresion de una secuencia de ADN que codifica una proteina mensajera o un marcador que
puede seleccionarse; véase lo mencionado anteriormente en la presente memoria. En una realizacion especifica, la
presente invencion se refiere al vector de expresion descrito en el ejemplo 1 que comprende la secuencia de
nucleostidos representada en SEQ ID NO: 3, asi como a un vector correspondiente, en donde el promotor de gen de
cadena pesada alfa-miosina de ratéon se ha reemplazado por el promotor génico de cadena ligera regulador miosina
ventricular de ratdn, y su uso en las realizaciones descritas anteriormente.

Estas y otras realizaciones se describen y se incluyen en la descripcion y ejemplos de la presente invencion. Puede
obtenerse informacion adicional correspondiente a cualquiera de los materiales, métodos, usos y compuestos para
emplear segun la presente invencion a partir de fuentes bibliograficas publicas y bases de datos, usando, por
ejemplo, aparatos electronicos. Por ejemplo, puede usarse la base de datos “medline”, que es alojada por el Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica de los EE.UU, y/o la Biblioteca Nacional de Medicina de los Institutos
Nacionales de la Salud de los EE.UU. Otras bases de datos y direcciones web como, por ejemplo, las del Instituto
Europeo de Bioinformatica (EBI), que es parte del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL), son
conocidos para el experto en la técnica y pueden obtenerse también usando motores de busqueda de internet. En
Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364 se presenta una vision general sobre informacion de patentes en biotecnologia
y una vision de conjunto de fuentes relevantes de informacion de patentes utiles para busqueda retrospectiva y para
un manejo inteligente de la informacién.

La descripcién anterior describe de modo general la presente invencion. Puede obtenerse una visién mas completa
por referencia a los siguientes ejemplos especificos y a la figura que se proporcionan en la presente memoria con
fines ilustrativos unicamente y sin que previsiblemente limiten el ambito de la invencién. Los contenidos de todas las
referencias mencionadas (incluyendo las referencias bibliograficas, las patentes publicadas, las solicitudes de
patente publicadas segun se ha mencionado a lo largo de esta solicitud y a las especificaciones, instrucciones, etc.,
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del fabricante) se incorporan expresamente mediante referencia a la presente invencion; sin embargo, no se
reconoce que ningun documento citado sea de hecho técnica anterior con respecto a la presente invencion.

La practica de la presente invencion empleard, salvo que se indique lo contrario, técnicas convencionales de biologia
celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante, e inmunologia,
que forman parte de la técnica.

Para la elaboracion posterior de técnicas generales relativas a la tecnologia de las células madre, el técnico puede
consultar los libros de texto y publicaciones estandar, por ejemplo, Teratocarcinomas and embryonic stem cells: A
practical approach (E. J. Robertson, ed., IRL Press Ltd. 1987); Guide to Techniques in Mouse Development (P. M.
Wasserman y col., eds., Academic Press 1993); Embryonic Stem Cell Differentiation in Vitro (Wiles, Meth. Enzymol.
225 (1993), 900,); Properties and uses of Embryonic Stem Cells: Prospects for Application to Human Biology and
Gene Therapy (Rathjen y col., Reprod. Fertil. Dev. 10 (1998), 31). La diferenciacion de células madre se trata en
Robertson, Meth. Cell Biol. 75 (1997), 173; y Pedersen, Reprod. Fertil. Dev. 10 (1998), 31. Ademas de las fuentes de
células madre ya descritas anteriormente en la presente memoria, se proporcionan otras referencias; véase Evans y
Kaufman, Nature 292 (1981), 154-156; Handyside y col., Roux's Arch. Dev. Biol., 196 (1987), 185-190; Flechon y
col., J. Reprod. Fertil. Abstract Series 6 (1990), 25; Doetschman y col., Dev. Biol. 127 (1988), 224-227; Evans y col.,
Theriogenology 33 (1990), 125-128; Notarianni y col., J. Reprod. Fertil. Suppl., 43 (1991), 255-260; Giles y col., Biol.
Reprod. 44 (Suppl. 1) (1991), 57; Strelchenko y col., Theriogenology 35 (1991), 274; Sukoyan y col., Mol. Reprod.
Dev. 93 (1992), 418-431; lannaccone y col., Dev. Biol. 163 (1994), 288-292.

Se describen de forma general métodos de genética molecular e ingenieria genética en las ediciones actuales de
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Sambrook y col., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press); DNA Cloning, Volumes | and Il (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames &S. J. Higginseds. 1984); Transcription
And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. |. Freshney, Alan R. Liss, Inc.,
1987); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller & Calos, eds.); Current Protocols in Molecular Biology and
Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edition (F. M. Ausubel y col., eds.); y Recombinant DNA Methodology (R.
Wu ed., Academic Press). Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos eds., 1987, Cold
Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, vols. 154 y 155 (Wu y col. eds.); Immobilized Cells And
Enzymes (IRL Press.; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); el tratado, Methods In Enzymology
(Academic Press, Inc., N. Y.); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer y Walker, eds.,
Academic Press, London; Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds.,
1986). Reactivos, vectores de clonacidn, y kits para manipulacién genética a los que se hace referencia en esta
descripcién son comercializados, por ejemplo, por BioRad, Stratagene, Invitrogen, y Clontech. Se ofrece una idea
general acerca de técnicas generales de cultivo celular y coleccién de medios en Large Scale Mammalian Cell
Culture (Hu y col., Curr. Opin. Biotechnol. 8 (1997), 148); Serum-free Media (Kitano, Biotechnology 17 (1991), 73);
Large Scale Mammalian Cell Culture (Curr. Opin. Biotechnol. 2 (1991), 375); y Suspension Culture of Mammalian
Cells (Birch y col., Bioprocess Technol. 19 (1990), 251). Marshall McLuhan y Fred Allen han realizado otras
observaciones sobre los medios y su impacto en el medio de cultivo.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: generacién de un vector parala expresion de SEAP con especificidad cardiaca

Mediante el uso de procedimientos de clonacién estandar se obtuvo un vector de expresién de SEAP del siguiente
modo. Se insert6 un fragmento de 5,4 kb que contenia la regiéon promotora del gen de la cadena pesada de miosina
de ratén (banco de genes num.) U71441) en el poliligando del vector pEGFP-1 (Clontech). El gen de cadena pesada
a-miosina se expresa de forma especifica mediante miocitos cardiacos en células ES que se estan diferenciando
(Gulick y col., J. Biol. Chem. 266 (1991), 9180-91855; Palermo y col., Cell Mol. Biol. Res. 41 (1995), 501-519;
Morkin, Microsc. Res. Tech. 50 (2000), 522-531; Boheler y col., Circ. Res. 91 (2002), 189-201). Posteriormente, la
secuencia codificadora de EGFP se elimind y remplazé por una secuencia codificadora SEAP (Berger y col., Gene
66 (1988), 1-10).

El vector resultante, designado a-MHC-SEAP, contiene por lo tanto el gen SEAP bajo el control transcripcional de un
promotor con especificidad para el corazén. Otras caracteristicas del vector incluyen la presencia de una secuencia
de consenso Kozak para permitir la traduccion eficaz del ARNm de SEAP, la presencia de sefales de
poliadenilacion de SV40 que dirigen el procesamiento adecuado del ARNm de SEAP, la presencia de casetes de
resistencia de neomicina que contiene el promotor inicial SV40, el gen de resistencia a neomicina/kanamicina de
Tn5 y sefales de poliadenilacion del gen de timidina-quinasa del virus Herpes simplex para permitir la selecciéon de
células ES transfectadas de forma estable, y la presencia de un promotor bacteriano aguas arriba de este casete
para conferir resistencia a quinamicina en E.coli.
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Ejemplo 2: generacién de células ES transfectadas

El vector a-MHC-SEAP se linealizé por digestion con endonucleasa de restriccion y se introdujo en células madre
embrionarias (ES) de raton D3 (American Type Culture Collection) mediante electroporacion. Después de la
seleccidon con neomicina, las colonias de células ES sencillas se aislaron y expandieron. El cultivo de células ES y la
transfeccion, asi como la seleccion de transfectantes estables se hizo usando procedimientos estandar (Torres y
Kiihn, Laboratory protocols for conditional gene targeting. Oxford University Press, (1997) New York).

Ejemplo 3: diferenciaciéon de células ES en células cardiacas en presencia de acido retinoico

La presencia de exceso de acido retinoico tiene efectos asombrosos en el desarrollo inicial del corazén in vivo
(Osmond y col., Development 113 (1991), 1405-1417; Yutzey y col., Development 120 (1994), 871-883; Dickman y
Smith, Dev. Dyn. , Dev. Biol. 188 (1997), 205-215). Ademas, el acido holo-trans-retinoico (CAS No. 302-79-4) mostro
inhibicion de la generacion de cardiomiocitos de células ES in vitro (Seiler y col. ALTEX 19 Suppl. 1 (2002), 55-63).
Por lo tanto, las células ES transfectadas establemente con el vector a-MHC-SEAP se trataron con acido retinoico a
diferentes concentraciones y se sometieron a un protocolo de diferenciacién que resultd en la generacion de células
cardiacas. Si la actividad del informador secretado, aqui SEAP, puede realmente usarse para cuantificar los
cardiomiocitos derivados de células ES, la cantidad de actividad de SEAP en sobrenadantes de cultivos deberia ser
inversamente proporcional a las concentraciones de acido retinoico presentes en los cultivos.

Todas las incubaciones de cultivos celulares se llevaron a cabo a 37 °C en una atmdsfera humidificada que contenia
5% de CO;
Agregacion de células ES

Las células ES transfectadas establemente con el vector a-MHC-SEAP (véase el ejemplo 2) se tripsinizaron para
obtener una Unica suspension celular. Se recogieron células mediante centrifugacion (800 g durante 5 min) y se
resuspendieron en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, Invitrogen) suplementado con 20% (v/v) de
suero fetal bovino (FBS, Invitrogen) a una densidad de 2x10° células/ml. Para agregar las células ES, se incubaron 4
ml de esta suspension en un plato bacteriolégico de 6 cm (Greiner) sobre una plataforma basculante (GFL 3006) con
agitacion (50 r.p.m.). Al cabo de 6 horas, se afiadieron 2 ml de este cultivo a 13 ml de IMDM que contenian 20% de
suero fetal bovino (FBS) en un matraz T25 (Falcon). El matraz se incubé en agitacion (50 r.p.m.; GFL 3006) durante
18 horas.

Durante este procedimiento se formaron agregados de células ES (cuerpos embrioides, EB).

Diferenciacién de células ES en presencia de acido retinoico:

Se disolvié acido holo-trans-retinoico (sigma) en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) para obtener soluciones madre de
10* M, 10° M, 10 M, 107 M, 10® M, y 10”° M. En placas de petri de 10 cm (para andlisis bacteriolégico, Greiner) se
preparé un medio compuesto de medio de cultivo IMDM suplementado con 20% de FBS y acido retinoico anadido
con las soluciones madre anteriormente indicadas para obtener concentraciones finales de 107 M, 10 M, 10° M,
10" M, 10" ™, y 10™"? M de &cido retinoico, respectivamente. En una placa se introdujo DMSO (concentracién final
de 0,1 % (v/v) sin acido retinoico (disolvente de control). Cada placa contenia 10 ml de medio. Se transfirieron 70 EB
a cada placa de petri y se incubaron durante 4 dias.

Posteriormente, se transfirieron EB a placas de 6 pocillos (placas para cultivo de tejidos; Becton-Dickinson). Cada
pocillo contenia 3 ml de IMDM con 20% de FBS y acido retinoico y DMSO, segun se ha descrito anteriormente para
el cultivo en placas de 10 cm. Se establecieron 2 pocillos para cada concentracion de acido retinoico y 2 pocillos
como disolventes de control. A cada pocillo se transfirieron 20 EB desde la placa de 10 cm correspondiente. Las
placas se incubaron durante 7 dias. Posteriormente, se intercambié medio de cultivo con 2 ml de knockout™ D-MEM
(Invitrogen) suplementado con 20% (v/v) de knockout™ D-MEM (Invitrogen). Se recogieron muestras de
sobrenadantes de cultivo celular tras la incubacion de EB durante dos dias mas.

Determinacién de la actividad de SEAP

Las muestras se sometieron a analisis para determinar la actividad de SEAP usando el kit de deteccion de
fluorescencia Great EscAPe SEAP (Becton-Dickinson) siguiendo las instrucciones del fabricante. La fluorescencia se
midié usando un lector de microplacas (Safire, Tecan), La actividad de fondo se determiné sometiendo a analisis una
muestra de medio fresco (knockout™ D-MEM suplementado con 20% (v/v) de knockout™ SR).
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Los resultados se muestran en la Figura 1. Las concentraciones de acido retinoico inferiores a 10 M no tuvieron
ninguna influencia en la actividad de SEAP en comparacion con los controles. La actividad de SEAP disminuyd
drasticamente para una concentracion de acido retinoico de 10~® M. A concentraciones superiores no se observo
actividad.

Por lo tanto, se observa claramente un efecto dependiente de la concentracion del acido retinoico en la actividad de
SEAP en sobrenadantes de cultivos. Ademas, estos datos son consistentes con la inhibicion dependiente de la
concentracion de la generacion de cardiomiocito por parte del acido retinoico descrita anteriormente (Seiler y col.,
2002, mencionado anteriormente). Por lo tanto, los resultados indican que el sistema informador descrito en la
presente memoria para cuantificar los cardiomiocitos derivados de células ES son adecuados y utiles para hacer el
seguimiento del proceso de diferenciacion de las células ES.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Axiogenesis AG

<120> Proteinas secretadas como marcadores para la diferenciacion celular
<130> AX02A03/P-WO

<160> 4

<170> PatentIn versio 3.1

<210> 1

<211> 5443

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(5443)

<223> gen de cadena pesada alfa miosina, regiéon promotora

<220>

<221> promotor

<222> (2)..(5442)

<223> region promotora contenida en la SEQ ID NO 3
<220>

<221> 5°UTR

<222> (4369)..(4389)

<223> exén1

<220>

<221>5'UTR

<222> (5071)..(5139)
<223> exon 2

<220>

<221>5UTR

<222> (5431)..(5443)
<223> exoén 3

<400> 1

ggatcctgca aggtcacaca agggtctcca cccaccaggt gecctagtcet caatttcagt 60
ttccatgcect tgttctcaca atgctggect ccccagagct aatttggact ttgttttttat 120
ttcaaaaggg cctgaatgag gagtagatct tgtgctacce agctctaagg gtgcccgtga 180
agccctcaga cctggagcect ttgcaacagc cctttaggtg gaagcagaat aaagcaattt 240
tccttaaage caaaatcctg cctctagact ctictictct gacctcggtc cetgggcetet 300
agggtgggga ggtggggctt ggaagaagaa ggtggggaag tggcaaaagce cgatcectag 360
ggccctgtga agttcggagc cttcectgta cagcactggce tcatagatcc tectccagece 420
aaacatagca agaagtgata cctcctttgt gacttcccca ggcccagtac ctgtcaggtt 480
gaaacaggat ttagagaagc ctctgaactc acctgaactc tgaagctcat ccaccaagca 540
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agcacctagg tgccactgct agttagtatc ctacgctgat aatatgcaga getgggecac 600
agaagtcctg gggtgtagga actgaccagt gacttttcag tcggcaaagg tatgacccc 660
tcagcagatg tagtaatgtc cccttagatc ccatcccagg caggtctcta agaggacatg 720
ggatgagaga tgtagtcatg tggcattcca aacacagcta tccacagtgt cccttgceee 780
ttccacttag ccaggaggac agtaacctta gectatcttt cttcctccee atcctcccag 840
gacacaccc ctggtctgca gtattcattt cttccttcac gtccectetg tgacttccat 900

ttgcaaggct tttgacctct gcagcetgetg gaagatagag tttggcccta ggtgtggcaa 960
gccatctcaa gagaaagcag acaacagggg gaccagattt tggaaggatc aggaactaaa 1020
tcactggcgg geetgggggt agaaaaaaga gtgagtgagt ccgcetccage taagccaage 1080
tagtccccga gatactctge cacagcetggg ctgctcgggg tagetttagg aatgtgggte 1140
tgaaagacaa tgggattgga agacatctct ttgagtctcc cctcaacccc acctacagac 1200
acactcgtgt gtggccgac tectgttcaa cagecctetg tgttctgace actgagetag 1260
gcaaccagag catgggccct gtgctgagga tgaagagttg gttaccaata gcaaaaacag 1320
caggggaggg agaacagaga acgaaataag gaaggaagaa ggaaaggcca gtcaatcaga 1380
tgcagtcaga agagatggga agccaacaca cagcttgagc agaggaaaca ggaaaagggag 1440
agattctggg cataaggagg ccacagaaag aagagcccag gccccccaag tetectettt 1500
ataccctcat cccgtctcce aattaagccc actcttcttc ctagatcaga cctgagetge 1560
agcgaagaga cccgtaggga ggatcacact ggatgaagga gatgtgtgga gaagtccagg 1620
gcaacctaag agccagagcc taaaagagca agagataaag gtgcttcaaa ggtggccagg 1680
ctgtgcacac agagggtcga ggactggtgg tagagcctca agataaggat gatgctcaga 1740
atgggcgggg ggggggatic tggggggggg agagagaagyg tgagaaggag cctggaacag 1800
agaatctgga agcgctggaa acgataccat aaagggaagga accaggcta cctttcgetg 1860
taaatcatga aagacaggga gaagggaagc tggagagagt agaaggaccc cggggcaaga 1920
catggaagca aggacaagcc aggttgagcg ctccgtgaaa tcagcctget gaaggcagag 1980
ccctggtatg agcaccagaa cagcagaggc tagggttaat gtcgagacag ggaacagaag 2040
gtagacacag gaacagacag agacggggga gccaggtaac aaaggaatgg tccttctcac 2100
ctgtggccag agcgtccatc tgtgtccaca tactctagaa tgttcatcag actgcaggge 2160
tggcttggga ggcagcetgga aagagtatgt gagagccagg ggagacaagg gggcctagga 2220
aaggaagaag agggcaaacc aggccacaca agagggcaga gcccagaactgagttaactc 2280
cttecttgtt gcatcticca taggaggcag tgggaactct gtgaccacca tcccccatga 2340
gcccccacta cccataccaa gtttggectg agtggcattc taggttccct gaggacagag 2400
cctggcecttt gtetettgga cctgacccaa getgacccaa tgttctcagt accttatcat 2460
gccctcaaga gcttgagaac caggcagtga catattaggce catgggctaa ccctggagcet 2520
tgcacacagg agcctcaagt gacctccagg gacacagctg cagacaggtg gectttatcc 2580
ccaaagagca accatttggc ataggtggct gcaaatggga atgcaaggtt gaatcaggtc 2640
ccttcaagaa tcatgcatgc aagacctaag acccctggag agaggggtat getectgeee 2700
ccacccacca taaggggagt gaactatcct agggggctgg cgaccttggg gagacaccac 2760
attactgaga gtgctgagcc cagaaaaact gaccgcecctg tgtcctgece acctccacac 2820
tctagagcta tattgagagg tgacagtaga tagggtggga gctggtagca gggagagtgt 2880
tcctgggtgt gagggtgtag gggaaagcca gagcagggga tgetggcttt gtctcctgaa 2940
cacaatgtct acttagttat aacaggcatg acctgctaaa gacccaacat ctacgacctc 3000
tgaaaagaca gcagccctgg aggacagggg ttgtctctga gecttgggtg cttgatggtg 3060
ccacaaagga gggcatgagt gtgagtataa ggccccagga gegttagaga agggcacttg 3120
ggaaggggtc agtctgcaga gcccctatce atggaatctg gagectgggg ccaactggtg 3180
taaatctctg ggcctgeccag geattcaaag cagcacctgce atcctctgge agectgggga 3240
ggcggaaggg agcaaccccc cacttatacce ctttctcect cagccccagg attaacacct 3300
ctggccttce cectteccac ctecccatcag gagtggaggg ttgcagaggg agggtaaaaa 3360
cctacatgtc caaacatcat ggtgcacgat atatggatca gtatgtgtag aggcaagaaa 3420
ggaaatctga aggcttaact gggttaatgt gtaaagtctg tgtgcatgtg tgtgtgtctg 3480
actgaaaacg ggcatggctg tgcagctgtt cagttctgtg cgtgaggtta ccagactgca 3540
gotttgtgtgtg taaattgccc aaggcaaagt gggtgaatcc cttccatggt ttaaagagat 3600
tggatgatgg cctgcatctc aaggaccatg gaaaatagaa tggacactct atatgtgtct 3660
ctaagctaag gtagcaaggt ctttggagga cacctgtcta gagatgtggg caacagagac 3720
tacagacagt atctgtacag agtaaggaga gagaggaggg ggtgtagaat tctcttacta 3780
tcaaagggaa actgagtcgt gcacctgcaa agtggatgct ctccctagac atcatgactt 3840
tgtctctggg gagcecagcac tgtggaactt caggtctgag agagtaggag getccectca 3900
gcctgaagct atgcagatag ccagggttga aagggggaag ggagagcctg ggatggage 3960
ttgtgtgttg gaggcagggg acagatatta agcctggaag agaaggtgac ccttacccag 4020
ttgttcaact cacccttcag attaaaaata actgaggtaa gggcctgggt aggggaggtg 4080
gtgtgagacg ctectgtcte tectetatet gecccatcgge cetttgggga ggaggaatgt 4140
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gcccaaggac taaaaaaagg ccatggagcc agaggggcga gggcaacaga cctttcatgg 4200
gcaaaccttg gggccctgct gtecteetgt cacctccaga gccaagggat caaaggagga 4260
ggagccagga caggagggaa gtgggaggga gggtcccage agaggactcc aaatttagge 4320
agcaggcata tgggatggga tataaagggg ctggagcact gagagctgtc agagatttct 4380
ccaacccagg taagagggag tttcgggtgg gggctcttca cccacaccag acctctccce 4440
acctagaagg aaactgcctt tcctggaagt ggggttcagg ccggtcagag atctgacagg 4500
gtggccttcc accagectgg gaagttctca gtggcaggag gtttccacaa gaaacactgg 4560
atgccccttc ccttacgctg tettctecat cttectectg gggatgctec teceecgtett 4620
ggtttatctt ggctcttegt cttcagcaag atttgecctg tgctgtccac tecatctttc 4680
tctactgtct cegtgecttg ccttgectte ttgegtgtece ttectttcca cecatttete 4740

acttcacctt ttcteecctt cteatttgta ttcatectte cttecttect tecttecttc 4800

cttecttect tecttectte cttteteect tecttectte cttecttect tecttecttc 4860

cttecttect gtgtcagagt getgagaatc acacctgggg ttcccaccct tatgtaaaca 4920
atcttccagt gagccacagc ttcagtgctg ctgggtgcte tettaccttc ctcacccect 4980
ggcttgtcct gttccatcct ggtcaggatce tctagattgg tctcccagec tetgetactc 5040
ctettectge ctgttectct ctetgtccag ctgegecact gtggtgcectce gttccagetg 5100
tggtccacat tcttcaggat tctctgaaaa gttaaccagg tgagaatgtt tccectgtag 5160
acagcagatc acgattctcc cggaagtcag gcttccagcec ctetcetttet ctgeccaget 5220
gcccggceact cttagcaaac ctcaggcacc cttacceccac atagacctct gacagagaag 5280
caggcacttt acatggagtc ctggtgggag agccataggce tacggtgtaa aagaggcagg 5340
gaagtggtgg tgtaggaaag tcaggacttc acatagaagc ctagcccaca ccagaaatga 5400
cagacagatc cctcctatct cccccataag agtttgagtc gac 5443

<210> 2

<211> 6298

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(5445)

<223> gen de cadena ligera regulador de la miosina ventricular (AF302688)

<220>

<221>5UTR

<222> (5446)..(5486)
<223> exon 1

<220>

<221> exdén

<222> (5487)..(5489)
<223> exon 1

<220>

<221> exon

<222> (6209)..(6298)
<223> exoén 2

<400> 2

ctcgagtgct gggattaaag gcatgcacca ccatgctcag cctgttttct tttttaagag 60
ttaatctttt taattatgtg tatgtatgtc tttgcatgga tatgcccacg agagtgcatg 120
tgcectggaa gaccagaagg gggtgacaaa cccctgcagt tttgagcectce ctggectggg 180
tgctgggaat caaacttaat ttctctagaa gagcagagtc ctcttaacac ccaagccctc 240
ttgccagcecc ttattttgtt tggttggttg gtttttgcca aagctaggag ttccagecc 300
agtcttttat actctgecct catggcettct gacatctcca actctgecag gggcetgactec 360
ttatcttcag aaagcaattg ttactttgac ccccagcagt gctgagccac cacccaggge 420
ctgaggctag aagaaaatgt accctccttc catggtcatc ttcagaaagc actgtgaacc 480
caggtaaagg tagcaggtcc aggttcagat gtagtgtcca cagcctgtgc aaaaaggacc 540
cttcacttcc aagcttgecc cacctgatca gaccactctc cagatctggg ggaaacggta 600
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gcaggctctt caccccaaca ggagtcccca gggcacacaa gatattgect ttgattttgt 660
ccttatgaca accctgcgaa taaaatcgtc atcatgccca ctctacagat tagaatactg 720
aagctgagag caaaaaccta cctgatgtca cactgctgct caatgactaa gcaacgaaaa 780
tcaaaagtga atattcccge aggctccagt cttgcagatg acaaatgctc tgtcaccgtc 840
acatttgggt ccatgttctg aaatcctctg ttttcacctc cctagaacce cagatagtac 900
ctaaatagct gagtccattc acctggccct ggctttctge taaggaatat gtcagacatc 960
ttcaggattc ttcaaacttg ttctgagtag aaatctcttc aggcctggga gcetgtttect 1020
ctcagcagaa agcccccatg tggcacaggce caactccccc acaaccagaa ccatcatcag 1080
tcacaactgc acttcctctc atgccgaaga aacttttttt ttcagtcttg gatggatget 1140
ggaaccatcg gatcctgtaa ccegcttete cacctccagt acagacgtca ggacttgag 1200
cteecteegt ctgcetetett ctgecactgea cttgaatttc cctgaggttt ggcatttggg 1260
gtttttgttt ggcttgtttc tttgcttgce tagaggaata atcaatgctt aggcttttaa 1320
tagcaaaggc atttagtggg tcaaccaagc actcaggaga tagacaggag ggtcagaatt 1380
caaggtcatc ctitgctaca caatgagttc agggtcagcc tgggctacac gagatccaat 1440
ctaaaataaa caaaaaataa aataattgat atttctictc tgtatattat agttatactg 1500
tagactgttg gggatacatt ctccaagagt ctcaaagttc atctccactg agttaattaa 1560
tgttgttact ataacacaac actagagtct ggttcgttta caaatacaaa agatttattt 1620
tgggctggag agatggctca gagctgactg ctettccaaa ggtcctgagt tccaatccca 1680
gcaaccacat ggtggctcga aaccatctgt aatgggatct gatgcecttct tctagtgtgt 1740
ctgaagacag ctatggtgta ctcacataca taaaataaat aaataaatct taagagagag 1800
atttgtttct acaaaggcta gatgctactg agagtaaagg gtttagaact ccgttttcct 1860
cttcttacta actcactaat cccatctigg gggggggagg gggaagcttc atgacttcac 1920
ctaacctcgt tcacctctce tagaccttac ctectatcge taccaatctc tgatttgggg 1980
atcaaatttt caacccagga gctttaggga gacaaatgta aaccccagta tcccctgact 2040
cccggtgtac actggatcct gcacacagta gggctccaat aaatactgaa agtccttaga 2100
atgggggcaa aatcattttt gtgtttataa atatgaccca catgttctct catcttttaa 2160
aattgtcaga gtaatttctc tctctctctce tetctctcete tetgtgtgtg tgtgtgtgte 2220

totgtctgtg tgtgtgtcetg tgtctgtgte tgtgtgtctg tgtgtgtgta ctcacatcca 2280
agtgggtttg ggtacctgtc atgtggacat gtatatgttg gtagaagcca gaagtcaacc 2340
ttgtgtgtca tttctcagag gtgatccatc ttattttttg agacagggtc tctcactgag 2400
gccggggact tactgttttt aggttacacc tgctggccag caagccagag agaccgagag 2460
agacggtctg tctccatcte tccagecgaca ggctttcaga cccacaccac catgcccage 2520
tttgatgtgg gtctgggttt tgaggagtag aattcaggac ctcttgctga gecatctcce 2580
cagccactga acataattca tatataatct ggcttttgtt ccttttgtgg gtgcaggatg 2640
tgttttgttt tgttctttge tgtgtattat tctgtgeatt taagctttit tittttgtga 2700

ctacctggga gggacactga acagccagaa aggccaggcc gaggcttcac tgatggggat 2760
gtgagcccgg gaatgctggce agetgeccggg agetggaaag ggcaaaggaa aggactgtct 2820
ccgcatccac ggtggacgca gecctetgece cgatttetat ttctggecac cagetctgee 2880
aggtagcgag cttggctgct ctgagcetgec tgggtttgec gttgtatttt cctactagca 2940
tgggaaagcg tgatcagctt gctttgtict caattgticc agaagctctg ccggtccect 3000
ccaggactcc tgagtctctg ctccgtggta ctcggggctg getctcaaag ttctaggetg 3060
cagaaatctc acaagcgcat gagcttagag tcccagggtg gatgtccacc aagagcccag 3120
ggacaaagca ttgacagctc ctgtgtgcge cacgtcteece cccaccecca cecctaccee 3180
caggaactgt gagaggagtg cagagcccct cccccaggcec tttccaacaa ggactcectgg 3240
aggacccttg ggtttttaac accaaatcac caaatgtttic ccacgcagca acacaaacca 3300
gctcttecte atacagcacg gtgggccagt ggaccatggg gacaggttac ctetgtggge 3360
ccaggctcac ggtaaactct aacctcaatc tgtagcctcc cacagccatt tgcgggtac 3420
cttgcttctc agccaccgtg tggcacttgg caagtcacgt gtgcctcaac acaataagaa 3480
gccaagggaa taggggcttt gcttaactgg tacagcagtg tagcccaagce tagecttgaa 3540
ctcactatgt agccaaggac gatcataaac tcttgatcct cccgcettcag agtcctgggt 3600
gttgagataa caggtgtggg tcactcccta cccttcttct aatagcaatc aatgtgtgge 3660
cacatgtttg tgcctcacag attaaaacca tcttgacctg aggacgaaat gactaacagt 3720
tgcctectga aggttgectg gatctcatct ttataatccc agcaatcaag gggagtgggg 3780
gatcaggagt tcaaagtcag cccagcctgg gctacatgag accctgtctt gaaaaatgga 3840
ggaattaagc tgggcgtggt gccgceactcec tttaatccca geacttggga ggtagaggca 3900
ggcggacttc tgagttcgag gccagcectg tctacaaagt gagttccagg acagccacag 3960

ctatacagag aaaccctgtc tcgaaaaacc agaaagaaag aaagagagaa agaaagaaag 4020
aaagaaagaa agaaagaaag aaagaaagga aggaaggaag gaaggaagga aaggaaggaa 4080
ggaaggaagg aaagaaagaa agaaagaaag aaagaaagac agacagaaag aaaggttagg 4140
aaagaaagaa aggaaaagaa agaaagaaag aaagaaagaa agaaagaaag aaagaaagaa 4200
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agacagaaag aaaggtttgg aaagaaagaa aggaaaagaa agaaagaaag agagaaagag 4260
agaaagaaag aaagaaaaga aaagagagaa aagaaaagaa aagaaaagaa aagaaagaaa 4320
agaaaaaaaa gaaaagaaaa gaaagaaaag aaaaggaagg aagaaaagaa aagaaaaatg 4380
gaggagttaa ccctatgttt cctttttttt tattcatcat tggtgaggct atcctcagcet 4440
acatatcaag ttcaagccag cctgggctac atgagaccct gcctcaaaaa agaaaaggag 4500
ccagtgtagc gacatactcc cgtcctccca geacttggga gacagaggct actccactge 4560
tgtctccage agecggcectg cetcectgag ccteattttt ttcataacat ggggaccaa 4620
ctgctaaggt gaccttgctc ccatggggtg actggagact tgagagtgaa gtggttatca 4680
tttgtccagt ctgtgaacaa atggcagcct ccaaggtggt tttgtgttca aaggaggaca 4740
tgggacaggg agaggccagg gagaagagcc caccctcagg agtaggcetgt ccccgtgaag 4800
ctggatgggg acaaaaagca gagaagcaga ggcagaggac aagcgtgggt gacatttgag 4860
caaagatggg aatgtgccag aggctgccca agatgtgcat gtgcaaaggce cctgaggtge 4920
aagggtgcct ggatccagag ccaaaagctc aggctcccte ctectcttee tectettect 4980
cctettecte ctctttctec teteectect cteectecte ceccttectce ttectctecee 5040
cttectecte ttecttetee ccettecttet ceteecctte ctectectece tectectget 5100
cctectecte ctectectge tectectect getectecte ctectectee tgggttactc 5160
ttccccatta gacaatggca gggaagagag cacaccccat catccccagg ccaggeccca 5220
gccactgact ctttaacctt gaaggcattt ttgggtctca cgtgtccacc caggeggatg 5280
gccgcctttg agcagctctt acttcagaag aacggcatgg agtggggggt ggggggctta 5340
ggtggcctce gectcaccte caactgccaa aagtggtcat ggggttattt ttaaccccag 5400
gggagaggta tttattgttc cacagcaggg gcagaggcca gcaggctcct cgaactctce 5460
agaggtggca actggcctca gacacc atg gtgagtggtc agtaaaccct tgagaagaga 5519

Met
cgcagggtgg ggagcagaga gataaccccc tcccaagcca agcaccccat ggaggagggg 5579
gggaggagga ggggaaggag gagggaagct ctcttacgag cccctagece ctagatggac 5639
cagcaccttg caccctctga gggaccccaa tcagctcecee taaggagcca caaatagcag 5699
ctcctcaagg aacttgcaaa aatcaatgag aaatgcegcett gggggatggg tgcccactac 5759
ctgatctcaa gaaatcagta acaccccacc cccaccccac ccagagcttg ccaaacggag 5819
actgagagct tttaagggtc gaattgtaat tcttttccca attcaggtgg ccaggaagag 5879
gttttctggt tetctctttt gaatattcece cttgaaatat ttgtgececge ctcccagaac 5939
aggtagcccc cagctgctag agetgcage taaggggege agagtgtacg tgtgtgtgge 5999
tgtgtgatct agagaagtga ctcaccctct ctgagcctcc agtctcctta gtggagcaga 6059
ggagagcatt agataatgtt tggaggtttt ggggtatcat ttcgcctcge atgttgtctg 6119
ggtaccagag actcactccc caggtgacag gtcctggccc aggtcctgat ccagaggcete 6179
cacagtgtct gatggatatt cctctccag gca cca aag aaa gcc aag aag cgg 6232

Ala Pro Lys Lys Ala Lys Lys Arg

5

ata gaa ggc ggg agc tcc aac tgt ttc tce atg ttt gag cag acc cag 6280

ile Glu Gly Gly Ser Ser Asn Val Phe Ser Met Phe Glu GIn Thr GIn

10 15 20 25
atc cag gag ttc aag gaa 6298
ile GIn Glu Phe Lys Glu
30
<210>3
<211> 10475
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> vector compuesto
<220>

<221> promotor
<222> (77)..(5517)
<223> 77-5517 Mus musculus gen de cadena pesada alfa miosina, region promotera (Acc. No. U71441)

<220>
<221> CDS
<222> (5558)..(7117)
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<223> SEAP

<220>

<221> origen_rep

<222> (9750)..(10393)

<223> pUC origen replic. plasmido

<220>

<221> sefal_poliA

<222> (9401)..(9406)

<223> Sefial de poliadenilacién de timidina-quinasa del virus del herpes simplex

<220>

<221> sefal_poliA

<222> (9414)..(9419)

<223> Sefial de poliadenilacién de timidina-quinasa del virus del herpes simplex

<220>

<221> terminador

<222> (9163)..(9165)

<223> Gen de resistencia a neomicina/kanamicina

<220>

<221> ATG

<222> (8371)..(8373)

<223> Gen de resistencia a neomicina/kanamicina

<220>

<221> promotor

<222> (8242)..(8248)

<223> Promotor inicial SV40

<220>

<221> region_repet.

<222> (8167)..(8230)

<223> Promotor inicial SV40

<220>

<221> potenciador

<222> (8018)..(8163)

<223> Promotor inicial SV40

<220>

<221> origen_rep.

<222> (8187)..(8322)

<223> Origen de replicacion SV40

<220>

<221> sefal_-10

<222> (7931) .. (7936)

<223> Promotor (b-lactamasa) de resistencia a ampicilina

<220>

<221> sefal_-35

<222> (7908)..(7913)

<223> Promotor (b-lactamasa) de resistencia a ampicilina

<220>
<221> senal_poliA
<222> (7294) .. (7299)
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<223> Sefial de poliadenilacién de ARNm inicial SV40

<220>

<221> sefal_poliA

<222> (7323)..(7328)

<223 Sefal de poliadenilacion de ARNm inicial SV40

<220>

<221> proteina madura
<222> (5609) .. (7114)
<223> SEAP

<220>

<221> coddn de inicio

<222> (5558)..(5560)

<223> ATG del gen de fosfatasa alcalina secretada (SEAP)

<220>

<221> sig_péptido
<222> (5558)..(5608)
<223> SEAP

<400> 3

tagttattac tagcgctacc ggactcagat ctcgagctca agcttcgaat tctgcagtcg 60
acggtaccgc gggcccgatc ctgcaaggtc acacaagggt ctccacccac caggtgecct 120
agtctcaatt tcagtttcca tgccttgttc tcacaatgct ggcectcccca gagctaattt 180

ggactttgtt tttatttcaa aagggcctga atgaggagta gatcttgtge tacccagctc 240
taagggtgcc cgtgaagccc tcagacctgg agcctttgca acagceccttt aggtggaage 300
agaataaagc aattttcctt aaagccaaaa tcetgectct agactcttct tetctgacct 360
cggtccctgg getctagggt ggggaggtgg ggcttggaag aagaaggtgg ggaagtggea 420
aaagccgatc cctagggccc tgtgaagttc ggagcecttce ctgtacagca ctggcetcata 480
gatcctectc cagccaaaca tagcaagaag tgatacctcc tttgtgactt ccccaggec 540
agtacctgtc aggttgaaac aggatttaga gaagcctctg aactcacctg aactctgaag 600
ctcatccacc aagcaagcac ctaggtgcca ctgctagtta gtatcctacg ctgataatat 660
gcagagctgg gccacagaag tcetggggtg taggaactga ccagtgactt ttcagtcgge 720
aaaggtatga ccccctcage agatgtagta atgtcccctt agatcccatc ccaggcaggt 780
ctctaagagg acatgggatg agagatgtag tcatgtggca ttccaaacac agctatccac 840
agtgtccctt gecccttecea cttagccagg aggacagtaa ccttagecta tetttettce 900
tccecatect cccaggacac acccectggt ctgeagtatt catttettec ttcacgtcce 960
ctctgtgact tccatttgca aggcttttga cctctgcage tgctggaaga tagagttttgg 1020
ccctaggtgt ggcaagcecat ctcaagagaa agcagacaac agggggacca gattitggaa 1080
ggatcaggaa ctaaatcact ggcgggcctg ggggtagaaa aaagagtgag tgagtccget 1140
ccagctaagc caagctagtc cccgagatac tctgecacag ctgggetgcet cggggtaget 1200
ttaggaatgt gggtctgaaa gacaatggga ttggaagaca tctctttgag tctccectca 1260
accccaccta cagacacact cgtgtgtggce cagactcctg ttcaacagcc ctetgtgttc 1320
tgaccactga gctaggcaac cagagcatgg gecectgtget gaggatgaag agttggttac 1380
caatagcaaa aacagcaggg gagggagaac agagaacgaa ataaggaagg aagaaggaaa 1440
ggccagtcaa tcagatgcag tcagaagaga tgggaagcca acacacagct tgagcagagg 1500
aaacagaaaa gggagagatt ctgggcataa ggaggccaca gaaagaagag cccaggccce 1560
ccaagtctcc tctttatacc ctcatceegt cteccaatta agcccactct tettcctaga 1620
tcagacctga gctgcagcga agagacccgt agggaggatc acactggatg aaggagatgt 1680
gtggagaagt ccagggcaac ctaagagcca gagcctaaaa gagcaagaga taaaggtgcet 1740
tcaaaggtgg ccaggctgtg cacacagagg gtcgaggact ggtggtagag cctcaagata 1800
aggatgatgc tcagaatggg cggggggggg gattctgggg gggggagaga gaaggtgaga 1860
aggagcctgg aacagagaat ctggaagcgc tggaaacgat accataaagg gaagaaccca 1920
ggctaccttt agatgtaaat catgaaagac agggagaagg gaagctggag agagtagaag 1980
gaccccgggg caagacatgg aagcaaggac aagccaggtt gagcgctccg tgaaatcage 2040
ctgctgaagg cagagccctg gtatgagcac cagaacagca gaggctaggg ttaatgtcga 2100
gacagggaac agaaggtaga cacaggaaca gacagagacg ggggagccag gtaacaaagg 2160
aatggtcctt ctcacctgtg gccagagcegt ccatetgtgt ccacatactc tagaatgttc 2220
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atcagactgc agggctggct tgggaggcag ctggaaagag tatgtgagag ccaggggaga 2280
caagggggcc taggaaagga agaagagggc aaaccaggcc acacaagagg gcagagccca 2340
gaactgagtt aactccttcc ttgttgcatc ttccatagga ggcagtggga actctgtgac 2400
caccatcccc catgagceccce cactacccat accaagtttg gectgagtgg cattctaggt 2460
tccctgagga cagagcectgg cctttgtcte ttggacctga cccaagcetga cccaatgttc 2520
tcagtacctt atcatgccct caagagcttg agaaccaggc agtgacatat taggccatgg 2580
gctaaccctg gagcttgcac acaggagcct caagtgacct ccagggacac agctgcagac 2640
aggtggcctt tatccccaaa gagcaaccat ttggcatagg tggctgcaaa tgggaatgca 2700
aggttgaatc aggtcccttc aagaatactg catgcaagac ctaagacccc tggagagagg 2760
ggtatgctcc tgcceccacce caccataagg ggagtgaact atcctagggg getggegace 2820
ttggggagac accacattac tgagagtgct gagcccagaa aaactgaccg ccctgtgtcc 2880
tgceccaccte cacactctag agctatattg agaggtgaca gtagataggg tgggagcetgg 2940
tagcagggag agtgttcetg ggtgtgaggg tgtaggggaa agccagagca ggggagtctg 3000
gctttgtctc ctgaacacaa tgtctactta gttataacag gcatgacctg ctaaagaccc 3060
aacatctacg acctctgaaa agacagcagc cctggaggac aggggttgtc tctgagectt 3120
gggtgcttga tggtgccaca aaggagggca tgagtgtgag tataaggccc caggagegtt 3180
agagaagggc acttgggaag gggtcagtct gcagagcccc tatccatgga atctggagec 3240
tggggccaac tggtgtaaat ctctgggect geccaggceatt caaagcagea cetgcatect 3300
ctggcagcect ggggaggegg aagggagcaa ccccccactt atacccttte tecectcagee 3360
ccaggataa cacctctggc cttceecctt cccaccteee atcaggagtg gagggttgea 3420
gagggagggt aaaaacctac atgtccaaac atcatggtgc acgatatatg gatcagtatg 3480
tgtagaggca agaaaggaaa tctgcaggct taactgggtt aatgtgtaaa gtctgtgtge 3540
atgtgtgtgt gtctgactga aaacgggcat ggctgtgcag ctgttcagtt ctgtgcgtga 3600
ggttaccaga ctgcaggttt gtgtgtaaat tgcccaaggc aaagtgggtg aatcccttcc 3660
atggtttaaa gagattggat gatggcctgc atctcaagga ccatggaaaa tagaatggac 3720
actctatatg tgtctctaag ctaaggtagc aaggtctttg gaggacacct gtctagagat 3780
gtgggcaaca gagactacag acagtatctg tacagagtaa ggagagagag gagggggtagt 3840
agaattctct tactatcaaa gggaaactga gtcgtgcacc tgcaaagtgg atgctctcce 3900
tagacatcat gactttgtct ctggggagcc agcactgtgg aacttcaggt ctgagagagt 3960
aggaggctcc cctcagectg aagctatgca gatagccagg gttgaaaggg ggaagggaga 4020
gcctgggatg ggagcttgtg tgttggaggc aggggacaga tattaagcct ggaagagaag 4080
gtgaccctta cccagttgtt caactcaccc ttcagattaa aaataactga ggtaagggcc 4140
tgggtagggg aggtggtgtg agacgctcct gtctctecte tatctgecca teggeccttt 4200
ggggaggagg aatgtgccca aggactaaaa aaaggccatg gagccagagg ggcgagggca 4260
acagaccttt catgggcaaa ccttggggcc ctgctgtect cctgtcacct ccagagccaa 4320
gggatcaaag gaggaggagc caggacagga gggaagtggg agggagggtc ccagcagagg 4380
actccaaatt taggcagcag gcatatggga tgggatataa aggggctgga gcactgagag 4440
ctgtcagaga tttctccaac ccaggtaaga gggagtttcg ggtgggggct cttcacccac 4500
accagacctc tccccaccta gaaggaaact gectttcctg gaagtggggt tcaggeeggt 4560
cagagatctg acagggtggc cttccaccag cctgggaagt tctcagtggc aggaggttic 4620
cacaagaaac actggatgcc ccttcectta cgctgtctte tccatcttce tcctggggat 4680
gctecteccec gtettggttt atcttggcete ttegtcttca gcaagatttg cectgtgetg 4740
tccactecat ctttctctac tgtcteegtg cettgecttg cettettgeg tgtecttect 4800

ttccacccat ttctcacttc accttttcte cectteteat ttgtattcat ccttecttce 4860

ttecttectt ccttecttec ttecttectt cettecttte teecttectt cettecttee 4920

ttecttectt ccttecttec ttectgtgtc agagtgcetga gaatcacacce tggggttcce 4980
acccttatgt aaacaatctt ccagtgagcc acagcttcag tgetgetggg tgctctetta 5040
ccttcctcac ccectggctt gtectgttee atcctggtca ggatctctag attggtctce 5100
cagcctctgc tactcctctt cectgectgtt cetetetctg tccagetgeg ccactgtggt 5160
gcctegttee agetgtggte cacattcttc aggattctct gaaaagttaa ccaggtgaga 5220
atgtttccce tgtagacagc agatcacgat tctcccggaa gtcaggcttc cagecctete 5280
tttctetgee cagetgeceg geactcettag caaacctcag gecacccttac cccacataga 5340
cctctgacag agaagcaggc actttacatg gagtcctggt gggagagcca taggctacgg 5400
tgtaaaagag gcagggaagt ggtggtgtag gaaagtcagg acttcacata gaagcctage 5460
ccacaccaga aatgacagac agatccctcc tatctccccc ataagagttt gagtcgaggg 5520
atctaagcag aagcttcgaa tcgcgaattc gcccacc atg ctg ctg ctg ctg ctg 5575

Met Leu Leu Leu Leu Leu
1 5
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ctg ctg ggc ctg agg cta cag ctc tcc ctg ggc atc atc cca gtt gag 5623
Leu Leu Gly Leu Arg Leu GIn Leu Ser Leu Gly lle lle Pro Val Glu
10 15 20

gag gag aac ccg gac ttc tgg aac cgc gag gca gcc gag gec ctg ggt 5671
Glu Glu Asn Pro Asp Phe Trp Asn Arg Glu Ala Ala Glu Ala Leu Gly
25 30 35

gcc gcc aag aag ctg cag cct gca cag aca gecc gec aag aac ctec atc 5719
Ala Ala Lys Lys Leu GIn Pro Ala GIn Thr Ala Ala Lys Asn Leu lle
40 45 50

atc ttc ctg ggc gat ggg atg ggg gtg tct acg gtg aca gct gec agg 5767
lle Phe Leu Gly Asp Gly Met Gly Val Ser Thr Val Thr Ala Ala Arg
55 60 65 70

atc cta aaa ggg cag aag aag gac aaa ctg ggg cct gag ata ccc ctg 5815
lle Leu Lys Gly GIn Lys Lys Asp Lys Leu Gly Pro Glu lle Pro Leu
75 80 85

gcc atg gac cgc ttc cca tat gtg gct ctg tcc aag aca tca aat gta 5863
Ala Met Asp Arg Phe Pro Tyr Val Ala Leu Ser Lys Thr Tyr Asn Val
90 95 100

gac aaa cat gtg cca gac agt gga gcc aca gcc acg gcec tac ctg tge 5911
Asp Lys His Val Pro Asp Ser Gly Ala Thr Ala Thr Ala Tyr Leu Cys
105 110 115

ggg gtc aag ggc aac ttc cag acc att ggc ttg agt gca gcc gec cge 5959
Gly Val Lys Gly Asn Phe GIn Thr lle Gly Leu Ser Ala Ala Ala Arg
120 125 130

ttt aac cag tgc aac acg aca cgc ggc aac gag gtc atc tcc gtg atg 6007
Phe Asn GIn Cys Asn Thr Thr Arg Gly Asn Glu Val lle Ser Val Met
135 140 145 150

aat cgg gcc aag aaa gca ggg aag tca gtg gga gtg gta acc acc aca 6055
Asn Arg Ala Lys Lys Ala Gly Lys Ser Val Gly Val Val Thr Thr Thr
155 160 165

cga gtg cag cac gcc tcg cca gec ggc acc tac gee cac acg gtg aac 6103
Arg Val GIn His Ala Ser Pro Ala Gly Thr Tyr Ala His Thr Val Asn
170 175 180

cgc aac tgg tac tcg gac gcc gac gtg cct gec tcg gee cge cag gag 6151
Arg Asn Trp Tyr Ser Asp Ala Asp Val Pro Ala Ser Ala Arg GIn Glu
185 190 195

ggg tgc cag gac atc gct acg cag ctc atc tcc aac atg gac att gac 6199
Gly Cys GIn Asp lle Ala Thr GIn Leu lle Ser Asn Met Asp lle Asp
200 205 210

gtg atc cta ggt gga ggc cga aag tac atg ttt cgc atg gga ac cca 6247
Val lle Leu Gly Gly Gly Arg Lys Tyr Met Phe Arg Met Gly Thr Pro
215 220 225 230

gac cct gag tac cca gat gac tac agc caa ggt ggg acc agg ctg gac 6295

Asp Pro Glu Tyr Pro Asp Asp Tyr Ser Gin Gly Gly Thr Arg Leu Asp
235 240 245
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ggg aag aat ctg gtg cag gaa tgg ctg gcg aag cgc cag ggt gcc cgg 6343
Gly Lys Asn Leu Val GIn Glu Trp Leu Ala Lys Arg GiIn Gly Ala Arg

250 255 260

tat gtg tgg aac cgc act gag ctc atg cag gct tcc ctg gac ccg tct 6391
Tyr Val Trp Asn Arg Thr Glu Leu Met GiIn Ala Ser Leu Asp Pro Ser
265 270 275

gtg acc cat ctc atg ggt ctc ttt gag cct gga gac atg aaa tac gag 6439
Val Thr His Leu Met Gly Leu Phe Glu Pro Gly Asp Met Lys Tyr Glu
280 285 290

atc cac cga gac tcc aca ctg gac ccc tcc ctg atg gag atg aca gag 6487
lle His Arg Asp Ser Thr Leu Asp Pro Ser Leu Met Glu Met Thr Glu
295 300 305 310

gct gee ctg cge ctg ctg age agg aac ccc cgce ggc tte tte cte ttc 6535
Ala Ala Leu Arg Leu Leu Ser Arg Asn Pro Arg Gly Phe Phe Leu Phe
315 320 325

gtg gag ggt ggt cgc atc gac cat ggt cat cat gaa agc agg gct tac 6583
Val Glu Gly Gly Arg lle Asp His Gly His His Glu Ser Arg Ala Tyr
330 335 340

cgg gca ctg act gag acg atc atg ttc gac gac gcc att gag agg gcg 6631
Arg Ala Leu Thr Gly Thr lle Met Phe Asp Asp Ala lle Glu Arg Ala
345 350 355

ggc cag ctc acc agc gag gag gac acg ctg agc ctc gtc act gcc gac 6679
Gly GIn Leu Thr Ser Glu Glu Asp Thr Leu Ser Leu Val Thr Ala Asp
360 365 370

cac tcc cac gtc ttc tee ttc gga ggc tac ccc ctg cga ggg agc tcc 6727
His Ser His Val Phe Ser Phe Gly Gly Tyr Pro Leu Arg Gly Ser Ser
375 380 385 390

atc ttc ggg ctg gcc cct ggc aag gec cgg gac agg aag gec tac acg 6775
lle Phe Gly Leu Ala Pro Gly Lys Ala Arg Asp Arg Lys Ala Tyr Thr
395 400 405
gtc ctc cta tac gga aac ggt cca ggc tat gtg ctc aag gac ggc gcc 6823
Val Leu Leu Tyr Gly Asn Gly Pro Gly Tyr Val Leu Lys Asp Gly Ala
410 415 420

cgg ccg gat gtt acc gag agc gag agc ggg agc ccc gag tat cgg cag 6871
Arg Pro Asp Val Thr Glu Ser Glu Ser Gly Ser Pro Glu Tyr Arg GIn
425 430 435

cag tca gca gtg ccc ctg gac gaa gag acc cac gca ggc gag gac gtg 6919
GIn Ser Ala Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr His Ala Gly Glu Asp Val
440 445 450

gcg gtg ttc gg cgce ggc ccg cag geg cac ctg gtt cac gge gtg cag 6967
Ala Val Phe Ala Arg Gly Pro GIn Ala His Leu Val His Gly Val GIn
455 460 465 470

gag cag acc ttc ata gcg cac gtc atg gcc ttc gec gec tge ctg gag 7015
Glu GIn Thr Phe lle Ala His Val Met Ala Phe Ala Ala Cys Leu Glu
475 480 485

cce tac acc gec tge gac ctg geg ccc cce gee gge acc acc gac gec 7063
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Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro Ala Gly Thr Thr Asp Ala
490 495 500

gcg cac ccg ggt tac tet aga gtc ggg geg gee ggce cgce tte gag cag 7111
Ala His Pro Gly Tyr Ser Arg Val Gly Ala Ala Gly Arg Phe Glu GIn

505 510 515
aca tga taagatacat tgatgagttt ggacgcggcc gcgactctag atcataatca 7167
Thr

gccataccac atttgtagag gttttacttg ctttaaaaaa cctcccacac ctcceectga 7227
acctgaaaca taaaatgaat gcaattgttg ttgttaactt gtttattgca gcttataatg 7287
gttacaaata aagcaatagc atcacaaatt tcacaaataa agcatttttt tcactgcatt 7347
ctagttgtgg tttgtccaaa ctcatcaatg tatcttaagg cgtaaattgt aagcgttaat 7407
attttgttaa aattcgcgtt aaatttttgt taaatcagct cattttttaa ccaataggcc 7467
gaaatcggca aaatccctta taaatcaaaa gaatagaccg agatagggtt gagtgttgtt 7527
ccagtttgga acaagagtcc actattaaag aacgtggact ccaacgtcaa agggcgaaaa 7587
accgtctatc agggcgatgg cccactacgt gaaccatcac cctaatcaag ttttttgggg 7647
tcgaggtgcc gtaaagcact aaatcggaac cctaaaggga gecccccgatt tagagcettga 7707
cggggaaagc cggcgaacgt ggcgagaaag gaagggaaga aagcgaaagg agcgggcegcet 7767
agggcgctgg caagtgtagce ggtcacgctg cgegtaacca ccacacccge cgcegcttaat 7827
gcgcecgctac agggcegcegtc aggtggceact tttcggggaa atgtgcgegg aacccctatt 7887
tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata accctgataa 7947
atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt cctgaggcgg aaagaaccag ctgtggaatg 8007
tgtgtcagtt agggtgtgga aagtccccag getccccage aggcagaagt atgcaaagcea 8067
tgcatctcaa ttagtcagca accaggtgtg gaaagtcccc aggctcccca gcaggcagaa 8127
gtatgcaaag catgcatctc aattagtcag caaccatagt cccgccccta actccgecca 8187
tccegeccct aactccgecce agtteecgecc attctccgec cecatggcetga ctaatttttt 8247
ttattttatgc agaggccgag gecgectegg cctetgagcet attccagaag tagtgaggag 8307
gcttttttgg aggcctaggc ttttgcaaag atcgatcaag agacaggatg aggatcgttt 8367
cgcatgattg aacaagatgg attgcacgca ggttctccgg ccgettgggt ggagaggcta 8427
ttcggctatg actgggcaca acagacaatc ggctgctctg atgccgecgt gttccggetg 8487
tcagcgcagg ggcgceccggt tetttttgtc aagaccgacc tgtccggtge cctgaatgaa 8547
ctgcaagacg aggcagcgcg gctatcgtgg ctggccacga cgggegttce ttgecgcagcet 8607
gtgctcgacg ttgtcactga agcgggaagg gactggctgc tattgggcga agtgeccgggg 8667
caggatctcc tgtcatctca ccttgtcct gccgagaaag tatccatcat ggctgatgea 8727
atgcggceggce tgcatacgcet tgatccggct acctgeccat tcgaccacca agcgaaacat 8787
cgcatcgagce gagcacgtac tcggatggaa gccggtcttg tcgatcagga tgatctggac 8847
gaagagcatc aggggctcgc gccagecgaa ctgttcgeca ggctcaagge gagcatgece 8907
gacggcgagg atctcgtcgt gacccatggce gatgectgcet tgccgaatat catggtggaa 8967
aatggccgct tttctggatt catcgactgt ggececggetgg gtgtggegga cecgctatcag 9027
gacatagcgt tggctacccg tgatattgct gaagagcttg gcggcegaatg ggctgaccge 9087
ttcctegtgce tttacggtat cgecgctece gattcgcage geatcgectt ctatcgectt 9147
cttgacgagt tcttctgage gggactetgg ggttcgaaat gaccgaccaa gcgacgecca 9207
acctgccatc acgagatttc gattccaccg ccgecttcta tgaaaggttg ggcttcggaa 9267
tegttttccg ggacgecgge tggatgatee tccagegegg ggatcteatg ctggagttet 9327
tcgcccacce tagggggagg ctaactgaaa cacggaagga gacaataccg gaaggaaccc 9387
gcgctatgac ggcaataaaa agacagaata aaacgcacgg tgttgggtcg tttgttcata 9447
aacgcggggt tcggtcccag ggcetggceact ctgtcgatac cccaccgaga ccccattggg 9507
gccaatacgc ccgcgtttct tecttttcce caccccacce cccaagticg ggtgaaggece 9567
cagggctcgc agccaacgtc ggggcggcag gecctgecat agcctcaggt tactcatata 9627
tactttagat tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg aagatccttt 9687

ttgataatt catgaccaaa atcccttaac gtgagttttc gttccactga gecgtcagacc 9747
ccgtagaaaa gatcaaagga tcttcttgag atcctttttt tctgcgegta atctgetget 9807
tgcaaacaaa aaaaccaccg ctaccagcgg tggtttgttt gccggatcaa gagctaccaa 9867
ctctttttcc gaaggtaact ggcttcagca gagcgcagat accaaatact gtccttctag 9927
tgtagccgta gttaggccac cacttcaaga actctgtage accgecaca tacctcgetc 9987
tgctaatcct gttaccagtg gcetgctgcca gtggcgataa gtegtgtctt accgggttgg 10047
actcaagacg atagttaccg gataaggcgc agcggtcggg ctgaacgggg ggttcgtgca 10107
cacagcccag cttggagcga acgacctaca ccgaactgag atacctacag cgtgagctat 10167
gagaaagcgc cacgcttccc gaagggagaa aggcggacag gtatccggta agcggcaggg 10227
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tcggaacagg agagcgcacg agggagcttc caggggaaa cgcctggtat ctttatagtc 10287
ctgtcgggtt tcgecaccte tgacttgage gtcgattttt gtgatgctcg tcagggggge 10347
ggagcctatg gaaaaacgcc agcaacgegg cctttttacg gttcctggec ttttgetgge 10407
cttttgctca catgttcttt cctgegttat ccectgatte tgtggataac cgtattaccg 10467
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<210> 4
<211> 519
<212> PRT
<213> SEAP

<400> 4

Met Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Arg Leu GIn Leu Ser Leu
1 5 10 15
Gly lle lle Pro Val Glu Glu Glu Asn Pro Asp Phe Trp Asn Arg Glu
20 25 30
Ala Ala Glu Ala Leu Gly Ala Ala Lys Lys Leu GIn Pro Ala GIn Thr
35 40 45
Ala Ala Lys Asn Leu lle lle Phe Leu Gly Asp Gly Met Gly Val Ser
50 55 60
Thr Val Thr Ala Ala Arg lle Leu Lys Gly GIn Lys Lys Asp Lys Leu
65 70 75 80
Gly Pro Glu lle Pro Leu Ala Met Asp Arg Phe Pro Tyr Val Ala Leu
85 90 95
Ser Lys Thr Tyr Asn Val Asp Lys His Val Pro Asp Ser Gly Ala Thr
100 105 110

Ala Thr Ala Tyr Leu Cys Gly Val Lys Gly Asn Phe Gin Thr lle Gly
115 120 125
Leu Ser Ala Ala Ala Arg Phe Asn GIn Cys Asn Thr Thr Arg Gly Asn
130 135 140
Glu Val lle Ser Val Met Asn Arg Ala Lys Lys Ala Gly Lys Ser Val
145 150 155 160
Gly Val Val Thr Thr Thr Arg Val GIn His Ala Ser Pro Ala Gly Thr
165 170 175
Tyr Ala His Thr Val Asn Arg Asn Trp Tyr Ser Asp Ala Asp Val Pro
180 185 190
Ala Ser Ala Arg GIn Glu Gly Cys GIn Asp lle Ala Thr GIn Leu lle
195 200 205
Ser Asn Met Asp lle Asp Val lle Leu Gly Gly Gly Arg Lys Tyr Met
210 215 220
Phe Arg Met Gly Thr Pro Asp Pro Glu Tyr Pro Asp Asp Tyr Ser GIn
225 230 235 240
Gly Gly Thr Arg Leu Asp Gly Lys Asn Leu Val GIn Glu Trp Leu Ala
245 250 255
Lys Arg GIn Gly Ala Arg Tyr Val Trp Asn Arg Thr Glu Leu Met GIn
260 265 270
Ala Ser Leu Asp Pro Ser Val Thr His Leu Met Gly Leu Phe Glu Pro
275 280 285
Gly Asp Met Lys Tyr Glu lle His Arg Asp Ser Thr Leu Asp Pro Ser
290 295 300

Leu Met Glu Met Thr Glu Ala Ala Leu Arg Leu Leu Aer Arg Asn Pro
305 310 315 320
Arg Gly Phe Phe Leu Phe Val Glu Gly Gly Arg lle Asp His Gly His
325 330 335
His Glu Ser Arg Ala Tyr Arg Ala Leu Thr Glu Thr lle Met Phe Asp
340 345 350
Asp Ala lle Glu Arg Ala Gly GIn Leu Thr Ser Glu Glu Asp Thr Leu
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355 360 365
Ser Leu Val Thr Ala Asp His Ser His Val Phe Ser Phe Gly Gly Tyr
370 375 380

Pro Leu Arg Gly Ser Ser lle Phe Gly Leu Ala Pro Gly Lys Ala Arg
385 390 395 400
Asp Arg Lys Ala Tyr Thr Val Leu Leu Tyr Gly Asn Gly Pro Gly Tyr
405 410 415
Val Leu Lys Asp Gly Ala Arg Pro Asp Val Thr Glu Ser Glu Ser Gly
420 425 430
Ser Pro Glu Tyr Arg GIn GIn Ser Ala Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr
435 440 445
His Ala Gly Glu Asp Val Ala Val Phe Ala Arg Gly Pro GIn Ala His
450 455 460
Leu Val His Gly Val GIn Glu GIn Thr Phe lle Ala His Val Met Ala
465 470 475 480
Phe Ala Ala Cys Leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro
485 490 495
Ala Gly Thr Thr Asp Ala Ala His Pro Gly Tyr Ser Arg Val Gly Ala
500 505 510
Ala Gly Arg Phe Glu GIn Thr
515
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REIVINDICACIONES
1. Un método para hacer el seguimiento de la diferenciacion celular que comprende:

cultivo de células capaces de diferenciarse en, al menos, un tipo celular especifico que contiene, al menos, una
molécula de acido nucleico recombinante que comprende un gen informador que codifica un producto que se
secreta tras la diferenciacion celular, o mantener un animal no humano que comprende dichas células bajo
condiciones que permiten la diferenciacién de las células; y

cuantificar las células diferenciadas determinando la cantidad o actividad del producto génico informador en un fluido
corporal de dicho animal no humano transgénico o en el medio de cultivo celular.

2. El método de la reivindicacion 1 en donde dicha molécula de acido nucleico recombinante comprende, al menos,
una secuencia reguladora con especificidad para el tipo celular unida de modo operable a dicho gen informador.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2 en donde dichas células son, o se derivan de, células madre.

4. El método de la reivindicacion 3 en donde dichas células madre son células de una linea de células madre
embrionarias o células progenitoras adultas multipotentes (MAPC).

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en donde dicho producto génico informador comprende una
secuencia secretora candidata a farmaco.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 en donde dicha secuencia reguladora comprende un
elemento promotor y/o potenciador.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en donde dicho tipo celular se selecciona del grupo que
consiste en fibroblastos del tejido conectivo, células estromales, células endoteliales, células gliales, células
neurales, células neuronales, células hematopoyéticas, células de musculo liso, células de musculo esquelético,
células epiteliales y células cardiacas.

8. El método de la reivindicacion 6 6 7 en donde dicho promotor o potenciador se selecciona del grupo que consiste
en promotor o potenciador aMHC, MLC2V, VE-cadherina, Tie-2, Flk-1, Flt-1, GFAP, tubulina alfa-1 y colageno 2.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en donde dicho producto génico informador es fosfatasa
alcalina secretada (SEAP) o alfa-amilasa.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde dicha molécula de acido nucleico recombinante
comprende un marcador que puede seleccionarse expresado mediante células multipotentes o pluripotentes.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en donde dichas células forman agregados celulares o
agregados de tipo tisular derivados de tipos celulares diferentes.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en donde dichas células forman cuerpos embrioides
(EB).

13. Un constructo génico informador para hacer el seguimiento de la diferenciacion celular cuantificando las células
diferenciadas que comprenden una molécula de acido nucleico recombinante segun se ha definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5, 6 6 8-10.

14. Una célula que comprende un constructo génico informador de la reivindicacién 13 en donde dicha célula es
capaz de diferenciarse en, al menos, un tipo celular concreto.

15. Un agregado celular de, al menos, un tipo celular que comprende células de la reivindicacion 14.
16. Un tejido que comprende células de la reivindicacion 14 o un agregado celular de la reivindicacion 15.

17. Un 6rgano que comprende un tejido de la reivindicacion 16, una célula de la reivindicacion 14 o un agregado
celular de la reivindicacion 15.

18. Un implante o trasplante que comprende un érgano de la reivindicacién 17, un tejido de la reivindicacion 16, una
célula de la reivindicacion 14 o un agregado celular de la reivindicacién 15.
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19. Un animal no humano que comprende un constructo génico informador de la reivindicacion 13, una célula de la
reivindicacién 14, un agregado celular de la reivindicacién 15, un tejido de la reivindicacion 16 o un érgano de la
reivindicacion 17.

20. Una composicion de materia que comprende un constructo génico informador de la reivindicacién 13, un tejido
de la reivindicacion 16, células de la reivindicacion 14 o un agregado celular de la reivindicacion 15.

21. Un array que comprende un soporte sélido y, unido al mismo, o suspendido sobre el mismo, células de la
reivindicacion 14, un agregado celular de la reivindicacién 15 o un tejido de la reivindicacion 16.

22. Uso de un aparato para analizar el array de la reivindicacién 21.

23. Un método de obtencion y/o perfilado de un modulador de la diferenciacion celular que comprende:

poner en contacto una muestra de analisis que comprende una célula de la reivindicacidon 14, un agregado celular de
la reivindicacion 15, un tejido de la reivindicacion 16 o un érgano de la reivindicacién 17 o un animal no humano de
la reivindicacion 19 con una sustancia de analisis; y

determinar el efecto de la sustancia de andlisis en la cantidad del producto génico informador o actividad en
comparacion con una muestra o animal de control.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 6 23 en donde se afiade al medio de cultivo o al animal un
compuesto que se sabe que activa o inhibe el proceso de diferenciacion.

25. El método de cualquiera de las reivindicaciones 23 6 24 en donde la sustancia de analisis es un agente
terapéutico o una mezcla de agentes terapéuticos.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones 23-25 que se realiza en un array.

27. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 6 23-26 en donde dicha una o mas células se
manipulan genéticamente para (sobre)expresar o inhibir la expresion de un gen diana.

28. Un kit dtil para llevar a cabo un método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 6 23-27 que contiene un
constructo génico informador de la reivindicaciéon 13 o una célula de la reivindicacién 14 y, opcionalmente,
compuestos estandar, como medios de cultivo, agentes de seleccion, agentes de deteccion para la molécula
informadora y muestras de control.

29. Uso de un constructo génico informador de la reivindicacion 13, una célula de la reivindicaciéon 14, un agregado
celular de la reivindicacion 15, un tejido de la reivindicaciéon 16, un érgano de la reivindicacion 17, el implante o
trasplante de la reivindicacion 18, un animal no humano de la reivindicacion 19, la composicion de la reivindicacion
20 o un array de la reivindicacion 21 en el descubrimiento de medicamentos o en el perfilado famacocinético o
farmacoldgico.

30. Un vector que comprende la regién promotora del gen de cadena pesada de alfa-miosina de raton o del gen de
cadena ligera del regulador de miosina ventricular y unida de modo operable a la misma una secuencia de ADN
heterdloga que codifica la proteina fosfatasa alcalina secretada (SEAP).

31. El vector de la reivindicacion 30 en donde dicho promotor comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID
NO: 1 6 2, o un fragmento de la misma.

32. El vector de la reivindicacion 30 6 31 que comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID NO: 3.
33. Uso de una region promotora del gen de cadena pesada de alfa-miosina de ratéon o del gen regulador de la

cadena ligera de miosina ventricular para la expresién especifica de secuencias de ADN heterdlogas durante la
embriogénesis o desarrollo celular en un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 6 23-27.
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