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DESCRIPCIÓN 

 
Diferenciación de las células madre de embriones humanos 
 
ÁMBITO DE LA INVENCIÓN 5 
 

Esta es, en parte, la continuación de la solicitud de EE.UU. nº 11/736.908, presentada el 18 de abril del 2007 que 
reclama la prioridad para: la solicitud provisional de EE.UU. nº 50/745.899, presentada el 28 de abril del 2006; la 
solicitud provisional de EE.UU. nº 50/827.695, presentada el 30 de abril del 2006 y la solicitud provisional de EE.UU. 
nº 50/882.670, presentada el 29 de diciembre del 2006.  10 
 
La presente invención se refiere a los métodos para promover la diferenciación de las células madre pluripotentes. 
La presente invención se refiere, en particular, al método mejorado para la formación del endodermo pancreático, de 
células que expresan la hormona pancreática y de la hormona pancreática que segrega células. La presente 
invención se refiere también a los métodos para promover la diferenciación de las células madre pluripotentes, sin 15 
hacer uso de una monocapa sustentadora celular.  
 
ANTECEDENTES 
 
Los avances en la terapia de sustitución celular para la diabetes mellitus tipo 1 y la escasez de islotes de 20 
Langerhans trasplantables han hecho que el interés se centre en el desarrollo de fuentes de células productoras de 
insulina o de células ß, apropiadas para los injertos. Una manera de enfocarlo consiste en la generación de células ß 
funcionales a partir de células madre pluripotentes como, por ejemplo, células madre embrionarias.  
 
En el desarrollo vertebrado embrionario, una célula pluripotente da lugar a un grupo de células compuestas de tres 25 
capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) en un proceso conocido como gastrulación. Tejidos como, 
por ejemplo, el tiroides, el timo, el páncreas, el intestino y el hígado se desarrollarán a partir del endodermo, a través 
de una etapa intermedia. La etapa intermedia en este proceso consiste en la formación de un endodermo definitivo. 
Las células del endodermo definitivo expresan un número de marcadores como, por ejemplo, HNF-3 beta, GATA4, 
Mix1l, CXCR4 y Sox-17.  30 
 
La formación del páncreas surge de la diferenciación del endodermo definitivo en el interior del endodermo 
pancreático. Las células del endodermo pancreático expresan el gen Pdx1 de la homeosecuencia pancreático 
duodenal. En ausencia de Pdx1, el páncreas no consigue desarrollar la formación de esbozos ventrales ni dorsales. 
Por tanto, la expresión de Pdx1 marca una fase crítica en la organogénesis pancreática. El páncreas maduro 35 
contiene tejido exocrino y tejido endocrino, entre otros tipos de células. Ambos tejidos surgen de la diferenciación del 
endodermo pancreático.  
 
Las células que soportan las propiedades de los islotes se han derivado, según se informa, de células embrionarias 
del ratón. Por ejemplo, Lumelsky y otros autores (Science 292,1.389, 2001) señalan que la diferenciación de las 40 
células madre de embriones de ratón en estructuras secretoras de insulina es similar a la de los islotes pancreáticos. 
Soria y otros autores (Diabetes 49, 157, 2000) señalan que las células secretoras de insulina derivadas de las 
células madre de embriones de ratón normalizan la glucemia en ratones sometidos a la diabetes inducida por 

estreptozotocina.  
 45 
En un ejemplo, Hori y otros autores (PNAS, 99-16.105, 2002) divulgan que el tratamiento de las células madre de 
embriones de ratón con inhibidores de fosfoinositido 3-quinasa (LY294002) produjo células que se parecían a las 
células ß. 
 
En otro ejemplo, Blyszczuk y otros autores (PNAS, 100-998, 2003) señalan que la generación de células productoras 50 
de insulina a partir de células madre de embriones de ratón expresan, constitutivamente, el Pax4.  
 
Micallef y otros autores señalan que el ácido retinoico puede regular la implicación de las células madre 
embrionarias en la formación de endodermos de Pdx1 pancreático positivos. El ácido retinoico es el más efectivo a 
una expresión inducida de Pdx1 cuando se añade a cultivos en el día 4 de la diferenciación de la célula madre 55 
embrionaria, durante un período que se corresponde con el final de la gastrulación en el embrión (Diabetes 54-301, 

2005). 
 
Miyazaki y otros autores señalan que una línea de células madre de embrión de ratón sobre expresa el Pdx1. Sus 
resultados muestran que la expresión exógena de Pdx1 potencia claramente la expresión de los genes de la 60 
insulina, somatostatina, glucoquinasa, Neurogenin 3, P48, Pax6 y HNF-6 en las células diferenciadas resultantes 
(Diabetes 53-1.030, 2004).  
 
Skoudy y otros autores señalan que la activina A (miembro de la superfamilia TGFß) activa la expresión de los genes 
exocrinos pancreáticos (p48 y amilasa) y de los genes endocrinos (Pdx1, insulina y glucagón) en células madre de 65 
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embrión de ratón. Se observó que se alcanzaba el máximo efecto utilizando para ello la activina A lnM. También 
observaron que la expresión del nivel de insulina y de mRNA de Pdx1 no se veían afectados por el ácido retinoico; 
sin embargo, el tratamiento con FGF7 de 3nM dio como resultado un incremento en el nivel de la transcripción Pdx1 
(Biochem, J. 379-749, 2004). 

 5 
Shiraki y otros autores estudiaron los efectos de los factores de crecimiento que potencian, específicamente, la 
diferenciación de las células madre embrionarias en el interior de las células de Pdx1 positivas. Observaron que la 
reproducibilidad de TGFß2 producía una mayor proporción de células de Pdx1 positivas (Genes Cells, Jun. 2005; 

10(6)-503-16). 
 10 
Gordon y otro autores demostraron la inducción de Brachyury+/HNF-3beta+ células del endodermo a partir de 
células madre de embriones de ratón, en ausencia de suero y en presencia de activina, junto con un inhibidor de 
señalización de Wnt (EE. UU. 2006/0003446A1).  
 
Gordon y otro autores (PNAS, vol. 103, página 16.806, 2006) manifiestan que "se requirieron, simultáneamente, Wnt 15 
y TGFß/Nodal/señalización de activina para la generación de la anterior línea primitiva".  
 
Sin embargo, el desarrollo del modelo de células madre de embriones de ratón puede no mimetizar exactamente el 
programa de desarrollo en mamíferos superiores como, por ejemplo, los seres humanos.  
 20 
Thomson y otros autores aislaron las células madre embrionarias de los blastocitos humanos (Science 282,114, 
1998). Al mismo tiempo, Gearhart y sus colaboradores derivaron gérmenes embrionarios humanos (hEG) y líneas 
celulares a partir del tejido gonadal fetal (Shamblott y otros autores, Proc. Natl. Acad. Sci, EE. UU. 95, 13.726, 1998). 
A diferencia de las células madre de embriones de ratón a las que se les impidió la diferenciación simplemente 
mediante el cultivo con el factor inhibidor de la leucemia (LIF), las células madre de embriones humanos deben 25 
conservarse bajo unas condiciones muy especiales (Pat. de EE. UU. nº 6.200.806; WO 99/20.741; WO 01/51.616).  
 
D'amour y otros autores describen la producción de cultivos enriquecidos con células madre de embriones humanos 
derivadas del endodermo definitivo, en presencia de una elevada concentración de activina y baja de suero (D'amour 
KA y otros autores, 2005). Trasplantar estas células bajo la cápsula renal de los ratones dio como resultado la 30 
diferenciación en el interior de más células maduras con las características de algunos órganos endodérmicos. Las 
células madre de embriones humanos derivadas de las células del endodermo definitivo pueden diferenciarse mejor 
en el interior de células de Pdx1 positivas tras la adición de FGF10 (EE. UU. 2005/0266554A1) 
 
D'amour y otros autores (Nature Biotechnology-24, 1.392-1.401 (2006) manifiestan: " hemos desarrollado un proceso 35 
de diferenciación que convierte las células madre de embriones humanos (hES) en células endocrinas capaces de 
sintetizar las hormonas pancreáticas: insulina, glucagón, somatostatina, polipéptido pancreático y grelina. Este 
proceso mimetiza in vivo la organogénesis pancreática conduciendo las células a través de varias etapas que se 
parecen al endodermo definitivo, endodermo del tubo intestinal, endodermo pancreático y al precursor endocrino, en 
ruta hacia las células que expresan hormonas endocrinas".  40 
 
En otro ejemplo, Fisk y otros autores señalan un sistema para producir células de los islotes pancreáticos a partir de 
células madre de embriones humanos (EE. UU. 2006/0040387A1). En este caso, la vía de diferenciación se dividió 
en tres etapas. Primero, las células madre de embriones humanos se diferenciaron del endodermo utilizando para 
ello una combinación de butirato y activina A. Luego, se cultivaron las células con los antagonistas de TGFß como, 45 
por ejemplo, Noggin combinado con EGF o betacelulina para generar células de Pdx1 positivas. La diferenciación 
terminal se indujo por nicotinamida.  
 
En un ejemplo, Benvenistry y otros autores manifiestan: "concluimos que la sobre expresión de Pdx1 potenciaba la 
expresión de los genes pancreáticos enriquecidos y que la inducción de la expresión de insulina puede requerir 50 
señales adicionales que solo están presentes in vivo" (Benvenistry y otros autores, Stem Cells, 2006, 24-1.923-
1.930). 
 
En consecuencia, sigue faltando una necesidad significativa para desarrollar las condiciones que permitan 
establecer líneas de células madre pluripotentes que puedan expandirse para así responder a las necesidades 55 
clínicas actuales, mientras que se mantiene el potencial para su diferenciación en el interior de las células 
pancreático endocrinas, células que expresan hormonas pancreáticas o células que segregan hormonas 
pancreáticas. Hemos adoptado una manera alternativa de enfocarlo para mejorar la eficiencia de la diferenciación de 
células madre de embriones humanos hacia células pancreático endocrinas. 
 60 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
La invención proporciona un método para diferenciar células madre pluripotentes en el interior de células que 
expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino y que comprende las fases de:  
a. cultivo de las células madre pluripotentes, 65 
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b. diferenciación de las células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, mediante el cultivo de las células madre pluripotentes en un medio 
químicamente definido que se compone del medio suplementado con B27 y mediante el tratamiento de las células 
pluripotentes con activina A.  
c. diferenciación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en el 5 
interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, mediante el 
tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con, al menos, un 
factor de crecimiento de fibroblasto o ácido retinoico y con, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto y 
d. diferenciación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en 
el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino, mediante el 10 
tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático con un 
inhibidor de la gamma secretasa.  
La invención también proporciona un método para diferenciar células madre pluripotentes en el interior de células 
que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático y que comprende las fases de: 
a. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio químicamente definido que se compone del medio 15 
suplementado con B27, 
b. diferenciación de las células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, mediante el tratamiento de las células pluripotentes con activina A 
y 
c. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en 20 
el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, mediante el 
tratamiento de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con, al 
menos, un factor de crecimiento de fibroblasto o ácido retinoico y con, al menos, un factor de crecimiento de 
fibroblasto. 
 25 
La invención también proporciona un método para diferenciar células madre pluripotentes en el interior de células 
que expresan marcadores que son característicos del linaje del endodermo definitivo y que comprende las fases de: 
a. recubrimiento de las células madre pluripotentes sobre un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una 
matriz extracelular y 
b. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio químicamente definido que se compone del medio 30 
suplementado con B27 y tratamiento de las células pluripotentes con activina A. 
 
RESUMEN DE LA DIVULGACIÓN  
 
En una materialización, la presente divulgación proporciona un método para diferenciar células madre pluripotentes y 35 
que comprende las fases de: 
a. cultivo de las células madre pluripotentes y 
b. diferenciación de las células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, 
c. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en 40 
el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático y 
d. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático 
en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino. 
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se 45 
diferencian de las células madre pluripotentes mediante el tratamiento de las células madre pluripotentes con 
cualquiera de los siguientes métodos:  
a. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio que contiene activina A, en ausencia de suero y, 
luego, cultivar las células con la activina A y el suero de una concentración diferente o  
b. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio que contiene activina A, en ausencia de suero y, 50 
luego, cultivar las células con la activina A y con suero de otra concentración o  
c. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio que contiene activina A y un ligando Wnt, en 
ausencia de suero y, luego, extraer el ligando Wnt y cultivar las células con activina A, con suero o 
d. cultivo de las células madre pluripotentes sobre un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular y cultivar las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt o 55 
e. cultivo de las células madre pluripotentes sobre un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular; luego, cultivar las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un primer medio de 
cultivo que contiene suero y, luego, cultivar las células madre pluripotentes con activina A, en un segundo medio de 
cultivo que contiene suero o 
f. cultivo de las células madre pluripotentes sobre un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 60 
extracelular; luego cultivar las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un primer medio de 
cultivo que contiene suero y, luego, cultivar las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un 
segundo medio de cultivo que contiene suero de una concentración diferente o 
g. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio suplementado con B27 y que contiene un ligando 
Wnt y activina A o 65 

ES 2 537 578 T3

 

4



  

h. cultivo de las células madre pluripotentes sobre un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular en un medio suplementado con B27 y que contiene activina A. 
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático se 
diferencian de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo, mediante el 5 
tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con cualquiera de 
los siguientes métodos:  
a. tratamiento de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con 
un factor de crecimiento de fibroblasto y un inhibidor de la vía de señalización Hedgehog, luego extraer el medio que 
contiene el factor de crecimiento de fibroblasto y el inhibidor de la vía de señalización Hedgehog y, posteriormente, 10 
cultivar las células en un medio que contiene ácido retinoico, un factor de crecimiento de fibroblasto y el inhibidor de 
la vía de señalización Hedgehog o  
b. tratamiento de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con 
ácido retinoico y, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto o 
c. tratamiento de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con 15 
ácido retinoico, luego extraer el ácido retinoico y, posteriormente, tratar las células con al menos, un factor de 
crecimiento de fibroblasto. 
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino se 
diferencian de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático con 20 
cualquiera de los siguientes métodos: 
a. cultivar células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en un medio 
que contiene DAPT y Exendin-4 , luego extraer el medio que contiene DAPT y Exendin-4 y, posteriormente, cultivar 
las células en un medio que contiene Exendin-1, IGF-1 y HGF o 
b. cultivar células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en un medio 25 
que contiene Exendin-4, luego extraer el medio que contiene Exendin-4 y, posteriormente, cultivar las células en un 
medio que contiene Exendin-1, IGF-1 y HGF o 
c. cultivar células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en un medio 
que contiene DAPT y Exendin-4 ó 
d. cultivar células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en un medio 30 
que contiene Exendin-4 o 
e. tratar células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático con un factor 
que inhibe la vía de señalización Notch. 
 
En una materialización, la presente divulgación describe un método para tratar a un paciente que sufre diabetes y 35 
que comprende las fases de:  
a. cultivo de las células madre pluripotentes, 
b. diferenciación de las células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, 
c. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en 40 
el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático,  
d. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático 
en el interior de células del linaje celular ß y 
e. implantación de las células del linaje celular ß en el paciente.  
 45 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
El panel de la figura 1 muestra la expresión de los marcadores del endodermo definitivo: CXCR4, GATA4, HNF-

3beta, Mix1l y Sox-17 en la línea H9 de células madre de embriones humanos, siguiendo el tratamiento con 
100ng/ml de activina A durante dos, cinco y ocho días. Se ensayó la expresión de los marcadores del endodermo 50 
definitivo al nivel de mRNA y se normalizó a niveles de expresión en seres humanos no tratados con células madre 
embrionarias. El panel b muestra la expresión de los marcadores Cerberus y Otx-l del endodermo anterior y los 
genes Hox en la línea H9 de células madre de embriones humanos, siguiendo el tratamiento con 100 ng/ml de 
activina A durante tres y cinco días.  
 55 
La figura 2 muestra la expresión de los marcadores del endodermo definitivo en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo el tratamiento con 100 ng/ml de activina A durante cinco días. La expresión de los 
marcadores del endodermo definitivo se detectó mediante inmunohistoquímica. El panel (a) muestra la expresión de 
Sox-17. El panel (b) muestra la expresión de HNF-3beta. El panel (c) muestra la expresión de Oct3/4.  
 60 
La figura 3 muestra la expresión de los marcadores del endodermo definitivo en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo un protocolo de diferenciación escalonada. La expresión de los marcadores del 
endodermo definitivo se ensayó a un nivel de mRNA y se normalizó a niveles de expresión en seres humanos no 
tratados con células madre embrionarias. El panel (a) muestra la expresión de GATA4. El panel (b) muestra la 
expresión de Sox-17. El panel (c) muestra la expresión de HNF-3beta. El panel (d) muestra la expresión de Mix1l. 65 
Los datos con la indicación 'AA' aluden a un tratamiento con activina A durante uno (1 d), tres (3 d), cinco (5 d) o 
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siete días (7 d). Los datos con la indicación 'UT' aluden a cultivos controles no tratados durante uno (1 d), tres (3 d), 
cinco (5 d) o siete días (7 d).  
 
La figura 4 muestra la expresión de marcadores extraembrionarios del endodermo en la línea H9 de células madre 

de embriones humanos, siguiendo un protocolo de diferenciación escalonada. La expresión de los marcadores 5 
extraembrionarios del endodermo se ensayó a un nivel de mRNA y se normalizó a niveles de expresión en seres 
humanos no tratados con células madre embrionarias. El panel (a) muestra el efecto de 100 ng/ml de activina A en 
una expresión de AFP. El panel (b) muestra el efecto de 100 ng/ml de activina A en una expresión de Sox-17. Los 
datos con la indicación 'AA' aluden a un tratamiento con activina A durante uno (1 d), tres (3 d), cinco (5 d) o siete 
días (7 d). Los datos con la indicación 'UT' aluden a cultivos controles no tratados durante uno (1 d), tres (3 d), cinco 10 
(5 d) o siete días (7 d).  
 
 La figura 5 muestra la expresión de marcadores del mesodermo y ectodermo en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo un protocolo de diferenciación escalonada. La expresión de los marcadores del 
mesodermo y ectodermo se ensayó a un nivel de mRNA y se normalizó a niveles de expresión en seres humanos no 15 
tratados con células madre embrionarias. El panel (a) muestra el efecto de 100 ng/ml de activina A en una expresión 
de Brachyury. El panel (b) muestra el efecto de 100 ng/ml de activina A en una expresión de Zic l. Los datos con la 
indicación 'AA' aluden a un tratamiento con activina A durante uno (1 d), tres (3 d), cinco (5 d) o siete días (7 d). Los 
datos con la indicación 'UT' aluden a cultivos controles no tratados durante uno (1 d), tres (3 d), cinco (5 d) o siete 
días (7 d). 20 
 
La figura 6 muestra la expresión de los marcadores del endodermo definitivo: Brachyury (panel a), CXCR4 (panel b), 

Mix1l (panel c), Sox-17(panel d), HNF-3beta (panel e), Oct4 (panel f), en la línea H7 de células madre de embriones 
humanos y siguiendo un tratamiento con 100 ng/ml de activina A durante uno, tres, cinco y siete días. La expresión 
de marcadores del endodermo definitivo se ensayó a un nivel de mRNA y se normalizó a niveles de expresión en 25 
seres humanos no tratados con células madre embrionarias.  
 
La figura 7 muestra la expresión de marcadores del endodermo definitivo en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo la puesta en práctica de un protocolo de diferenciación. La expresión de los 
marcadores del endodermo definitivo se detectó mediante inmunohistoquímica. Los paneles (a) y (b) muestran la 30 
expresión de Sox-17. Los paneles (c) y (d) muestran la expresión de HNF-3beta. Los paneles (e) y (f) muestran la 
expresión de GATA4. Los paneles (b), (d) y (f) muestran la contratinción de los núcleos con DAPI. Las columnas con 
la indicación 'tratado' aluden al tratamiento con activina A (100 ng/ml) durante cinco días. Las columnas con la 
indicación ' no tratado' aluden a controles no tratados.  
 35 
La figura 8 muestra la expresión de marcadores del endodermo pancreático en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo la puesta en práctica de un protocolo de diferenciación. La expresión de los 
marcadores del endodermo pancreático se ensayó mediante PCR y se normalizó a niveles de expresión en seres 
humanos tratados con activina A de células madre embrionarias. El panel (a) muestra la expresión de Pdx1. El panel 
(b) muestra la expresión de GLUT-2. El panel (c) muestra la expresión de PTF1.  40 
 
La figura 9 muestra la expresión de marcadores del endodermo pancreático en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo la puesta en práctica de un segundo protocolo de diferenciación. La expresión de los 
marcadores del endodermo pancreático se detectó mediante inmunohistoquímica. El panel (a) muestra la expresión 
de Pdx1 en el control no tratado y el panel (b) muestra la expresión de Pdx1 en el cultivo tratado mediante el 45 
protocolo de diferenciación escalonada.  
 
La figura 10 muestra la expresión de marcadores del endodermo pancreático en la línea H9 de células madre de 

embriones humanos, siguiendo la puesta en práctica de un tercer protocolo de diferenciación. La expresión de los 
marcadores del endodermo pancreático se ensayó mediante PCR y se normalizó a niveles de expresión en seres 50 
humanos tratados con activina A de células madre embrionarias. El panel (a) muestra la expresión de NeuroD1. El 
panel (b) muestra la expresión de NGN-3. El panel (c) muestra la expresión de insulina. El panel (d) muestra la 
expresión de Hes-1, se normaliza el nivel de expresión para las células del endodermo pancreático.  
 
La figura 11 muestra la expresión de marcadores del endodermo pancreático en la línea H9 de células madre de 55 
embriones humanos, siguiendo la puesta en práctica de un protocolo de diferenciación. La expresión de los 
marcadores del endodermo pancreático se ensayó mediante PCR y se normalizó a niveles de expresión en seres 
humanos tratados con activina A de células madre embrionarias. El panel (a) muestra la expresión de Nkx2.2. El 
panel (b) muestra la expresión de Pdx1.  
 60 
La figura 12 muestra, con cada párrafo (P0, P1 y P2), la expresión de Pdx1 en células en cultivo. La expresión de 

Pdx1 se ensayó mediante PCR y se normalizó a niveles de expresión en seres humanos tratados con activina A de 
células madre embrionarias. 
 
La figura 13 muestra la expresión de marcadores de hepatocitos en la línea H9 de células madre de embriones 65 
humanos, siguiendo la puesta en práctica de un tercer protocolo de diferenciación. La expresión de los marcadores 
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de hepatocitos se ensayó mediante PCR y se normalizó a niveles de expresión en seres humanos tratados con 
activina A de células madre embrionarias. El panel (a) muestra la expresión de AFP. El panel (b) muestra la 
expresión de albúmina.  
 
La figura 14 muestra la expresión de marcadores de pluripotencia en la línea H9 de células madre de embriones 5 
humanos. La expresión de los marcadores de pluripotencia se ensayó mediante inmunohistoquímica. El panel (a) 
muestra la expresión de Oct4. El panel (b) muestra la expresión de fosfatasa alcalina.  
 
La figura 15 muestra el cariotipo de la línea H9 de células madre de embriones humanos. El cariotipo se determinó 

en células, párrafo número P36, que se cultivaron en células alimentadoras de fibroblastos embrionarios de ratón.  10 
 
La figura 16 representa el esquema de un protocolo de diferenciación en esta invención, donde las células madre de 

embriones humanos se diferencian en el interior del endodermo definitivo, en un sistema de alimentación libre.  
 
La figura 17 representa el perfil FACS de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo número 44, 15 
cultivado en concentraciones variables de Matrigel y expuesto, durante cinco días, a baja concentración de suero 
(0,5-2%) y a una alta concentración de activina A (100 ng/ml). La expresión del marcador CXCR4 (CD l84) del 
endodermo definitivo se muestra en el eje Y y la expresión del marcador CD9 de ES se muestra en el eje X.  
 
La figura 18 muestra, en tiempo real, los resultados de la PCR para los marcadores del endodermo definitivo a partir 20 
de los cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo número 44, cultivada en una dilución 
de Matrigel (■) 1:10, dilución de Matrigel (■) 1:20 ó dilución de Matrigel (□)1:30 y expuesta al protocolo de 
diferenciación divulgado en la referencia 14. La inducción cruzada está vinculada con las células indiferenciadas de 
la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo número 44 y cultivadas en un medio acondicionado, 
utilizando para ello fibroblastos embrionarios de ratón.  25 
 
La figura 19 muestra los diagramas de dispersión para la expresión génica global en células madre pluripotentes e 

indiferenciadas y las células del endodermo definitivo obtenidas a partir de la diferenciación de células madre 
pluripotentes. Los datos mostrados proceden de cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, 
párrafo 44, cultivados en fibroblastos embrionarios de ratón (panel de la derecha) y cultivados en Matrigel (panel de 30 
la izquierda), párrafo 83.  
 
La figura 20 representa la expresión del CXCR4 mediante FACS en el quinto día para: la línea H1 de células madre 

de embriones humanos (panel a), la línea H7 de células madre de embriones humanos (panel b) y la línea H9 de 
células madre de embriones humanos (panel c), cultivadas en células alimentadoras de fibroblastos embrionarios de 35 
ratón y expuestas al protocolo de diferenciación del endodermo definitivo, divulgado en la referencia 4.  
 
La figura 21 muestra, en tiempo real, los resultados de la PCR de la expresión de los marcadores del endodermo 

definitivo ya indicados, en cultivos de la línea H7 de células madre de embriones humanos (panel a) y de la línea H9 
de células madre de embriones humanos (panel b), cultivados en células alimentadoras de fibroblastos embrionarios 40 
de ratón. Los resultados se expresan como un incremento con respecto a las células indiferenciadas.  
 
La figura 22 representa la expresión del CXCR4 mediante FACS en el quinto día para: la línea H1 de células madre 

de embriones humanos (panel a), la línea H7 de células madre de embriones humanos (panel b) y la línea H9 de 
células madre de embriones humanos (panel c), cultivados en Matrigel (dilución  de 1:30) y expuestos al protocolo 45 
de diferenciación del endodermo definitivo, divulgado en la referencia 4.  
 
La figura 23 muestra, en tiempo real, los resultados de la PCR de la expresión de los marcadores del endodermo 

definitivo ya indicados, en cultivos de la línea H7 de células madre de embriones humanos (panel a), la línea H9 de 
células madre de embriones humanos (panel b) y la línea H1 de células madre de embriones humanos (panel c). Los 50 
resultados se expresan como un incremento con respecto a las células indiferenciadas. Las células se trataron 
según los métodos divulgados en la referencia 4.  
 
La figura 24 representa la etapa de contraste de imágenes de cultivos de la línea H9 de células madre de embriones 

humanos, párrafo 46, en presencia de 100 ng/ml de activina A (panel a) ó 100 ng/ml de activina A + 20 ng/ml Wnt-3a 55 
(panel b). Las células se trataron durante cinco días.  
 
La figura 25 representa la expresión del CXCR4 mediante FACS en cultivos de la línea H7 de células madre de 

embriones humanos, párrafo 44 (paneles a y b) y H9, párrafo 46 (paneles c y d), siguiendo el tratamiento según los 
métodos divulgados en la referencia 4. Los paneles b y d muestran el efecto de 20 ng/ml Wnt-3a en la expresión del 60 
CXCR4. Los paneles a y c muestran la expresión del CXCR en ausencia de Wnt-3a. Los resultados se obtuvieron 
cinco días después del tratamiento.  
 
La figura 26 demuestra, en tiempo real, los datos de la PCR para la expresión de los genes indicados en cultivos de 

la línea H7 de células madre de embriones humanos (panel a) y H9 (panel b). Los cultivos se trataron con el 65 
protocolo de diferenciación divulgado en la referencia 4. También se examinaron los efectos de los agonistas de 
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Wnt; Wnt-3a (20 ng/ml), Wnt-5a (20 ng/ml), Wnt-7a (20 ng/ml), tal y como se indica en los paneles. Las células se 
trataron durante cinco días. Los resultados se expresan como un incremento con respecto a las células 
indiferenciadas. 
 
La figura 27 representa la expresión del CXCR4 en cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, 5 
párrafo 46, mediante FACS, cinco días después del tratamiento. El panel (a) representa la expresión del CXCR4 en 
ausencia de Wnt-3a. El panel (b) representa la expresión del CXCR4 siguiendo el tratamiento con 10 ng/ml de Wnt-
3a. El panel (c) representa la expresión del CXCR4 siguiendo el tratamiento con 20 ng/ml de Wnt-3a y el panel (d) 
representa la expresión del CXCR4 siguiendo el tratamiento con 50 ng/ml de Wnt-3a. 
 10 
La figura 28 representa la expresión de los marcadores definitivos ya indicados, en cultivos de la línea H9 de células 

madre de embriones humanos, tras cinco días de tratamiento. Los resultados se muestran como un incremento en la 
expresión con respecto a las células indiferenciadas, tal y como se determina, en tiempo real, mediante PCR. El 
panel (a) muestra el efecto de 10, 20 y 50 ng/ml de Wnt-3a en la expresión de los genes marcadores del endodermo 
definitivo ya indicados. El panel (b) muestra el efecto de 1,5 ó 10 ng/ml de Wnt-3a (etiquetas del eje x: 10, 5, 1) en la 15 
expresión en Goosecoid (■) y la expresión del CXCR4 (□), dos (2 d) y cinco días (5 d) después del tratamiento. El 
panel (c) muestra el efecto de 1,5 ó 10 ng/ml de Wnt-3a en el número de célula, dos (□) o cinco días (■).  
 
La figura 29 representa la expresión del CXCR4 en cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, 

mediante FACS y siguiendo un tratamiento de cinco días con el protocolo de diferenciación divulgado en la 20 
referencia 4. Las células se cultivaron en ausencia de Wnt-3a o del inhibidor de GSK-3B (panel a), 20 ng/ml de Wnt-
3a durante todo el período de cinco días (panel b), 1000 nM del IX inhibidor de GSK-3B durante todo el período de 
cinco días (panel c), 500 nM del IX inhibidor de GSK-3B durante todo el período de cinco días (panel d), 100 nM del 
IX inhibidor de GSK-3B durante todo el período de cinco días (panel e), 10 nM del IX inhibidor de GSK-3B durante 
todo el período de cinco días (panel f), 100 nM del IX inhibidor de GSK-3B durante los días 1 y 2 (panel g), 10 nM del 25 
IX inhibidor de GSK-3B durante los días 1 y 2 (panel h). 
 
La figura 30 representa la expresión génica de los marcadores del endodermo definitivo mediante PCR y en tiempo 

real. Los resultados se expresan como un incremento con respecto a las células indiferenciadas. El panel (a) 
muestra los datos obtenidos a partir de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo número 48, 30 
tratadas con el protocolo del endodermo definitivo divulgado en la referencia 4 que contiene Wnt-3a o el inhibidor de 
GSK-3B, en las concentraciones y los tiempos indicados. El panel (b) muestra los datos obtenidos a partir de la línea 
H9 de células madre de embriones humanos, párrafo número 46, tratadas con el protocolo del endodermo definitivo 
divulgado en la referencia 4 que contiene Wnt-3a o el inhibidor de GSK-3B, en las concentraciones y los tiempos 
indicados.  35 
 
La figura 31  representa la expresión del CXCR4 mediante FACS para las líneas de células madre de embriones 

humanos utilizadas en la presente invención. Los paneles (a-d) muestran los datos obtenidos a partir de la línea H9 
de células madre de embriones humanos, párrafo número 49. Los paneles (e-f) muestran los datos obtenidos a partir 
de la línea H1 de células madre de embriones humanos, párrafo número 46. Los datos se obtuvieron en los cinco 40 
días posteriores al tratamiento. Las células se trataron en las siguientes condiciones: panel (a): 10 ng/ml de activina 
A durante los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3a durante los dos primeros días; panel (b): 100 ng/ml de activina A 
durante los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3a durante los dos primeros días; panel (c): 100 ng/ml de activina A 
durante los cinco días más 100 nM del IX inhibidor de  GSK-3B durante los dos primeros días; panel (d): 10 ng/ml de 
activina A durante los cinco días más 100 nM del IX inhibidor de  GSK-3B durante los dos primeros días; panel (e): 45 
100 ng/ml de activina A durante los cinco días más 20 ng/ml de  Wnt-3a  durante los dos primeros días y panel (f): 10 
ng/ml de activina A durante los cinco días más 20 ng/ml de  Wnt-3a  durante los dos primeros días.  
 
La figura 32  representa la expresión génica de los marcadores del endodermo definitivo, tal y como se determina, 

en tiempo real, mediante PCR para cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo 49, 50 
tratadas con 10, 50 ó 100 ng/ml de activina A más 20 ng/ml de  Wnt-3a. Panel (a): expresión de AFP, Bry, CXCR4, 
GSC, HNF-3B y POU5F (Oct4); panel (b): Sox-17 y GATA4. Los resultados se expresan como un incremento con 
respecto a las células indiferenciadas. 
 
La figura 33  representa la expresión del CXCR4 mediante FACS para la línea H9 de células madre de embriones 55 
humanos, párrafo 53. Los datos se obtuvieron en los cinco días posteriores al tratamiento. Las células se trataron en 
las siguientes condiciones: panel (a): 100 ng/ml de activina A durante los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3a durante 
los dos primeros días y 25 ng/ml de BMP-4 durante los días 3 y 5 ; panel (b): 100 ng/ml de activina A durante los 
cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3a durante los dos primeros días; panel (c): 100 ng/ml de activina A durante los 
cinco días más 100 nM del IX inhibidor de  GSK-3B durante los dos primeros días; panel (d): 20 ng/ml de de Wnt-3a 60 
+ 25 ng/ml de BMP-4  durante los cinco días; panel (e): 100 ng/ml de activina A durante los cinco días más 20 ng/ml 
de  Wnt-3a + 100 nM del IX inhibidor de  GSK-3B  durante los dos primeros días y panel (f): 100 ng/ml de activina A 
durante los cinco días más 25 ng/ml de BMP-4 durante los cinco días. Para todos los paneles, el eje X representa la 
expresión de CD9 y el eje Y representa la expresión del CXCR4 (CD184).  
 65 
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La figura 34  representa la expresión génica de los marcadores del endodermo definitivo, tal y como se determina, 

en tiempo real, mediante PCR para cultivos de la línea H1 de células madre de embriones humanos, párrafo 46, 
tratadas con 10 ó 100 ng/ml de activina A más 20 ng/ml de Wnt-3a ó 100 nM del inhibidor de  GSK-3B. Panel (a): 
expresión de AFP, Bry, CXCR4, GSC y POU5F (Oct4); panel (b): Sox-17, HNF-3B y GATA4. Los resultados se 
expresan como un incremento con respecto a las células indiferenciadas. 5 
 
La figura 35  representa la expresión génica de los marcadores del endodermo definitivo, tal y como se determina, 

en tiempo real, mediante PCR para cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo 49, 
tratadas con 50 ó 100 ng/ml de activina A más 10 ó 100  nM del inhibidor de  GSK-3B. Panel (a): expresión de AFP, 
Bry, CXCR4, GSC, HNF-3B y POU5F (Oct4); panel (b): Sox-17 y GATA4. Los resultados se expresan como un 10 
incremento con respecto a las células indiferenciadas. 
 
La figura 36  representa la expresión génica de los marcadores del endodermo definitivo, tal y como se determina, 

en tiempo real, mediante PCR para cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo 53, 
tratadas con combinaciones de activina A , Wnt-3a, inhibidor de  GSK-3 y BMP-4, durante cinco días.  Panel (a): 15 
expresión de AFP, Bry, CXCR4, GSC, HNF-3B y Sox-7; panel (b): Sox-17, HNF-3B  y GATA4.  
 
La figura 37  representa el porcentaje de la expresión del CXCR4, determinada mediante FACS en cultivos de la 

línea H9 de células madre de embriones humanos, tratadas en las condiciones enumeradas en la referencia 22.  
 20 
La figura 38  representa la expresión de los marcadores del endodermo definitivo,  tal y como se determina, 

mediante FACS,  en cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, cultivadas en fibronectina 
(panel a) o Matrigel ™ (panel b).  
 
La figura 39  representa la expresión de los marcadores del endodermo definitivo,  tal y como se determina, en 25 
tiempo real, mediante PCR, en cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, cultivadas en 
fibronectina( □) o en una dilución de factor de crecimiento  reducido Matrigel (■) 1:10. 
 
La figura 40 representa el efecto de varias concentraciones de Matrigel en presencia de baja concentración de 

suero, 100 ng/ml de activina A y 20 ng/ml de Wnt-3a, en la diferenciación de células madre de embriones humanos 30 
en el interior del endodermo definitivo. Las células se trataron según los métodos divulgados en la referencia 4. Los 
resultados mostrados son los niveles de expresión de los genes ya indicados, tal y como se determina, en tiempo 
real, mediante PCR.  
 
La figura 41 representa la función de Wnt-3a en la formación del endodermo definitivo mediante las células madre 35 
de embriones humanos conservadas en Matrigel pero diferenciadas en fibroblastos embrionarios de ratón. Los 
paneles (a-d) muestran, en tiempo real, los datos de la PCR para los genes ya indicados. Los paneles (e-g) 
muestran los datos del FACS para las condiciones ya indicadas. 
  
La figura 42 muestra la diferenciación de las células madre de embriones  humanos cultivadas en sustrato de cultivo 40 
de tejido recubierto con Matrigel ™ para el endodermo definitivo, siguiendo el tratamiento con el inhibidor de Wnt 
DKK-1. Los resultados mostrados son la expresión de los genes ya indicados, tal y como se determina, en tiempo 
real, mediante PCR  en las células  H9 tratadas según los métodos divulgados en la referencia 4, en presencia de 20 
ng/ml de Wnt-3a más 100 ng/ml de DKK-1(DE + DKK-1) o en ausencia de DKK-1 (DE).  
 45 
La figura 43 muestra la tinción de inmunofluorescencia de los marcadores del endodermo definitivo en cultivos de la 

línea H9 de células madre de embriones humanos, cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto con Matrigel 
y diferenciadas en baja concentración de suero más 100 ng/ml de activina A sin (panel a) o con (panel b) 20 ng/ml 
de Wnt-3a Ecad=E-cadherina, NCAM=N-cadherina. 
 50 
La figura 44 muestra la diferenciación de la línea SA002 de células madre de embriones humanos, párrafo 38, en el 

interior del endodermo definitivo. Las células se trataron durante cinco días en las condiciones ya indicadas y la 
expresión génica se determinó, en tiempo real, mediante PCR para los genes ya indicados en los paneles.  
 
La figura 44 muestra la expresión del CXCR4 mediante FACS en la línea SA002 de células madre de embriones 55 
humanos, párrafo 38, siguiendo el tratamiento con 100 ng/ml de activina A (panel a), 100 ng/ml de activina A + 20 
ng/ml de Wnt-3a (panel b) ó 100 ng/ml de activina A + 100 nM del IX inhibidor de  GSK-3B (panel c). Las células se 
trataron durante cinco días.  
 
La figura 46 muestra la diferenciación de la línea H1 de células madre de embriones humanos, párrafo 55, en el 60 
interior del endodermo definitivo, en sustrato de cultivo de tejido recubierto con suero humano. Las células se 
trataron en las condiciones ya indicadas y la expresión génica se determinó, en tiempo real, mediante PCR para los 
genes indicados en los paneles.  
 
La figura 47 muestra la diferenciación de los cultivos de la línea H1 de células madre de embriones humanos, 65 
párrafo 54, en sustrato de cultivo de tejido recubierto con Matrigel ™ para el endodermo definitivo. Se examinaron 
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los efectos de varios inhibidores GSK-B siguiendo un protocolo DE de cinco días.  Se evaluaron los siguientes 
inhibidores GSK-3B, a 100 nM, durante los dos primero días del tratamiento: GSK-3B, VIII, IX, XI y XII.  
 
La figura 48 muestra la expresión de AFP (panel a), Pdx1 (panel b), Cdx-2 y GLUT-2 (panel c) y HNF-3beta, HNF-

3beta, HNF-6 y somatostatina (panel d) en cultivos de la línea H9 de células madre de embriones humanos, párrafo 5 
49, cultivadas y tratadas según los métodos divulgados en la referencia 4, en presencia de 20 ng/ml de Wnt-3a 
durante los dos primeros días de tratamiento. Se siguió el tratamiento de manera que las células se trataron durante 
tres días adicionales con 2% de FBS más 1 mM  de ácido retinoico , 0,1 a 1mM  TTNPB (4[(E)- 2-(5, 6, 7, 8 
tetrahidro- 5, 5, 8, 8- tetrametilo-2- naftalenilo) -1 propenilo]  ácido benzoico, ácido arotinoide  ó 0,1 mM  AM-580 (4-
[(5, 6, 7, 8- tetrahidro- 5, 5, 8, 8- tetrametilo-2- naftalenilo) carboxamida] ácido benzoico). Después, las células se 10 
trataron durante tres días adicionales con 2% de FBS más 20 ng/ml de bFGF. 
 
La figura 49 muestra, en tiempo real, los resultados de la PCR de la expresión de los marcadores del endodermo 

definitivo indicados en los paneles a y b, en los cultivos de la línea H1 de células madre de embriones humanos, 
tratadas con activina A y Wnt-1 para los tiempos y  las concentraciones indicadas.  15 
 
La figura 50 representa la expresión del CXCR4 y CD9 mediante FACS, en los días 4 y 5, para EXPRES 01, 

BGO1V y las líneas celulares H1, párrafo 50, expuestas a los medios  de diferenciación definidos  o  a baja 
concentración de suero basada en los medios de diferenciación. 
 20 
La figura 51 demuestra, en tiempo real, los datos de la PCR  para EXPRES 01, BGO1V y cultivos H1 tratados con 

baja concentración de suero o definidos como medios + activina A + Wnt-3a en los días 4 y 5.  
 
La figura 52 representa las imágenes de inmunofluorescencia de EXPRES 01, párrafo 49, células diferenciadas en 

el interior de DE utilizando para ello 1% de b27 + DM-F12 + activina A + Wnt-3a + inhibidor de  GSK-3B durante 25 
cinco días.  
 
La figura 51 demuestra, en tiempo real, los datos de la PCR  para las células H1 expuestas a cualquier baja 

concentración de suero + activina A o medio definido + activina A,  en los días 1-5.  
 30 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 

 
Para mayor claridad de la divulgación y a modo de limitación, la descripción detallada de la invención se divide en 
subsecciones que describen o ilustran algunas propiedades, materializaciones o puestas en práctica de la presente 
invención y divulgación.  35 
 
Definiciones 
 

Las células madre son células indiferenciadas que se definen por su capacidad, en el nivel de células individuales, 
para  que ambas se auto-renueven y  se diferencien para así producir células progenitoras que incluyan progenitores 40 
de auto-renovación, progenitores de no renovación y células completamente diferenciadas. Las células madre se 
caracterizan también por su capacidad para diferenciarse in vitro en el interior de células funcionales de varios 
linajes celulares y a partir de múltiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), además de dar 
lugar, tras el trasplante, a tejidos de múltiples capas germinales  y para contribuir considerablemente, tras las 
inyecciones, a la mayoría, si no todos, de los tejidos en el interior de los blastocitos.   45 
 
Las células madre se clasifican por su potencial de desarrollo como: (1) totipotentes, que significa que son capaces 
de dar lugar a todo tipo de células embrionarias y extraembrionarias; (2) pluripotentes, que significa que son capaces 
de dar lugar a todo tipo de células embrionarias; (3) multipotentes, que significa que son capaces de dar lugar a un 
subgrupo de linajes celulares pero todos dentro de un tejido en particular, órgano o sistema fisiológico (por ejemplo, 50 
las células madre hematopoyéticas (HSC) y que  pueden generar descendencia que incluye HSC (auto-renovación),  
células sanguíneas restringidas a los progenitores oligopotentes y todo tipo de células y elementos (p. ej., plaquetas) 
que son componentes habituales de la sangre; (4) oligopotentes, que significa que son capaces de dar lugar a un 
subgrupo de linajes celulares más restringidos que las células madre multipotentes y (5) unipotentes, que significa 
que son capaces de dar lugar a un linaje celular individual (p. ej., células madre espermatogénicas).  55 
 
La diferenciación es el proceso mediante el cual unas células no especializadas (no comprometidas) o menos 
especializadas adquieren las propiedades de unas células especializadas como, por ejemplo, una célula nerviosa o 
una célula muscular. Una célula diferenciada o inducida a diferenciación es aquella que ha adoptado una posición 
más especializada (comprometida) dentro del linaje de una célula. El término "comprometida", cuando se aplica en el 60 
proceso de diferenciación, se refiere a una célula que  ha actuado en la vía de diferenciación hasta un punto donde, 
bajo circunstancias normales, continuará diferenciándose en el interior de un tipo de célula específica o subgrupo de 
tipos de células y no puede, bajo circunstancias normales, diferenciarse en el interior de un tipo de célula diferente o 
volver a un tipo de célula menos diferenciado. La desdiferenciación se refiere al proceso mediante el cual una célula 
vuelve a una posición menos especializada (o comprometida) dentro del linaje de una célula. Tal y como se utiliza 65 
aquí, el linaje de una célula define la herencia  de la célula, es decir, de qué célula procede y a qué células puede 
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dar lugar. El linaje de una célula la sitúa dentro de un esquema hereditario de desarrollo y diferenciación. Un 
marcador específico de linaje se refiere a  características asociadas específicamente con el fenotipo de células de un 
linaje de interés  y puede utilizarse para evaluar la diferenciación de una célula no comprometida con el linaje de 
interés.  
 5 
La AFP o alfa-fetoproteína, tal y como se utiliza aquí, se refiere a un antígeno producido al inicio del desarrollo 
hepático. La AFP también puede expresarse en células extraembrionarias.  
 
La albúmina es una proteína monomérica soluble que constituye alrededor de la mitad de todas las proteínas séricas 
en adultos.  10 
 
El linaje celular ß se refiere a las células con expresión génica positiva para el factor de transcripción Pdx1 y para, al 
menos, uno de los siguientes factores de transcripción: NGN-3, Nkx2,2, Nkx6,1, NeuroD, 1sl-1, HNF-3 beta, MAFA, 
Pax4 y Pax6. Las células que expresan marcadores característicos del linaje celular ß contienen células  ß. 
 15 
Brachyury, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la familia génica T-box. Es el marcador para la línea primitiva 
y para las células del mesodermo.  
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo, tal y como se utilizan aquí, 
se refieren a las células que expresan, al menos, uno de los siguientes marcadores: Sox- 17, GATA4, HNF-3 beta, 20 
GSC, Cer1, Nodal, FGF8, Brachyury, la proteína de homosecuencia similar al Mix, FGF4, CD48, eomesodermin 
(EOMES), DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-kit, CD99 ó OTX2. Las células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo contienen células precursoras de la línea primitiva, células de la 
línea primitiva, células del mesodermo y células del endodermo definitivo. 
  25 
Tanto el C-kit como  el CD117 se refieren a una superficie celular receptora de tirosina quinasa que tiene una 
secuencia divulgada en el número de entrada X06182 del Genbank  o una secuencia que se da de forma natural y 
que es una variante de la misma (p. ej., variante alélica ). 
 
El CD99, tal y como se utiliza aquí, se refiere a la proteína codificada mediante el gen con el número de entrada 30 
NM_002414. 
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, tal y como se utilizan 
aquí, se refieren a las células que expresan, al menos, uno de los siguientes marcadores: Pdx1,  HNF-1 beta, PTF1 
alfa, HNF-6 ó HB9. Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático 35 
contienen células del endodermo pancreático.  
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino, tal y como se utilizan aquí,  se 
refieren a las células que expresan, al menos, uno de los siguientes marcadores: NGN-3, NeuroD, islote-1, Pdx1, 
Nkx6,1, Pax4, NGN-3 o PTF1 alfa. Las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático 40 
endocrino contienen células pancreático endocrinas, células que expresan hormonas pancreáticas, células que 
segregan hormonas pancreáticas y células del linaje celular ß.  
 
El Cer 1 o Cerberus, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la superfamilia de proteínas del nudo de cisteína.  
 45 
El CXCR4, tal y como se utiliza aquí, se refiere al  receptor del factor 1 de células derivadas del estroma (SDF-1), 
también conocido como LESTR o fusin. En el embrión gastrulante de ratón, el CXCR4 se expresa en el endodermo 
definitivo y mesodermo pero no en el endodermo extraembrionario.  
 
El endodermo definitivo, tal y como se utiliza aquí, se refiere a las células que soportan las características de células 50 
que surgen del epiblasto durante la gastrulación y que forman el tracto gastrointestinal y sus derivados. Las células 
del endodermo definitivo expresan los siguientes marcadores: HNF-3 beta, GATA4, Sox-17, Cerberus, OTX2, 
goosecoide, C-Kit, CD99 y Mix1l.  
 
El endodermo extraembrionario, tal y como se utiliza aquí, se refiere a la población de células que expresan, al 55 
menos, uno de los siguientes marcadores: Sox-17, AFP y SPARC.  
 
El FGF2, FGF4, FGF8, FGF10 y FGF17, tal y como se utilizan aquí, son miembros de la familia de factores de 
crecimiento de fibroblasto.  
 60 
El GATA4 y GATA6 son miembros de la familia de factores de transcripción GATA. Esta familia de factores de 
transcripción se induce mediante señales de TGFß y contribuye a la conservación de los marcadores tempranos del 
endodermo.  
 
El GLUT-2, tal y como se utiliza aquí, se refiere a la molécula transportadora de glucosa que se expresa en 65 
numerosos tejidos fetales y adultos y que incluye el páncreas, hígado, intestino, cerebro y riñón.  
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El goosecoide o GSC, tal y como se utiliza aquí, se refiere al factor de transcripción del homeodominio que se 
expresa en el labio dorsal del blastopore.  
 
El HB9,  tal y como se utiliza aquí, se refiere al gen 9 de la homeosecuencia.  5 
 
El HNF-1 alfa, HNF-1 beta, HNF-3 beta y el HNF-6 pertenecen a la familia de factores nucleares hepáticos de los  
factores de transcripción que se caracteriza por un dominio de unión al ADN muy bien preservado y dos dominios 
carboxilo-terminales.  
 10 
El islote-1 o Isl-1, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la familia del homeodominio LIM de los factores de 
transcripción y se expresa en el páncreas en desarrollo.  
 
El MAFA, tal y como se utiliza aquí, es un factor de transcripción que se expresa en el páncreas y controla la 
expresión de los genes involucrados en la biosíntesis y secreción  de insulina.  15 
 
Los marcadores, tal y como se utilizan aquí, son moléculas de ácido nucleico o polipéptido que se expresan de 
manera diferente en una célula de interés. En este contexto, la expresión diferencial viene a significar un nivel 
incrementado para un marcador positivo y un nivel reducido para un marcador negativo. El nivel detectable del 
marcador de ácido nucleico o polipéptido es suficientemente superior o inferior en las células de interés, si se 20 
compara con otras células,  por lo cual la célula de interés puede identificarse y distinguirse de otras células, 
utilizando para ello cualquier variedad de métodos conocidos en la materia.  
 
La célula del mesendodermo, tal y como se utiliza aquí, se refiere a una célula que expresa, al menos, uno de los 
siguientes marcadores: CD48, eomesodermin (EOMES), Sox-17, DKK4, HNF-3 beta, GSC, FGF17 y GATA6.  25 
 
El Mix1l, tal y como se utiliza aquí, se refiere a un gen de homeosecuencia que es marcador para las células en la 
línea primitiva, mesodermo y endodermo.  
 
El  NeuroD, tal y como se utiliza aquí, es un factor de transcripción de hélice-bucle-hélice básica (bHLH) implicado 30 
en la neurogénesis. 
  
El NGN-3, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la familia neurogenin de los factores de transcripción de 
hélice-bucle-hélice básica.  
 35 
El Nkx-2,2 y Nkx.6,1, tal y como se utilizan aquí, son miembros de la familia de los factores de transcripción Nkx.  
 
El Nodal, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la superfamilia TGF beta de proteínas.  
 
El Oct4 es un miembro del factor de transcripción del dominio POU y es ampliamente reconocido como una seña de 40 
identidad de las células madre pluripotentes. La relación de  Oct4 con las células madre pluripotentes se sugiere 
mediante su expresión estrictamente restringida de células madre pluripotentes indiferenciadas. Al diferenciarse de 
linajes somáticos, la expresión de Oct4 desaparece rápidamente.  
 
La célula pancreática endocrina o la célula que expresa la hormona pancreática, tal y como se utiliza aquí, se refiere 45 
a una célula capaz de expresar, al menos, una de las siguientes hormonas: insulina, glugagón, somatostatina y 
polipétido pancreático.  
 
La célula que segrega la hormona pancreática, tal y como se utiliza aquí, se refiere a una célula capaz de segregar, 
al menos, una de las siguientes hormonas: insulina, glugagón, somatostatina y polipétido pancreático.  50 
 
El Pax4 y Pax6, tal y como se utilizan aquí, son factores de transcripción específicos de las células ß pancreáticas 

que están implicadas en el desarrollo del islote.  
 
El Pdx1, tal y como se utiliza aquí, se refiere a un factor de transcripción del homeodominio implicado en el 55 
desarrollo del páncreas.  
 
La célula de la línea preprimitiva, tal y como se utiliza aquí, se refiere a una célula que expresa, al menos, uno de los 
siguientes marcadores: Nodal o FGF8.  
 60 
La célula de la línea primitiva, tal y como se utiliza aquí, se refiere a una célula que expresa, al menos, uno de los 
siguientes marcadores: Brachyury, la proteína de homosecuencia similar al Mix o FGF4.  
 
El PTF1 alfa, tal y como se utiliza aquí, se refiere a la proteína de  hélice-bucle-hélice básica de 48 kD que es una 
subunidad de unión a la secuencia específica del ADN del factor 1 de transcripción (PTF1) del páncreas trimérico.  65 
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El Sox-1, Sox-2, Sox-7 y Sox-17, tal y como se utilizan aquí, son unos miembros de la familia de factores de 
transcripción Sox y están implicados en la embriogénesis.  
 
La SPARC, tal y como se utiliza aquí, también conocida como proteína segregada acídica y rica en cisteína.  
 5 
El SSEA-1 (antígeno embrionario específico de estado 1) es un antígeno glucolípido de superficie presente en la 
superficie de células madre de teratocarcinoma murino (EC), células germinales de embrión murino y  humano (EG) 
y de las células madre de embriones murinos (ES).  
 
El SSEA-3 (antígeno embrionario específico de estado 3) es un antígeno glucolípido de superficie presente en la 10 
superficie de células madre de teratocarcinoma humano  (EC), células germinales de embrión humano (EG) y de las 
células madre de embriones humanos (ES). 
 
El SSEA-4 (antígeno embrionario específico de estado 4) es un antígeno glucolípido de superficie presente en la 
superficie de células madre de teratocarcinoma humano  (EC), células germinales de embrión humano (EG) y de las 15 
células madre de embriones humanos (ES). 
 
EL TRAI-60 es un sulfato de queratina que se refiere al antígeno que se expresa en la superficie de las células 
madre de teratocarcinoma humano  (EC), células germinales de embrión humano (EG) y de las células madre de 
embriones humanos (ES). 20 
 
EL TRAI-81 es un sulfato de queratina que se refiere al antígeno que se expresa en la superficie de las células 
madre de teratocarcinoma humano  (EC), células germinales de embrión humano (EG) y de las células madre de 
embriones humanos (ES). 
 25 
La TRA2-49 es una isoenzima de la fosfatasa alcalina que se expresa en la superficie de las células madre de 
teratocarcinoma humano  (EC) y de las células madre de embriones humanos (ES). 
 
El UTF-1, tal y como se utiliza aquí, se refiere a un coactivador transcripcional que se expresa en células madre 
embrionarias pluripotentes y en células extraembrionarias.  30 
 
El Zic1, tal y como se utiliza aquí, es un miembro de la familia de factores de transcripción Zic. El Zic1 regula la 
expresión de los genes específicos de la cresta neural y se expresa en las células del tubo dorsal neural  y de la 
cresta neural premigratoria.  
 35 
Aislamiento, expansión y cultivo de células madre pluripotentes 

Caracterización de las células madre pluripotentes 
 
Las células madre pluripotentes pueden expresar uno o más de los  estados 3 y 4 de los antígenos embrionarios 
específicos (SSEA) y los marcadores detectables que utilizan anticuerpos designados como:  Tra-1-60 y Tra-1- 81 40 
(Thomson y otros autores, Science 282, 1.145, 1998). La diferenciación de las células madre pluripotentes in vitro se 

traduce en la pérdida de la expresión del SSEA-4, Tra-1-60 y Tra-1- 81 (en su caso) y un incremento de la expresión 
del SSEA-1. Las células madre pluripotentes indiferenciadas tienen, por lo general, actividad de fosfatasa alcalina 
que puede detectarse mediante la fijación de las células con 4% de paraformaldehído y, luego, mediante su 
desarrollo con el Vector Red como sustrato, tal y como lo describe el fabricante (Laboratorios Vector, Burlingame – 45 
California-). Las células madre pluripotentes indiferenciadas también expresan, por lo general, el Oct4 y TERT, tal y 
como se detecta mediante RT-PCR. 
 
Otro fenotipo conveniente para las células madre pluripotentes propagadas  es un potencial para diferenciar en el 
interior de células de las tres capas germinales: tejidos del endodermo, mesodermo y ectodermo. La pluripotencia  50 
de las células madre pluripotentes puede confirmarse, por ejemplo, inyectando células en el interior de  ratones que 
padecen inmunodeficiencia combinada severa (SCID), fijando los teratomas a esa forma utilizando para ello 4% de 
paraformaldehído y, luego, examinándolos  histológicamente para obtener pruebas de los tipos de células 
procedentes de las tres capas germinales. Alternativamente, la pluripotencia puede determinarse mediante la 
creación de cuerpos embrioides para la presencia de marcadores asociados a las tres capas germinales.  55 
 
Las líneas de células madre pluripotentes propagadas pueden estar cariotipadas, utilizando para ello una técnica 
estándar de anillamiento G y  pueden compararse con los cariotipos publicados de las correspondientes especies de 
primates. Es conveniente obtener células que tengan un cariotipo normal, lo cual significa que las células son 
euploides, donde todos los cromosomas humanos están presentes sin que se encuentren especialmente alterados.  60 
 
Fuentes de las células madre pluripotentes 
 

Los tipos de células madre pluripotentes que pueden utilizarse en la presente divulgación contienen líneas 
establecidas de células pluripotentes derivadas del tejido formado tras la gestación y contienen tejido preembrionario 65 
(como, por ejemplo, un blastocito) y tejido embrionario o fetal tomado durante cualquier momento de la gestación, 
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por lo general (aunque no necesariamente), antes de, aproximadamente, 10-12 semanas de gestación. Los ejemplos 
no exhaustivos son líneas establecidas de células madre de embriones humanos o células germinales de embriones 
humanos como, por ejemplo, las líneas H1, H7 y H9 de células madre de embriones humanos (WiCell). También se 
contempla el uso de las composiciones de esta divulgación durante el establecimiento inicial o la estabilización de 
dichas células, en cuyo caso la fuente de las células  sería las células pluripotentes primarias tomadas directamente 5 
a partir de la fuente de los tejidos. También resultan adecuadas las células tomadas a partir de una población de 
células madre pluripotentes ya cultivadas, en ausencia de células sustentadoras. También resultan adecuadas en 
esta divulgación las líneas de células madre de embriones humanos mutantes como, por ejemplo, BG01 v 
(BresaGen, Atenas, GA).  
 10 
En esta divulgación, las células madre de embriones humanos pueden prepararse tal y como lo describen Thomson 
y otros autores (Pat. de EE. UU.  nº 5.843, 780; Science  282, 1.145, 1998; Curr. Top. Dev. Biol. 38, 133 ff., 1998; 
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 92, 7.844, 1995).  
 
Cultivo de las células madre pluripotentes 15 
 
En una materialización, las células madre pluripotentes se cultivan, por lo general, en una capa de células 
sustentadoras que sostienen a  las células madre pluripotentes  de varias maneras. Alternativamente, las células 
madre pluripotentes  se cultivan en un sistema de cultivo que está,  esencialmente,  libre de células sustentadoras 
pero, no obstante, sostiene la proliferación de células madre pluripotentes sin que experimenten una diferenciación 20 
sustancial. El crecimiento de las células madre pluripotentes en un cultivo libre de sustentadores y sin diferenciación 
se sostiene utilizando un medio acondicionado mediante el previo cultivo con otro tipo de célula.  Alternativamente, el 
crecimiento de las células madre pluripotentes en un cultivo libre de sustentadores y sin diferenciación se sostiene 
utilizando un medio definido químicamente. En una materialización, el crecimiento de las células madre pluripotentes 
en un cultivo libre de sustentadores y sin diferenciación se sostiene utilizando un medio definido químicamente que 25 
consiste en un medio suplementado con B27. 
 
Por ejemplo, Reubinoff y otros autores (Nature Biotechnology 18, 399-404 (2000)) y Thompson y otros autores 
(Science, 6 de noviembre de 1998, vol.  nº: 282,  5.391, páginas: 1.145-1.147) divulgan el cultivo de las líneas de 
células madre pluripotentes a partir de blastocitos humanos utilizando una monocapa sustentadora celular de 30 
fibroblasto de embriones de ratón.  
 
Richards y otros autores (Stem Cells 21, 546-556, 2003) evaluaron un grupo de 11 adultos humanos diferentes y 
monocapas sustentadoras celulares fetales y neonatales por su capacidad para sostener el cultivo de células madre 
pluripotentes humanas. Richards y otros autores, manifiestan: "las líneas de células madre de embriones humanos 35 
cultivadas en la piel de un adulto con sustentadores de fibroblasto mantienen la morfología de las células madre de 
embriones humanos y permanecen pluripotentes".  
 
La patente de EE. UU. 20020072117 divulga las líneas celulares que producen medios que sostienen el crecimiento 
de las células madre pluripotentes de primates en un cultivo libre de sustentadores. Las líneas celulares empleadas 40 
son mesenquimales y  similares a los fibroblastos obtenidos a partir de tejido embrionario o diferenciado de las 
células madre embrionarias. La patente de EE. UU. 20020072117 también divulga el uso de líneas celulares como 
una monocapa sustentadora celular primaria.  
 
En otro ejemplo, Wang y otros autores (Stem Cells 23, 1.221-1.227, 2005) divulgan los métodos para el crecimiento 45 
a largo plazo de las células madre pluripotentes de humanos en monocapas sustentadoras celulares derivadas de 
células madre de embriones humanos.  
 
En otro ejemplo, Stojkovic y otros autores (Stem Cells 2005 23, -306-314, 2005) divulgan un sistema sustentador 

celular derivado de la diferenciación espontánea de células madre de embriones humanos.  50 
 
En un ejemplo más, Miyamoto y otros autores (Stem Cells 22,  433-440, 2004) divulgan una fuente de células 
sustentadoras obtenidas a partir de placenta humana.  
 
Amit y otros autores (Biol. Reprod. 68, 2.150-2.156, 2003) divulgan una monocapa sustentadora celular derivada del 55 
prepucio humano.  
 
En otro ejemplo, Inzunza y otros autores (Stem Cells 23, 544-549, 2005) divulgan una monocapa sustentadora 
celular a partir de fibroblastos del prepucio humano postnatal.  
 60 
La patente de EE. UU 6642048 divulga los medios que sostienen el crecimiento de las células madre pluripotentes 
de primates (pPS) en un cultivo libre de sustentadores, así como líneas celulares aptas para la producción de dichos 
medios. La patente de EE. UU 6642048 manifiesta: "esta invención contiene mesenquimales y líneas celulares 
similares a los fibroblastos obtenidos a partir de tejido embrionario o diferenciado de las células madre embrionarias. 
Los métodos para derivar dichas líneas celulares son: procesar los medios y conseguir que las células madre 65 
crezcan utilizando para ello los medios acondicionados que se describen e ilustran en esta divulgación.  
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En otro ejemplo, el  WO 2005014799 divulga un medio acondicionado para la conservación, proliferación y 
diferenciación de las células de mamíferos. El WO 2005014799 manifiesta: "el medio de cultivo producido de 
acuerdo con la presente invención se acondiciona mediante la actividad secretora celular de las células de murino y, 
en particular, aquellos hepatocitos transgénicos diferenciados e inmortales denominados MMH (Met Murine 5 
Hepatocyte).  
 
En otro ejemplo, Xu y otros autores (Stem Cells 22, 972-980, 2004) divulgan un medio acondicionado obtenido a 

partir de derivados de células madre de embriones humanos que han sido modificados genéticamente para 
sobreexpresar la telomerasa transcriptasa inversa humana.  10 
 
En otro ejemplo, la patente de EE. UU 20070010011 divulga un  medio de cultivo definido químicamente  para la 
conservación de las células madre pluripotentes.  
 
En un sistema de cultivo alternativo se emplea un medio libre de suero y suplementado con factores de crecimiento 15 
capaces de promover la proliferación de células madre embrionarias. Por ejemplo, Cheon y otros autores (BioReprod 
DOI, 10.1095/biolreprod. 105.046870, 19 de octubre, 2005) divulgan un sistema de cultivo libre de suero y de 
sustentadores en el cual las células madre embrionarias se conservan en un medio no acondicionado de reemplazo 
de suero (SR) suplementado con diferentes factores de crecimiento capaces de desencadenar la auto-renovación de 
células madre embrionarias. 20 
 
En otro ejemplo, Levenstein y otros autores (Stem Cells 24, 568-574, 2006) divulgan métodos para el cultivo a largo 
plazo de células madre embrionarias, en ausencia de fibroblastos o medio acondicionado y utilizando para ello 
medios suplementados con bFGF.  
 25 
En otro ejemplo, la patente de EE. UU 20050148070 divulga un método de cultivo de células madre de embriones 
humanos en medios definidos sin suero y sin células sustentadoras de fibroblasto, el método comprende: el cultivo 
de las células madre en un medio de cultivo que contiene albúmina, aminoácidos, vitaminas, minerales, al menos 
una transferrina o sustituto de transferrina y  al menos una insulina o sustituto de insulina. El medio de cultivo debe 
estar, esencialmente,  libre de suero fetal de mamíferos y debe contener al menos unos 100 ng/ml de factor de 30 
crecimiento de fibroblasto que sea capaz de activar un receptor de señalización del factor de crecimiento de 
fibroblasto, donde no solo la monocapa sustentadora de fibroblasto, sino también otra fuente proporcionan el factor 
de crecimiento; el medio sostuvo la proliferación de células madre en un estado indiferenciado, sin células 
sustentadoras ni medio acondicionado.   
 35 
En otro ejemplo, la patente de EE. UU. 20050233446 divulga unos medios definidos aptos para el cultivo de células 
madre y que incluyen células madre primordiales e indiferenciadas de primate. En la solución, los medios son 
considerablemente isotónicos si se comparan con las células madre que han venido siendo cultivadas. En un cultivo 
dado, el medio particular se compone de un medio base y de una cantidad de cada de: bFGF, insulina y ácido 
ascórbico, necesarios para sostener considerablemente el crecimiento indiferenciado de las células madre 40 
primordiales. 
 
En otro ejemplo, en la patente de EE. UU. 6800480  se manifiesta: "en una materialización, un medio de cultivo 
celular para el crecimiento de las células madre primordiales derivadas de primates en un estado que se proporciona 
y que se encuentra considerablemente indiferenciado, el cual incluye una baja presión osmótica,  un medio básico 45 
con baja endotoxina que es efectivo para soportar el crecimiento de células madre primordiales derivadas de 
primates.  El medio básico se combina con un suero nutriente efectivo para sostener el crecimiento de células madre 
primordiales derivadas de primates y un sustrato seleccionado a partir del grupo consistente en células 
sustentadoras y un componente de matriz extracelular derivado de células sustentadoras. El medio incluye además 
aminoácidos no esenciales, un antioxidante y un primer factor de crecimiento seleccionado a partir del grupo 50 
consistente en nucleósidos y sal piruvato". 
 
En otro ejemplo, en la patente de EE. UU. 20050244962 se manifiesta: " en un aspecto, la invención proporciona un 
método de cultivo de células madre de embriones de primates. En uno,  las células madre  se cultivan en un cultivo 
esencialmente libre de suero fetal de mamíferos  (preferiblemente que también esté esencialmente  libre de 55 
cualquier suero animal) y en presencia del factor de crecimiento de fibroblasto que se proporciona a partir de, no 
solo la monocapa sustentadora de fibroblasto, sino también a partir de otra fuente. En la forma elegida, la monocapa 
sustentadora de fibroblasto, requerida previamente para preservar un cultivo de células madre, deja de ser necesaria 
mediante la adición de  factor de crecimiento de fibroblasto en cantidad suficiente.   
 60 
En un ejemplo adicional, el WO 2005065354 divulga un medio de cultivo definido e isotónico que está esencialmente 
libre de sustentadores y de suero y que comprende: a. un medio basal, b. una cantidad suficiente de bFGF para 
sostener el crecimiento de células madre de mamíferos considerablemente indiferenciadas, c. una cantidad 
suficiente de insulina para sostener el crecimiento de células madre de mamíferos considerablemente 
indiferenciadas y d. una cantidad suficiente de ácido ascórbico para sostener el crecimiento de células madre de 65 
mamíferos considerablemente indiferenciadas. 
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En otro ejemplo, el WO 2005086845 divulga un método para la conservación de una célula madre indiferenciada, 
dicho método comprende la exposición  de una célula madre a un miembro de la familia de factores de crecimiento 
transformantes beta (TGFß) de proteínas, un miembro de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto (FGF) 
de proteínas o una cantidad suficiente de  nicotinamida (NIC) para conservar la célula en un estado indiferenciado 5 
durante el tiempo suficiente para alcanzar el resultado deseado.  
 
Las células madre pluripotentes pueden colocarse en un sustrato de cultivo adecuado. En una materialización, el  
sustrato de cultivo adecuado es un componente de matriz extracelular como, por ejemplo, aquel derivado de una 
membrana basal o que puede formar parte de la unión de los ligandos de moléculas de adhesión receptoras. En una 10 
materialización, el sustrato de cultivo adecuado es Matrigel ® (Becton Dickeson). Matrigel ® es   una preparación 
soluble a partir de las células tumorales Engelbreth- Holm-Swarn que, a temperatura ambiente, queda en estado de 
gel para formar una membrana basal reconstituida.  
Una alternativa adecuada consiste en otros componentes de matriz extracelular y mezclas de componentes. En 
función del tipo de célula que viene proliferando, esta puede contener laminina, fibronectina, proteoglicano, 15 
entactina, heparán sulfato y análogos, solos o en varias combinaciones. 
  
Las células madre pluripotentes pueden colocarse en el sustrato, en una distribución adecuada y en presencia de un 
medio que promueva la supervivencia celular, la propagación y  la retención de las características deseables. Todas 
estas características se benefician de una cuidadosa atención para la distribución de la siembra y uno de los 20 
expertos en la materia puede determinarlas fácilmente.  
 
Los medios de cultivo adecuados pueden estar hechos de los siguientes componentes: como, por ejemplo, el medio 
de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), Gibco # 11.965-092, medio de Eagle modificado de Dulbecco de 
Knockout (KO DMEM), Gibco # 10.829-018, medio basal de Ham F12/50%, 200 mM de L-glutamina, Gibco # 15.039-25 
027, solución de aminoácidos no esenciales, Gibco 11.140-050, ß -mercaptoetanol, Sigma # M7522, factor de 
crecimiento básico humano recombinante del fibroblasto (bFGF) y Gibco # 13.256-029.  
 
Diferenciación de células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje pancreático endocrino 30 
 
Las células madre pluripotentes adecuadas para su uso en la presente divulgación incluyen, por ejemplo, la línea H9 
de células madre de embriones humanos (código NIH: WA09), la línea H1 de células madre de embriones humanos 
(código NIH: WA01), la línea H7 de células madre de embriones humanos (código NIH: WA07) y la línea SA002 de 
células madre de embriones humanos (Cellartis, Suecia). También son adecuadas para su uso en la presente 35 
invención las células que expresan, al menos, uno de los siguientes marcadores característicos de las células 
pluripotentes: ABCG2, cripto, CD9, FoxD3, Connexin43, Connexin45, Oct4, Sox-2, Nanog, hTERT, UTF-1, ZFP42, 
SSEA-3, SSEA-4, Tra 1-60, Tra 1-81.  
 
Los marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se seleccionan a partir del grupo consistente en: 40 
Sox-17, GATA4, HNF-3beta, GSC, Cerl, Nodal, FGF8, Brachyury, Mix similar a la proteína de homeosecuencia, 
FGF4 CD48, eomesodermin (EOMES), DKK4, FGF17, GATA6, CXCR4, C-Kit, CD99 y OTX2. Existe una célula 
adecuada para su uso en la presente invención y que expresa, al menos, uno de los marcadores característicos del 
linaje del endodermo definitivo. En un aspecto de la presente invención, una célula que expresa marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo es una célula precursora de la línea primitiva. En otro aspecto, una 45 
célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es una célula del mesendodermo. 
En otro aspecto, una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es una célula 
del endodermo definitivo.  
 
Los marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático se seleccionan a partir del grupo consistente 50 
en: Pdx1, HNF-1beta, PTF1A, HNF-6, HB9 y PROXI. Existe una célula adecuada para su uso en la presente 
invención y que expresa, al menos, uno de los marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático. En 
un aspecto de la presente invención, una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo 
pancreático es una célula del endodermo pancreático. 
 55 
Los marcadores característicos del linaje pancreático endocrino se seleccionan a partir del grupo consistente en: 
NGN-3, NeuroD, islote-1, Pdx1, NKX6.1, Pax4, NGN-3 y PTF1alfa. En una materialización, una célula pancreático 
endocrina es capaz de expresar, al menos, una de las siguientes hormonas: insulina, glugagón, somatostatina y 
polipéptido pancreático. Existe una célula adecuada para su uso en la presente invención y que expresa, al menos, 
uno de los marcadores característicos del linaje pancreático endocrino. En un aspecto de la presente invención, una 60 
célula que expresa marcadores característicos del linaje pancreático endocrino es una célula pancreático endocrina. 
La célula pancreático endocrina puede ser una hormona pancreática que exprese células. Alternativamente, la célula 
pancreático endocrina puede ser una hormona pancreática que segregue células.  
 
En un aspecto de la presente invención, la célula pancreático endocrina es una célula que expresa marcadores 65 
característicos del linaje celular ß y que expresa Pdx1 y, al menos, uno de los siguientes factores de transcripción: 
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NGN-3, Nkx2.2, Nkx6.1, NeuroD, isl-1, HNF-3beta, MAFA, Pax4 y Pax6. En un aspecto de la presente invención, 
una célula que expresa marcadores característicos del linaje celular ß es una célula ß. 
 
Las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo mediante cualquier método existente en la materia o cualquier otro 5 
propuesto en esta invención. 
 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, según los métodos divulgados en D'amour y otros autores, Nature 
Biotechnologhy 23, 1.534-1.541 (2005).  10 
 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, según los métodos divulgados en Shinozaki y otros autores,  
 
Development 131, 1.651-1.662 (2004).  15 
 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, según los métodos divulgados en McLean y otros autores, Stem 
Cells 25, 29-38 (2007).  
 20 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo, según los métodos divulgados en D'amour y otros autores, Nature 
Biotechnologhy 24, 1.392-1.401 (2006).  
 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 25 
característicos del linaje del endodermo definitivo mediante el cultivo de las células madre pluripotentes en un medio 
que contiene activina A y en ausencia de suero; luego, mediante el cultivo de las células con activina A y suero y, 
finalmente, mediante el cultivo de las células con activina A y suero de una concentración diferente. En la obra 
Nature Biotechnologhy 23, 1.534-1.541 (2005) se recoge un ejemplo de este método. 
 30 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo mediante el cultivo de las células madre pluripotentes en un medio 
que contiene activina A y en ausencia de suero; luego, mediante el cultivo de las células con activina A y suero de 
otra concentración. En la obra Nature Biotechnologhy 23, 1.534-1.541 (2005) se recoge un ejemplo de este método. 
 35 
Por ejemplo, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo definitivo mediante el cultivo de las células madre pluripotentes en un medio 
que contiene activina A y un ligando Wnt, en ausencia de suero; luego, mediante la extracción del ligando Wnt y el 
cultivo de células con activina A y suero. En la obra Nature Biotechnologhy 24, 1.392-1.401 (2006) se recoge un 
ejemplo de este método. 40 
 
En un aspecto de la presente divulgación, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de 
células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo mediante el recubrimiento de las 
células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz extracelular; luego, 
mediante el cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un primer medio de cultivo 45 
que contiene suero y durante un período de tiempo y, finalmente, mediante el cultivo de las células madre 
pluripotentes con activina A en un segundo medio de cultivo que contiene una gran concentración de suero, durante 
otro período de tiempo. 
 
La concentración de suero en el primer medio de cultivo divulgado más arriba puede ser de cero a, 50 
aproximadamente, un 0,5% y el tiempo de cultivo puede ser d , aproximadamente, uno a tres días. La concentración 
de suero en el segundo medio de cultivo divulgado más arriba puede ser de, aproximadamente, un 0,5% a un 2% y 
el tiempo de cultivo puede ser de, aproximadamente, uno a cuatro días.  
 
En otra materialización de la presente divulgación, las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior 55 
de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo mediante el recubrimiento de 
las células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz extracelular; luego, 
mediante el cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un primer medio de cultivo 
que contiene suero y durante un período de tiempo y, finalmente, mediante el cultivo de las células madre 
pluripotentes con activina A y un ligando Wnt en un segundo medio de cultivo que contiene una gran concentración 60 
de suero, durante otro período de tiempo. 
 
La concentración de suero en el primer medio de cultivo divulgado más arriba puede ser de, aproximadamente, cero 
a un 0,5% y el tiempo de cultivo puede ser de, aproximadamente, uno a tres días. La concentración de suero en el 
segundo medio de cultivo divulgado más arriba puede ser de, aproximadamente, un 0,5% a un 2% y el tiempo de 65 
cultivo puede ser de, aproximadamente, uno a cuatro días. 
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En una materialización, la presente divulgación proporciona un método para diferenciar células madre pluripotentes 
que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo y que comprende las fases de:  
a) recubrimiento de las células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una 
matriz extracelular y 5 
b) cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt.  
 
El cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt puede realizarse en un medio de cultivo 
individual. El medio de cultivo individual puede suplementarse con suero. Alternativamente, el medio de cultivo 
individual puede definirse químicamente y se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, el 10 
cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt puede realizarse de forma separada o 
conjunta, en más de un medio de cultivo. En una materialización, el cultivo de las células madre pluripotentes con 
activina A y un ligando Wnt se realiza en dos medios de cultivo. Más de un medio de cultivo puede suplementarse 
con suero. Alternativamente, más de un medio de cultivo puede definirse químicamente y se compone de medios 
suplementados con B27. 15 
 
Matriz extracelular 
 
En un aspecto de la presente invención, las células madre pluripotentes se cultivan y diferencian en un sustrato de 
cultivo de tejido recubierto con una matriz extracelular. La matriz extracelular puede ser una preparación de 20 
membrana basal solubilizada extraída del sarcoma de células de ratón (que comercializa BD Biosciences bajo el 
nombre comercial de Matrigel). Alternativamente, la matriz extracelular puede ser un factor de crecimiento reducido 
Matrigel. Alternativamente, la matriz extracelular puede tener fibronectina. En otra materialización, las células madre 
pluripotentes se cultivan y diferencian en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con suero humano. 
 25 
La matriz extracelular puede diluirse antes de recubrir el sustrato de cultivo de tejido. En las obras de Kleinman, H.K. 
y otros autores (Biochemistry 25, 312 (1982) y Hadley, M.A. y otros autores (J.Cell. Biol. 101, 1.511(1985) pueden 
encontrarse ejemplos de métodos adecuados para diluir la matriz extracelular y para recubrir el sustrato de cultivo de 
tejido. 
 30 
En una materialización, la matriz extracelular es Matrigel. En una materialización, el sustrato de cultivo de tejido se 
recubre con Matrigel en una dilución de 1:10. En otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con 
Matrigel en una dilución de 1:15. En otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con Matrigel en 
una dilución de 1:30. En otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con Matrigel en una dilución 
de 1:60.  35 
 
En una materialización, la matriz extracelular es un factor de crecimiento reducido Matrigel. En una materialización, 
el sustrato de cultivo de tejido se recubre con un factor de crecimiento reducido Matrigel en una dilución de 1:10. En 
otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con un factor de crecimiento reducido Matrigel en una 
dilución de 1:15. En otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con un factor de crecimiento 40 
reducido Matrigel en una dilución de 1:30. En otra materialización, el sustrato de cultivo de tejido se recubre con un 
factor de crecimiento reducido Matrigel en una dilución de 1:60.  
 
Diferenciación de células madre pluripotentes que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo 
definitivo en una matriz extracelular, utilizando para ello un medio de cultivo individual 45 
 
Cuando se utiliza un medio de cultivo individual, este debería contener las suficientes concentraciones en baja 
cantidad de algunos factores para permitir la diferenciación de células madre pluripotentes en el endodermo 
definitivo como, por ejemplo, la insulina y el IGF (tal y como se divulga en el WO 2006020919). Esto puede 
alcanzarse mediante la disminución de la concentración de suero o, alternativamente, mediante el uso de medios 50 
químicamente definidos que carecen de insulina e IGF. En la obra de Wiles y otros autores (Exp Cell Res., 25 de 
febrero de 1999, 247 (1)- 241 – 8) se recogen ejemplos de medios definidos químicamente.  
 
El medio de cultivo puede tener una concentración de suero en el intervalo de, aproximadamente, un 0% a un 10%. 
En otra materialización, la concentración puede estar en el intervalo de, aproximadamente, un 0% a un 5%. En otra 55 
materialización, la concentración puede estar en el intervalo de, aproximadamente, un 0% a un 2%. En otra 
materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, el 2%.  
 
Alternativamente, el medio de cultivo puede suplementarse con B27 en el intervalo de, aproximadamente, un 0,5% a 
un 1%. 60 
 
El tiempo de cultivo con activina A y un ligando Wnt puede oscilar entre, aproximadamente, uno y siete días. En otra 
materialización, el tiempo de cultivo puede oscilar entre, aproximadamente, uno y tres días. En otra materialización, 
el tiempo de cultivo puede ser de, aproximadamente, tres días.  
 65 
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La activina A puede utilizarse en cualquier concentración adecuada para causar la diferenciación de las células 
madre pluripotentes. La concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 100 µg/ml. En otra 
materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a1 µg/ml. En otra materialización, la 
concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 100 ng/ml. En otra materialización, la concentración puede 
ser de, aproximadamente, 50 ng/ml a 100 ng/ml. En otra materialización, la concentración puede ser de, 5 
aproximadamente, 100 ng/ml. 
 
La elección del ligando Wnt puede optimizarse para mejorar la eficiencia del proceso de diferenciación. El ligando 
Wnt puede seleccionarse a partir del grupo consistente en: Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-5a y Wnt-7a. En una materialización, 
el ligando Wnt es Wnt-1. En otra materialización, el ligando Wnt es Wnt-3a. 10 
 
El ligando Wnt puede estar en una concentración de, aproximadamente, 1 ng/ml a100 ng/ml. En otra materialización, 
la concentración puede ser de, aproximadamente, 10 ng/ml a 100 ng/ml. 
 
El medio de cultivo individual también puede contener un inhibidor de GSK-3B. El inhibidor de GSK-3B puede 15 
seleccionarse a partir del grupo consistente en el IX inhibidor de GSK-3B y el XI inhibidor de GSK-3B. En una 
materialización, el inhibidor de GSK-3B es el IX inhibidor de GSK-3B.  
 
Cuando se cultivan células madre pluripotentes con un inhibidor de GSK-3B, la concentración del inhibidor de GSK-
3B puede ser de 1 nM a, aproximadamente, 1.000 nM. En otra materialización, las células madre pluripotentes se 20 
cultivan con el inhibidor de GSK-3B en una concentración de, aproximadamente, 10 nM a100 nM.  
 
El medio de cultivo individual también puede contener, al menos, otro factor adicional que puede potenciar la 
formación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo a partir de células 
madre pluripotentes. Alternativamente, al menos uno de esos otros factores adicionales puede potenciar la 25 
proliferación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo formado por los 
métodos de la presente invención. Además, al menos uno de esos otros factores adicionales puede potenciar la 
capacidad de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo formado por 
los métodos de la presente invención, para formar otros tipos de células o bien para mejorar la eficiencia de 
cualquier otra fase de diferenciación adicional.  30 
 
Al menos uno de esos otros factores adicionales puede ser, por ejemplo : la nicotinamida, miembros de la familia 
TGF-ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), albúmina de suero, miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto, 
factores de crecimiento -AA y -BB derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de 
insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -11), péptidos 1 y 2 similares al 35 
glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona paratiroidea, insulina, 
progesterona, aprotinina, hidrocortisona, etanolamina, ß- mercaptoetanol, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
gastrina I y II, quelantes de cobre como, por ejemplo, pentamina trietilena, forskolina, Na-butirato, activina, 
betacelulina, ITS, Noggin, factor de crecimiento de neurita, Nodal, ácido valproico, Trichostatin A, butirato de sodio, 
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esfingosina 1, VEGF, MG132 (EMD, California), suplementos N2 y B27 40 
(Gibco, California),alcaloides esteroidales como, por ejemplo, la ciclopamina (EMD, California), factor de crecimiento 
de queratinocito (KGF), familia de proteínas Dickkpof, extracto de pituitaria bovina, proteína asociada a 
la. neogénesis insular (INGAP), erizo indio, erizo Sonic, inhibidores del proteasoma, inhibidores de la vía de Notch, 
inhibidores del erizo Sonic o combinaciones de los mismos.  
 45 
Al menos uno de esos otros factores adicionales puede suministrarse por medios acondicionados obtenidos a partir 
de líneas celulares pancreáticas como, por ejemplo: PANC-1 (ATCC nº CRL -1.469), CAPAN-1(ATCC nº HTB- 79), 
BxPC-3 (ATCC nº CRL -1.687), HPAF-II (ATCC nº CRL -1.997), líneas celulares hepáticas como, por ejemplo, 
HepG2 (ATCC nº HTB-8.065), líneas celulares intestinales como, por ejemplo, FHs 74 (ATCC nº CCL -241) y células 
primarias o endoteliales transformadas.  50 
 
Diferenciación de células madre pluripotentes en el interior de células que expresan marcadores característicos del 
linaje del endodermo definitivo en un matriz extracelular, utilizando para ello dos medios de cultivo 
 
La diferenciación de células madre pluripotentes en el interior de células de un linaje del endodermo definitivo puede 55 
llevarse a cabo mediante el cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, utilizando 
para ello dos medios de cultivo. Por tanto, la diferenciación de las células madre pluripotentes puede llevarse a cabo 
como sigue: 
a. se recubren las células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular ,  60 
b. se cultivan las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt, en un primer medio de cultivo y  
c. se cultivan las células madre pluripotentes con activina A, en un segundo medio de cultivo. 
 
El primer medio de cultivo puede contener suero en baja concentración y el segundo medio de cultivo puede 
contener scrum en una mayor concentración que en el primer medio de cultivo. 65 
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El segundo medio de cultivo puede contener un ligando Wnt. 
 
Primer medio de cultivo: el primer medio  de cultivo debería contener suficientes concentraciones en baja cantidad 
de algunos factores para permitir la diferenciación de células madre pluripotentes en el interior de células que 
expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo como, por ejemplo, la insulina e IGF (tal y 5 
como se divulga en el WO 20006020919).  Esto puede alcanzarse mediante la disminución de la concentración de 
suero o, alternativamente, mediante el uso de medios químicamente definidos que carecen de insulina e IGF. En la 
obra de Wiles y otros autores (Exp Cell Res.,  25 de febrero de 1999, 247 (1)- 241 – 8) se recogen ejemplos de 

medios definidos químicamente.  
 10 
En el primer medio  de cultivo puede haber una concentración de suero más baja en relación con el segundo medio  
de cultivo. Al incrementar la concentración de suero en el segundo medio  de cultivo, se incrementa la supervivencia 
de las células o, alternativamente, se puede potenciar la proliferación de las células. La concentración de suero del 
primer medio  puede estar en el intervalo de, aproximadamente,  un 0% a un 10%. Alternativamente, la 
concentración de suero del primer medio  puede estar en el intervalo de, aproximadamente,  un 0% a un 2%. 15 
Alternativamente, la concentración de suero del primer medio  puede estar en el intervalo de, aproximadamente,  un 
0% a un 1%. Alternativamente, la concentración de suero del primer medio  puede ser de, aproximadamente, un 
0,5%.  
 
Cuando se cultivan las células madre pluripotentes con activina A y un ligando Wnt utilizando, al menos, dos medios 20 
de cultivo, el tiempo de cultivo en el primer medio  puede oscilar entre, aproximadamente, uno y tres días.  
 
La activina A puede utilizarse en cualquier concentración adecuada para causar la diferenciación de las células 
madre pluripotentes. La concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 100  µg/ml. En otra 
materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 100 ng/ml. En otra materialización, la 25 
concentración puede ser de, aproximadamente, 50 ng/ml a 100 ng/ml. En otra materialización, la concentración 
puede ser de, aproximadamente, 100 ng/ml.  
 
La elección del ligando Wnt puede optimizarse para mejorar la eficiencia del proceso de diferenciación.  El ligando 
Wnt se puede seleccionar a partir del grupo consistente en: Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-5a y Wnt-7a. En una 30 
materialización, el ligando Wnt es Wnt-1. En otra materialización, el ligando Wnt es Wnt-3a. 
 
El  ligando Wnt puede estar en una concentración de, aproximadamente, 1 ng/ml a 1.000 ng/ml. En otra 
materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 100 ng/ml a 100 ng/ml.  
 35 
El primer medio  de cultivo también puede contener un inhibidor de GSK-3B. El inhibidor de  GSK-3B puede añadirse 
al primer medio  de cultivo, al segundo medio  de cultivo o a ambos (a los medios primero y segundo).  
 
El inhibidor de  GSK-3B puede seleccionarse a partir del grupo consistente en el IX inhibidor de  GSK-3B y el XI 
inhibidor de  GSK-3B. En una materialización, el inhibidor de  GSK-3B es el IX inhibidor de  GSK-3B.  40 
 
Cuando se cultivan células madre pluripotentes con un inhibidor de  GSK-3B, la concentración del inhibidor de  GSK-
3B  puede ser de, aproximadamente, 1 nM a 1.000 nM. En otra materialización, las células madre pluripotentes se 
cultivan con el inhibidor de  GSK-3B en una concentración de, aproximadamente, 10 nM a 100 nM.  
 45 
El primer medio de cultivo también puede contener, al menos, otro de los factores adicionales que puede potenciar la 
formación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo a partir de células 
madre pluripotentes. Alternativamente, al menos uno de los otros factores adicionales puede potenciar la 
proliferación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo formado por 
los métodos de la presente invención. Además,  al menos uno de esos otros factores adicionales puede potenciar la 50 
capacidad de las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo formado por 
los métodos de la presente invención, para formar otros tipos de células  o bien para mejorar la eficiencia de 
cualquier otra fase de diferenciación adicional.  
 
Al menos uno de los otros factores adicionales puede ser, por ejemplo: la nicotinamida, miembros de la familia TGF-55 
ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), albúmina de suero, miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto, 
factores de crecimiento -AA y -BB derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de 
insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -11), péptidos 1 y 2 similares al 
glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona paratiroidea, insulina, 
progesterona, aprotinina, hidrocortisona, etanolamina, ß- mercaptoetanol, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 60 
gastrina I y II, quelantes de cobre como, por ejemplo, pentamina trietilena, forskolina, Na-butirato,  activina, 
betacelulina, ITS, Noggin, factor de crecimiento de neurita, Nodal, ácido valproico, Trichostatin A, butirato de sodio, 
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esfingosina 1, VEGF, MG132 (EMD, California), suplementos N2 y B27 
(Gibco, California),alcaloides esteroidales como, por ejemplo, la ciclopamina (EMD, California), factor de crecimiento 
de queratinocito (KGF), familia de proteínas Dickkpof, extracto de pituitaria bovina, proteína asociada a 65 
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la. neogénesis insular (INGAP), erizo indio, erizo Sonic, inhibidores del proteasoma, inhibidores de la vía de Notch, 
inhibidores del erizo Sonic o combinaciones de los mismos.  
 
Al menos uno de los otros factores adicionales puede suministrarse por medios acondicionados obtenidos a partir de 
líneas celulares pancreáticas como, por ejemplo: PANC-1 (ATCC nº CRL -1.469), CAPAN-1(ATCC nº HTB- 79), 5 
BxPC-3 (ATCC nº CRL -1.687), HPAF-II (ATCC nº CRL -1.997), líneas celulares hepáticas como, por ejemplo, 
HepG2 (ATCC nº HTB-8.065), líneas celulares intestinales como, por ejemplo, FHs 74 (ATCC nº CCL -241).  
 
Segundo medio de cultivo: el segundo medio de cultivo debería contener algunos factores como, por ejemplo, la 
insulina e IGF (tal y como se divulga en el WO 20006020919) en una concentración suficiente como para promover 10 
la supervivencia de las células cultivadas. Esto puede alcanzarse mediante el incremento de la concentración de 
suero o, alternativamente, mediante el uso de medios químicamente definidos donde las concentraciones de insulina 
e IGF se incrementan en relación con el primer medio de cultivo.  En la obra de Wiles y otros autores (Exp Cell Res.,  
25 de febrero de 1999, 247 (1)- 241 – 8) se recogen ejemplos de medios definidos químicamente.  
 15 
En un segundo medio de cultivo con mayores concentraciones de suero, la concentración de suero del segundo 
medio de cultivo puede estar en el intervalo de, aproximadamente, un  0,5% a un 10%. Alternativamente, la 
concentración de suero del segundo medio de cultivo puede estar en el intervalo de, aproximadamente, un  0,5% a 
un 5%. Alternativamente, la concentración de suero del segundo medio de cultivo puede estar en el intervalo de, 
aproximadamente, un  0,5% a un 2%. Alternativamente, la concentración de suero del segundo medio de cultivo 20 
puede ser de, aproximadamente, un  2%. Cuando se cultivan células madre pluripotentes con el segundo medio de 
cultivo, el tiempo de cultivo puede oscilar entre,  aproximadamente, uno  y cuatro días.  
 
Al igual que en el primer medio de cultivo, la activina A puede utilizarse en cualquier concentración adecuada para 
causar la diferenciación de las células madre pluripotentes. La concentración puede ser de, aproximadamente, 1 25 
pg/ml a 100 µg/ml.  En otra materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 1 µg/ml. En 
otra materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 1 pg/ml a 100 ng/ml.  En otra materialización, 
la concentración puede ser de, aproximadamente, 50 ng/ml a 100 ng/ml. En otra materialización, la concentración 
puede ser de, aproximadamente, 100 ng/ml. 
 30 
El ligando Wnt puede estar en una concentración de, aproximadamente, 1 ng/ml a 1.000 ng/ml.  En otra 
materialización, la concentración puede ser de, aproximadamente, 10 ng/ml a 100 ng/ml. 
 
El ligando Wnt puede seleccionarse a partir de un grupo consistente en: Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-5a y Wnt-7a. En una 
materialización, el ligando Wnt es Wnt-1. En otra materialización, el ligando Wnt es Wnt-3a. 35 
 
El segundo medio de cultivo también puede contener un inhibidor de GSK-3B. El inhibidor de GSK-3B puede 
añadirse al primer medio de cultivo, al segundo medio de cultivo o a ambos (a los medios primero y segundo).  
 
El inhibidor de  GSK-3B puede seleccionarse a partir del grupo consistente en el IX inhibidor de  GSK-3B y el XI 40 
inhibidor de  GSK-3B. En una materialización, el inhibidor de  GSK-3B es el IX inhibidor de  GSK-3B.  
 
Cuando se cultivan células madre pluripotentes con un inhibidor de  GSK-3B, la concentración del inhibidor de  GSK-
3B  puede ser de, aproximadamente, 1 nM a 1.000 nM. En otra materialización, las células madre pluripotentes se 
cultivan con el inhibidor de  GSK-3B en una concentración de, aproximadamente, 10 nM a 100 nM.  45 
 
Al igual que en el primer medio de cultivo, el segundo medio de cultivo también puede contener, al menos, otro de 
los factores adicionales que puede potenciar la formación de células que expresan marcadores característicos del 
linaje del endodermo definitivo a partir de células madre pluripotentes. Alternativamente, al menos uno de los otros 
factores adicionales puede potenciar la proliferación de las células que expresan marcadores característicos del 50 
linaje del endodermo definitivo formado por los métodos de la presente invención. Además,  al menos uno de esos 
otros factores adicionales puede potenciar la capacidad de las células que expresan marcadores característicos del 
linaje del endodermo definitivo formado por los métodos de la presente invención, para formar otros tipos de células  
o bien para mejorar la eficiencia de cualquier otra fase de diferenciación adicional. 
  55 
Al menos uno de los otros factores adicionales puede ser, por ejemplo: la nicotinamida, miembros de la familia TGF-
ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), albúmina de suero, miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto, 
factores de crecimiento -AA y -BB derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de 
insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -11), péptidos 1 y 2 similares al 
glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona paratiroidea, insulina, 60 
progesterona, aprotinina, hidrocortisona, etanolamina, ß- mercaptoetanol, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
gastrina I y II, quelantes de cobre como, por ejemplo, pentamina trietilena, forskolina, Na-butirato,  activina, 
betacelulina, ITS, Noggin, factor de crecimiento de neurita, Nodal, ácido valproico, Trichostatin A, butirato de sodio, 
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esfingosina 1, VEGF, MG132 (EMD, California), suplementos N2 y B27 
(Gibco, California),alcaloides esteroidales como, por ejemplo, la ciclopamina (EMD, California), factor de crecimiento 65 
de queratinocito (KGF), familia de proteínas Dickkpof, extracto de pituitaria bovina, proteína asociada a 
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la. neogénesis insular (INGAP), erizo indio, erizo Sonic, inhibidores del proteasoma, inhibidores de la vía de Notch, 
inhibidores del erizo Sonic o combinaciones de los mismos. 
 
Al menos uno de los otros factores adicionales puede suministrarse por medios acondicionados obtenidos a partir de 
líneas celulares pancreáticas como, por ejemplo: PANC-1 (ATCC nº CRL -1.469), CAPAN-1(ATCC nº HTB- 79), 5 
BxPC-3 (ATCC nº CRL -1.687), HPAF-II (ATCC nº CRL -1.997), líneas celulares hepáticas como, por ejemplo, 
HepG2 (ATCC nº HTB-8.065), líneas celulares intestinales como, por ejemplo, FHs 74 (ATCC nº CCL -241). 
 
Detección de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo 
 10 
La formación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo puede 
determinarse examinando la presencia de los marcadores antes y después de seguir un protocolo particular.  Por lo  
general, las células madre pluripotentes no expresan dichos marcadores. Por tanto, la diferenciación de células 
pluripotentes se detecta cuando las células empiezan a expresarlos.  
 15 
La eficiencia de la diferenciación puede determinarse mediante la exposición de una población celular tratada a un 
agente (como, por ejemplo, un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteínas expresado por 
células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo.  
 
Los métodos para valorar la expresión de los marcadores de  ácido nucleico y proteico en células aisladas o 20 
cultivadas son estándar en la materia. Estos incluyen: reacción en cadena de la transcriptasa polimerasa inversa 
(RT-PCR), ensayo Northern, hibridación in situ (véase, p. ej., Current Protocols in Molecular Biology , Ausubel y otros 
autores, Ediciones Suplemento, 2001) e inmunoensayos como, por ejemplo, el análisis de inmunohistoquímica del 
material seccionado, Western blot y, para marcadores accesibles en células intactas, el análisis de la citometría de 
flujo (FACS) (véase, p. ej., la obra de  Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, New York, Cold Spring 25 
Harbor Laboratory Press (1998)).  
 
Los ejemplos de anticuerpos aptos para detectar algunos marcadores de proteínas se enumeran en la tabla 1A. 

Cabe señalar que otros anticuerpos dirigidos a los mismos marcadores, que se reconocen en los anticuerpos 
enumerados en la tabla 1A, están disponibles o pueden desarrollarse fácilmente. Dichos anticuerpos también 30 
pueden emplearse para valorar la expresión de marcadores en las células aisladas, de acuerdo con la presente 
invención.   
 

Por ejemplo, las características de las células madre pluripotentes son bien conocidas por los expertos en la materia 
y las características adicionales de las células madre pluripotentes continúan siendo identificadas. Los marcadores 35 
de las células madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, la expresión de uno o más de los siguientes: ABCG2, 
cripto, FoxD3, Connexin43, Connexin45, Oct4, Sox-2, Nanog, hTERT, UTF-1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tra 1-60, 
Tra 1-81. 
 
Tras tratar células madre pluripotentes con los métodos de la presente invención, las células diferenciadas pueden 40 
purificarse  mediante la exposición de una población celular tratada a un agente (como, por ejemplo, un anticuerpo) 
que reconoce específicamente un marcador de proteínas como, por ejemplo, el CXCR4,  expresado por células que 
expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo. 
 
Formación de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático 45 
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo pueden diferenciarse en el 
interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático mediante cualquier 
método existente en la materia o mediante cualquier otro propuesto en esta invención.  
 50 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo pueden 
diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, 
según los métodos divulgados en la obra de D'Amour y otros autores, Nature Biotechnology-24, 1.392-1.401 (2006). 

 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo están más 55 
diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo 
pancreático, mediante el tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo 
definitivo con un factor de crecimiento de fibroblasto y  el inhibidor KAAD-ciclopamina por la vía señalizadora del 
erizo, luego se extrae el medio que contiene el factor de crecimiento de fibroblasto y la KAAD-ciclopamina y, 
posteriormente, las células se cultivan en un medio que contiene ácido retinoico, un factor de crecimiento de 60 
fibroblasto y la KAAD- ciclopamina. En la obra Nature Biotechnology-24, 1.392-1.401 (2006) se recoge un ejemplo 

de este método.  
 
En un aspecto de la presente divulgación, las células que expresan marcadores característicos del linaje del 
endodermo definitivo están más diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del 65 
linaje del endodermo pancreático mediante el tratamiento de células que expresan marcadores característicos del 
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linaje del endodermo definitivo con  ácido retinoico y, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante un 
período de tiempo. Ese período de tiempo puede ser de, aproximadamente, uno a seis días.  
 
En otro aspecto de la presente divulgación, las células que expresan marcadores característicos del linaje del 
endodermo definitivo están más diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del 5 
linaje del endodermo pancreático, mediante el tratamiento de células con  ácido retinoico  durante un período de 
tiempo. Ese período de tiempo puede ser de, aproximadamente, uno a  tres días. Posteriormente, se extrae el ácido 
retinoico y se tratan las células con, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante otro período de tiempo. 
Ese período de tiempo puede ser de, aproximadamente, uno a tres días.  
 10 
En una materialización, la presente divulgación proporciona un método para diferenciar células que expresan 
marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo pancreático  y que comprende las fases de:  
a. cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo y 
b. tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo con ácido 15 
retinoico  y, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto.  
 
Cualquier célula que exprese marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es adecuada para 
diferenciarse en el interior de una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo 
pancreático,  utilizando para ello este método. Las células pueden tratarse en un medio químicamente definido que 20 
se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio libre de 
suero. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio suplementado con suero.  
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan con 
ácido retinoico y con, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante, aproximadamente, uno a seis días. 25 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan con 
ácido retinoico y con, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante, aproximadamente, seis días. 
 
Al menos un factor de crecimiento de fibroblasto se selecciona a partir del grupo consistente en: FGF2, FGF4 y 
FGF10. 30 
 
Cualquier célula que exprese marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es adecuada para 
diferenciarse en el interior de una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo 
pancreático, utilizando para ello este método. Las células pueden tratarse en un medio químicamente definido que 
se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio libre de 35 
suero. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio suplementado con suero.  
 
En otra materialización, la presente divulgación proporciona un método para diferenciar células que expresan 
marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo pancreático  y que comprende las fases de:  40 
a. cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo y 
b. tratamiento de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo, tratándolas 
con ácido retinoico  y 
c. extracción del ácido retinoico y, posteriormente, tratamiento de las células con, al menos, un factor de crecimiento 
de fibroblasto. 45 
 
Cualquier célula que exprese marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es adecuada para 
diferenciarse en el interior de una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo 
pancreático, utilizando para ello este método. Las células pueden tratarse en un medio químicamente definido que 
se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio libre de 50 
suero. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio suplementado con suero. 
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan con 
ácido retinoico durante, aproximadamente, uno a tres días. En una materialización, las células que expresan 
marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan con ácido retinoico durante, aproximadamente,  tres 55 
días. En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan 
con, al menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante, aproximadamente,  uno a tres días. En una 
materialización, las células que expresan marcadores característicos del endodermo definitivo se tratan con, al 
menos, un factor de crecimiento de fibroblasto durante, aproximadamente,  tres días.  
 60 
Al menos un factor de crecimiento de fibroblasto se selecciona a partir del grupo consistente en: FGF2, FGF4 y 
FGF10. 
 
Cualquier célula que exprese marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo es adecuada para 
diferenciarse en el interior de una célula que expresa marcadores característicos del linaje del endodermo 65 
pancreático, utilizando para ello este método. Las células pueden tratarse en un medio químicamente definido que 

ES 2 537 578 T3

 

23



  

se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio libre de 
suero. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio suplementado con suero. 
 
En una materialización, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se 
tratan con ácido retinoico. Alternativamente, las células que expresan marcadores característicos del linaje del 5 
endodermo definitivo se tratan con FGF2 o, alternativamente, con FGF4 o FGF10. En otra materialización, las 
células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se tratan con, al menos, uno de 
los siguientes factores: ácido retinoico, FGF2, FGF4 o FGF10. En otra materialización, las células que expresan 
marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se tratan con ácido retinoico y con, al menos, uno de 
los siguientes factores de crecimiento de fibroblasto: FGF2, FGF4 o FGF10. En otra materialización, las células que 10 
expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se tratan con ácido retinoico y con FGF-2. 
En otra materialización, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se 
tratan con ácido retinoico y con FGF4. En otra materialización, las células que expresan marcadores característicos 
del linaje del endodermo definitivo se tratan con ácido retinoico y con FGF10. 
 15 
El ácido retinoico puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 1 nM a 1mM. En una materialización, 
el ácido retinoico se utiliza en una concentración de 1 µM. 
 
El FGF2 puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 50 pg/ml  a 50 µg/ml.  En una materialización, 
el FGF2 se utiliza en una concentración de 50 ng/ml. 20 
 
El FGF4 puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 50 pg/ml  a 50 µg/ml.  En una materialización, 
el FGF4 se utiliza en una concentración de 50 ng/ml. 
 
El FGF10 puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 50 pg/ml  a 50 µg/ml.  En una 25 
materialización, el FGF10 se utiliza en una concentración de 50 ng/ml. 
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo definitivo se pueden tratar con, al 
menos, otro de los factores adicionales que puede potenciar la formación de células que expresan marcadores 
característicos del linaje del endodermo pancreático. Alternativamente, al menos uno de los otros factores 30 
adicionales puede potenciar la proliferación de las células que expresan marcadores característicos del linaje del 
endodermo pancreático, formado por los métodos de la presente invención. Alternativamente,  al menos uno de esos 
otros factores adicionales puede potenciar la proliferación de las células que expresan marcadores característicos 
del linaje del endodermo pancreático, formado por los métodos de la presente invención. Además,  al menos uno de 
esos otros factores adicionales puede potenciar la capacidad de las células que expresan marcadores 35 
característicos del linaje del endodermo pancreático, formado por los métodos de la presente invención, para formar 
otros tipos de células  o bien para mejorar la eficiencia de cualquier otra fase de diferenciación adicional.  
 
Al menos uno de esos otros factores adicionales puede ser, por ejemplo : la nicotinamida, miembros de la familia 
TGF-ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), albúmina de suero, miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto, 40 
factores de crecimiento -AA y -BB derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de 
insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -11), péptidos 1 y 2 similares al 
glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona paratiroidea, insulina, 
progesterona, aprotinina, hidrocortisona, etanolamina, ß- mercaptoetanol, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
gastrina I y II, quelantes de cobre como, por ejemplo, pentamina trietilena, forskolina, Na-butirato,  activina, 45 
betacelulina, ITS, Noggin, factor de crecimiento de neurita, Nodal, ácido valproico, Trichostatin A, butirato de sodio, 
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esfingosina 1, VEGF, MG132 (EMD, California), suplementos N2 y B27 
(Gibco, California),alcaloides esteroidales como, por ejemplo, la ciclopamina (EMD, California), factor de crecimiento 
de queratinocito (KGF), familia de proteínas Dickkpof, extracto de pituitaria bovina, proteína asociada a 
la neogénesis insular (INGAP), erizo indio, erizo Sonic, inhibidores del proteasoma, inhibidores de la vía de Notch, 50 
inhibidores del erizo Sonic o combinaciones de los mismos.  
 
Al menos uno de esos otros factores adicionales puede suministrarse por medios acondicionados obtenidos a partir 
de líneas celulares pancreáticas como, por ejemplo:, PANC-1 (ATCC nº CRL -1.469), CAPAN-1(ATCC nº HTB- 79), 
BxPC-3 (ATCC nº CRL -1.687), HPAF-II (ATCC nº CRL -1.997), líneas celulares hepáticas como, por ejemplo, 55 
HepG2 (ATCC nº HTB-8.065), líneas celulares intestinales como, por ejemplo, FHs 74 (ATCC nº CCL -241). 
 
Detección de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático 
 
Los marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático son bien conocidos por los expertos en la 60 
materia y las características adicionales de los marcadores del linaje del endodermo pancreático continúan siendo 
identificadas. Estos marcadores pueden utilizarse para confirmar que las células que se tratan de acuerdo con la 
presente invención se han diferenciado para adquirir las propiedades características del linaje del endodermo 
pancreático. Los marcadores específicos del linaje del endodermo pancreático incluyen la expresión de uno o más 
factores de transcripción como, por ejemplo: Hlxb9, PTF1a, PDX-1, HNF-6 y HNF-1beta. 65 
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La eficiencia de la diferenciación puede determinarse mediante la exposición de una población celular tratada a un 
agente (como, por ejemplo, un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteínas expresado por 
células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático.  
 
Los métodos para valorar la expresión de los marcadores de  ácido nucleico y proteico en células aisladas o 5 
cultivadas son estándar en la materia. Estos incluyen: reacción en cadena de la transcriptasa polimerasa inversa 
(RT-PCR), ensayo Northern, hibridación in situ (véase, p. ej., Current Protocols in Molecular Biology , Ausubel y otros 
autores, Ediciones Suplemento, 2001) e inmunoensayos como, por ejemplo, el análisis de inmunohistoquímica del 
material seccionado, Western blot y, para marcadores accesibles en células intactas, el análisis de la citometría de 
flujo (FACS) (véase, p. ej.,  la obra de Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, New York, Cold Spring 10 
Harbor Laboratory Press (1998)).  
 
Los ejemplos de anticuerpos aptos para detectar algunos marcadores de proteínas se enumeran en la tabla 1A. 

Cabe señalar que otros anticuerpos dirigidos a los mismos marcadores, que se reconocen en los anticuerpos 
enumerados en la tabla 1A, están disponibles o pueden desarrollarse fácilmente. Dichos anticuerpos también 15 
pueden emplearse para valorar la expresión de marcadores en las células aisladas, de acuerdo con la presente 
invención.   
 
Formación de las células que expresan marcadores del linaje pancreático endocrino: 
 20 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático pueden diferenciarse en 
el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino mediante cualquier 
método existente en la materia o mediante cualquier otro divulgado en esta invención. 
 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático pueden 25 
diferenciarse en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino, 
según los métodos divulgados en la obra de D'Amour y otros autores, Nature Biotechnology-24, 1.392-1.401 (2006). 
 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático están más 
diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino 30 
mediante el cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, en un 
medio que contiene  DAPT y Exendin-4; luego, se extrae el medio que contiene DAPT y Exendin  y, posteriormente, 
se cultivan las células en un medio que contiene Exendin-4, IGF-1 y HGF. En la obra Nature Biotechnology-24, 
1.392-1.401 (2006) se recoge un ejemplo de este método. 
 35 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático están más 
diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino 
mediante el cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, en un 
medio que contiene Exendin-4; luego, se extrae el medio que contiene Exendin-4  y, posteriormente, se cultivan las 
células en un medio que contiene Exendin-4, IGF-1 y HGF. En la obra de D'Amour y otros autores,  Nature 40 
Biotechnology (2006) se recoge un ejemplo de este método. 

 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático están más 
diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino 
mediante el cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, en un 45 
medio que contiene DAPT y Exendin-4. En la obra de D'Amour y otros autores,  Nature Biotechnology (2006) se 
recoge un ejemplo de este método. 
 
Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático están más 
diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino 50 
mediante el cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático, en un 
medio que contiene Exendin-4. En la obra de D'Amour y otros autores,  Nature Biotechnology (2006) se recoge un 
ejemplo de este método. 
 
En un aspecto de la presente divulgación, las células que expresan marcadores característicos del linaje del 55 
endodermo pancreático están más diferenciadas en el interior de células que expresan marcadores característicos 
del linaje pancreático endocrino mediante el tratamiento de células que expresan marcadores característicos del 
linaje del endodermo pancreático con un factor que inhibe la vía señalizadora de Notch, El factor que inhibe la vía 
señalizadora de Notch puede ser antagónico al receptor extracelular de Notch. Alternativamente, el factor puede 
inhibir la actividad biológica del receptor de Notch. Alternativamente, el factor puede inhibir o ser el antagonista de un 60 
elemento en la  vía de transducción de señales Notch, dentro de una célula. Las células pueden tratarse en un 
medio químicamente definido que se compone de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células 
pueden tratarse en un medio libre de suero. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio 
suplementado con  suero.  
 65 
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En una materialización, el factor que inhibe la vía señalizadora de Notch es un inhibidor y-secretasa. En una 
materialización, el inhibidor de y-secretasa es: 1SBencilo-4R-[1-(1S-carbamoil-2-carbamoil fenetílico)-IS-3-
metilbuticarbamoil]-5 2R-hidroxy-5- fenilpentil] carbámico], éster de ácido terc-butilo,  también conocido como L- 

685,458.  
 5 
El L-685,458 puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 0,1 µM a 100 µM. En una materialización, 
el L-685,458 se utiliza en una concentración de, aproximadamente, 90 µM. En una materialización, el L-685,458 se 
utiliza en una concentración de, aproximadamente, 80 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una 
concentración de, aproximadamente, 70 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración 
de, aproximadamente, 60 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 10 
aproximadamente, 50 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 40 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 30 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 20 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 

aproximadamente, 10 µM.  15 
 
En una materialización, la presente divulgación proporciona un método para diferenciar células que expresan 
marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático en el interior de células que expresan marcadores 
característicos del linaje pancreático endocrino y que comprende las fases de: 
a. cultivo de células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático y 20 
b. tratamiento de las células con un factor que inhibe la vía señalizadora de Notch. 
 

Cualquier célula que exprese marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático  es adecuada para 
diferenciarse en el interior de una célula que expresa marcadores característicos del linaje pancreático endocrino, 
utilizando para ello este método. Las células pueden tratarse en un medio químicamente definido que se compone 25 
de un medio suplementado con B27. Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio libre de suero. 
Alternativamente, las células pueden tratarse en un medio suplementado con  suero.  
 
En una materialización, el factor que inhibe la vía señalizadora de Notch es un inhibidor y-secretasa. En una 
materialización, el inhibidor de y-secretasa es: 1SBencilo-4R-[1-(1S-carbamoil-2-carbamoil fenetílico)-IS-3-30 
metilbuticarbamoil]- 2R-hidroxy-5- fenilpentil] carbámico], éster de ácido terc-butilo,  también conocido como L- 

685,458.  
 
Las células que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático se tratan con  el factor 
que inhibe la vía señalizadora de Notch durante, aproximadamente, uno a cinco días. Alternativamente, las células 35 
que expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático se tratan con  el factor que inhibe la 
vía señalizadora de Notch durante, aproximadamente, tres a cinco días.  Alternativamente, las células que expresan 
marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático se tratan con  el factor que inhibe la vía 
señalizadora de Notch durante, aproximadamente, cinco días. 
 40 
En una materialización, el factor que inhibe la vía señalizadora de Notch es un inhibidor y-secretasa. En una 
materialización, el inhibidor de y-secretasa es: 1SBencilo-4R-[1-(1S-carbamoil-2-carbamoil fenetílico)-IS-3-
metilbuticarbamoil]- 2R-hidroxy-5- fenilpentil] carbámico], éster de ácido terc-butilo,  también conocido como L- 

685,458.  
 45 
El L-685,458 puede utilizarse en una concentración de, aproximadamente, 0,1 µM a 100 µM. En una materialización, 
el L-685,458 se utiliza en una concentración de, aproximadamente, 90 µM. En una materialización, el L-685,458 se 
utiliza en una concentración de, aproximadamente, 80 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una 
concentración de, aproximadamente, 70 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración 
de, aproximadamente, 60 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 50 
aproximadamente, 50 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 40 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 30 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 
aproximadamente, 20 µM. En una materialización, el L-685,458 se utiliza en una concentración de, 

aproximadamente, 10 µM.  55 
 
Las células que  expresan marcadores característicos del linaje del endodermo pancreático pueden tratarse con, al 
menos, otro factor adicional que puede potenciar la formación de células que expresan marcadores característicos 
del linaje pancreático endocrino. Alternativamente, al menos uno de los otros factores adicionales puede potenciar la 
proliferación de las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino formado por los 60 
métodos de la presente invención. Además,  al menos uno de esos otros factores adicionales puede potenciar la 
capacidad de las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino formado por los 
métodos de la presente invención, para formar otros tipos de células  o bien para mejorar la eficiencia de cualquier 
otra fase de diferenciación adicional.  
 65 
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Al menos uno de esos otros factores adicionales puede ser, por ejemplo : la nicotinamida, miembros de la familia 
TGF-ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), albúmina de suero, miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblasto, 
factores de crecimiento -AA y -BB derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de 
insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -11), péptidos 1 y 2 similares al 
glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona paratiroidea, insulina, 5 
progesterona, aprotinina, hidrocortisona, etanolamina, ß- mercaptoetanol, factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
gastrina I y II, quelantes de cobre como, por ejemplo, pentamina trietilena, forskolina, Na-butirato,  activina, 
betacelulina, ITS, Noggin, factor de crecimiento de neurita, Nodal, ácido valproico, Trichostatin A, butirato de sodio, 
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esfingosina 1, VEGF, MG132 (EMD, California), suplementos N2 y B27 
(Gibco, California),alcaloides esteroidales como, por ejemplo, la ciclopamina (EMD, California), factor de crecimiento 10 
de queratinocito (KGF), familia de proteínas Dickkpof, extracto de pituitaria bovina, proteína asociada a 
la neogénesis insular (INGAP), erizo indio, erizo Sonic, inhibidores del proteasoma, inhibidores de la vía de Notch, 
inhibidores del erizo Sonic o combinaciones de los mismos.  
 
Al menos uno de esos otros factores adicionales puede suministrarse por medios acondicionados obtenidos a partir 15 
de líneas celulares pancreáticas como, por ejemplo:  PANC-1 (ATCC nº CRL -1.469), CAPAN-1(ATCC nº HTB- 79), 
BxPC-3 (ATCC nº CRL -1.687), HPAF-II (ATCC nº CRL -1.997), líneas celulares hepáticas como, por ejemplo, 
HepG2 (ATCC nº HTB-8.065), líneas celulares intestinales como, por ejemplo, FHs 74 (ATCC nº CCL -241).  
 
Detección de células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino 20 
 
Los marcadores característicos del linaje pancreático endocrino son bien conocidos por los expertos en la materia y 
los marcadores adicionales característicos del linaje pancreático endocrino continúan siendo identificados. Se 
pueden utilizar estos marcadores para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invención se 
han diferenciado para adquirir las propiedades características del linaje pancreático endocrino. Los marcadores 25 
específicos del linaje pancreático endocrino incluyen la expresión de uno o más factores de transcripción como, por 
ejemplo, NGN-3, NeuroD e islote-1. 
  
Los marcadores característicos del linaje celular ß son bien conocidos por los expertos en la materia y los 
marcadores adicionales característicos del linaje celular ß  continúan siendo identificados. Se pueden utilizar estos 30 
marcadores para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invención se han diferenciado para 
adquirir las propiedades características del linaje celular ß. Las características específicas del linaje celular ß 
incluyen la expresión de uno o más factores de transcripción como, por ejemplo: Pdx1 (gen de homeosecuencia 1 
pancreático duodenal), Nkx2.2,  Nkx6.1, isl1, Pax6,  Pax4, NeuroD, HNF-1b, HNF-6, HNF-3beta y MAFA, entre otros. 
Estos factores de transcripción están bien establecidos en la materia para la identificación de células endocrinas, 35 
véase, p. ej., la obra de Edlund (Nature Reviews Genetics 3, 524-632 (2002)).  
 
La eficiencia de la diferenciación puede determinarse mediante la exposición de una población celular tratada a un 
agente (como, por ejemplo, un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteínas expresado por 
células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endocrino. Alternativamente,  la eficiencia de 40 
la diferenciación puede determinarse mediante la exposición de una población celular tratada a un agente (como, por 
ejemplo, un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteínas expresado por células que 
expresan marcadores característicos del linaje celular ß.  
 
Los métodos para valorar la expresión de los marcadores de  ácido nucleico y proteico en células aisladas o 45 
cultivadas son estándar en la materia. Estos incluyen: reacción en cadena de la transcriptasa polimerasa inversa 
(RT-PCR), ensayo Northern, hibridación in situ (véase, p. ej., Current Protocols in Molecular Biology , Ausubel y otros 
autores, Ediciones Suplemento, 2001) e inmunoensayos como, por ejemplo, el análisis de inmunohistoquímica del 
material seccionado, Western blot y, para marcadores accesibles en células intactas, el análisis de la citometría de 
flujo (FACS) (véase, p. ej., la obra de Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, New York, Cold Spring 50 
Harbor Laboratory Press (1998)).  
 
Los ejemplos de anticuerpos aptos para detectar algunos marcadores de proteínas se enumeran en la tabla 1A. 

Cabe señalar que otros anticuerpos dirigidos a los mismos marcadores, que se reconocen en los anticuerpos 
enumerados en la tabla 1A, están disponibles o pueden desarrollarse fácilmente. Dichos anticuerpos también 55 
pueden emplearse para valorar la expresión de marcadores en las células aisladas, de acuerdo con la presente 
invención.  
  

En un aspecto,  la presente divulgación proporciona un método para tratar a un paciente que sufre o tiene riesgo de 
desarrollar una diabetes de tipo 1.  Este método conlleva el cultivo de células madre pluripotentes, la diferenciación 60 
de las células madre pluripotentes in vitro, en el interior de un linaje celular ß y la implantación de las células del 

linaje celular ß en un paciente.  
 
En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un método para tratar a un paciente que sufre o tiene riesgo de 
desarrollar una diabetes de tipo 2.  Este método conlleva el cultivo de células madre pluripotentes, la diferenciación 65 
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de las células madre pluripotentes in vitro, en el interior de un linaje celular ß y la implantación de las células del 
linaje celular ß en un paciente.  
 
Si procede, se puede tratar adicionalmente al paciente con agentes farmacéuticos o bioactivos que faciliten la 
supervivencia y la función de las células trasplantadas. Estos agentes pueden incluir, por ejemplo: insulina,  5 
miembros de la familia TGF-ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), proteínas morfogenéticas óseas  (BMP-2, -3, -4, -5, -6, -7, -
11, -12 y -13), factores 1 y 2  de crecimiento de fibroblasto, factores de crecimiento -AA y -BB derivados de 
plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de insulina (IGF-1, 2), factor de diferenciación de 
crecimiento (GDF -5, -6, -7, -8, -10 y -15), factor de crecimiento celular derivado del endotelio vascular (VEGF), 
pleiotrophin y endotelina, entre otros.  Otros compuestos farmacéuticos pueden incluir, por ejemplo: nicotinamida, 10 
péptidos 1 y 2 similares al glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-1 y GLP-2, Exendin-4, ácido retinoico, hormona 
paratiroidea e inhibidores de MAPK como, por ejemplo, los componentes que se divulgan en la solicitud  de EE. UU. 
publicada en 2004/0209901 y en la solicitud de EE .UU. publicada en 2004/0132729. 
 
Las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en el interior de una célula productora de insulina, antes de 15 
trasplantarlas dentro de un recipiente. En una materialización específica, las células madre pluripotentes están 
completamente diferenciadas  en el interior de células ß, antes de trasplantarlas dentro de un recipiente. 
Alternativamente, las células madre pluripotentes pueden trasplantarse dentro de un recipiente en un estado 
indiferenciado o parcialmente diferenciado. Otra diferenciación puede tener lugar en el recipiente. 
 20 
Las células del endodermo definitivo o, alternativamente, las células del endodermo pancreático o, alternativamente, 
las células ß pueden implantarse como células dispersas o formadas en el interior de clústeres que pueden 
administrarse en la vena porta hepática. Alternativamente, las células se pueden proporcionan en soportes 
poliméricos degradables y biocompatibles o  bien en dispositivos porosos no degradables o encapsulados para 
protegerse de la respuesta inmune del huésped. Las células pueden implantarse en un lugar apropiado del receptor. 25 
Los lugares de implantación comprenden, por ejemplo, el hígado, el páncreas innato, el espacio subcapsular renal, 
el epiplón, el peritoneo, el  espacio subserosal, el intestino, el  estómago o un bolsillo subcutáneo. 
 
Para potenciar una mayor diferenciación, supervivencia o actividad de las células implantadas, los factores 

adicionales como, por ejemplo, los factores de crecimiento o los agentes antioxidantes o antiinflamatorios pueden 30 
administrarse antes, simultáneamente o después de la administración de las células. En algunas materializaciones, 
los factores de crecimiento se utilizan para diferenciar las células administradas in vivo.  Las células endógenas 
pueden segregar estos factores los cuales se exponen a las células administradas in situ.  Las células implantadas 
pueden inducirse para diferenciarse mediante cualquier combinación de factores de crecimiento administrados de 
forma endógena o exógena y que son conocidos en la materia.  35 
 
La cantidad de células utilizadas en la implantación depende de un número de varios factores que incluyen la 
condición del paciente y su respuesta a la terapia y que un experto en la materia puede llegar a determinar.  
 
En un aspecto, esta divulgación describe un método para tratar a un paciente que sufre o tiene riesgo de desarrollar 40 
una diabetes. Este método conlleva el cultivo de células madre pluripotentes, la diferenciación de las células 
cultivadas in vitro, en el interior de un linaje celular ß y la incorporación de las células en un soporte tridimensional. 
Las células pueden conservarse in vitro en este soporte antes de su implantación en el paciente. Alternativamente, el 
soporte que contiene las células puede implantarse directamente en el paciente, sin un cultivo adicional in vitro. 
Opcionalmente,  el soporte puede incorporarse con, al menos, un agente farmacéutico que facilite la supervivencia y 45 
la función de las células trasplantadas.  
 
Los materiales de soporte adecuados para utilizarlos con los fines de la presente invención incluyen modelos de 
tejido, conductos, barreras y depósitos aptos para la reparación del tejido. En particular, los materiales sintéticos y 
naturales en forma de espumas, esponjas, geles, hidrogeles, textiles y estructuras no tejidas que se han utilizado in 50 
vitro e in vivo para reconstruir o regenerar el tejido biológico,  así como para llevar agentes quimiotácticos para 
inducir el crecimiento del tejido, son aptos para utilizarlos en la práctica de los métodos de la presente invención. 
Véanse, por ejemplo, los materiales divulgados en la patentes de EE. UU.: nº 5.770.417, nº  6.022.743, nº 5.567.612, 
nº 5.759.830, nº 6.626.950, nº 6.534.084, nº  6.306.424, nº  6.365.149, nº  6.599.323, nº  6.656.488, nº 4.557.264, nº 
6.333.029 y en la solicitud de EE. UU. publicada en 2004/0062753 A1.  55 
 
Para formar un soporte con un agente farmacéutico incorporado, el agente farmacéutico puede mezclarse con la 
solución polimérica antes de formar el soporte. Alternativamente, un agente farmacéutico podría recubrirse sobre un 
soporte fabricado, preferiblemente en presencia de un portador farmacéutico. El agente farmacéutico puede estar 
presente como  un líquido, un sólido minuciosamente dividido o cualquier otra forma física apropiada. 60 
Alternativamente, se pueden añadir excipientes al soporte para alterar la tasa de liberación del agente farmacéutico. 
En otra materialización, se incorpora al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es un componente 
antiinflamatorio como, por ejemplo, los componentes divulgados en la patente de EE. UU nº 6.509.369. 
 
Se puede incorporar al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es un componente antiapoptótico como, 65 
por ejemplo, los componentes divulgados en la patente de EE. UU nº 6.793.945. 
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También se puede incorporar al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es un componente inhibidor de 
la  fibrosis como, por ejemplo, los componentes divulgados en la patente de EE. UU nº 6.331.298. 
 
También se puede incorporar al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es capaz de potenciar la 
angiogénesis  como, por ejemplo, los componentes divulgados en la solicitud de  EE. UU publicada en 5 
2004/0220393 y en la solicitud de  EE. UU publicada en 2004/0209901. 
 
También se puede incorporar al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es un componente 
inmunosupresor como, por ejemplo, los componentes divulgados en la solicitud de  EE. UU publicada en 
2004/0171623. 10 
 
También se puede incorporar al soporte, al menos, un componente farmacéutico que es un factor de crecimiento 
como, por ejemplo: miembros de la familia TGF-ß (incluye TGF-ß1, 2 y 3), proteínas morfogenéticas óseas  (BMP-2, 
-3, -4, -5, -6, -7, -11, -12 y -13), factores 1 y 2  de crecimiento de fibroblasto, factores de crecimiento -AA y -BB 
derivados de plaquetas, plasma rico en plaquetas, factor de crecimiento de insulina (IGF-1, 2), factor de 15 
diferenciación de crecimiento (GDF -5, -6, -8, -10 y -15), factor de crecimiento celular derivado del endotelio vascular 
(VEGF), pleiotrophin y endotelina, entre otros.  Otros compuestos farmacéuticos pueden incluir, por ejemplo: 
nicotinamida, factor inducible por hipoxia 1 alfa,  péptidos 1 y 2 similares al glucagón (GLP-1 y 2), mimetobody GLP-
1, GLP-2 y 3, Exendin-4, Nodal, noggin, NGF, ácido retinoico,  hormona paratiroidea, tenascin C, tropoelastina, 
péptidos derivados de la trombina, cathelicidins, defensinas, laminina, péptidos biológicos que contienen células  y 20 
dominios de unión a la heparina de proteínas adhesivas de la matriz extracelular  como, por ejemplo, la fibronectina 
y la vitronectina, inhibidores de MAPK como, por ejemplo, los componentes que se divulgan en la solicitud  de EE. 
UU. publicada en 2004/0209901 y en la solicitud de EE .UU. publicada en 2004/0132729. 
 
La incorporación de las células de la presente invención en el interior de una matriz puede lograrse depositando, 25 
simplemente, las células en la matriz. Las células pueden introducirse en el interior de la matriz por simple difusión, 
J. Pediatr. Surg. 23 (1Pt 2), 3-9, 1988.  Se han venido desarrollando otros enfoques para potenciar la eficiencia de la 
siembra celular. Por ejemplo, se han utilizado frascos de agitación en la siembra de condrocitos en matrices de ácido 
poliglicólico (Biotechnol. Prog. 14 (2), 139-202, 1998). Otro enfoque para las células de siembra es el uso de la 
centrifugación que produce un esfuerzo mínimo en las células sembradas y potencia la eficiencia de la siembra. Por 30 
ejemplo, Yang y otros autores desarrollaron un método de siembra celular (J. Biomed. Mater. Res. 55(3), 379-86, 
2001) que se refiere a la inmovilización celular por centrifugación (CCI).  
 
La presente invención se ilustra mejor aunque no queda limitada a los siguientes ejemplos.  
 35 
EJEMPLOS 
 
Referencia: ejemplo 1 
 
Cultivo de células madre de embriones humanos 40 
 

Las líneas H1, H7 y H9 de células madre de embriones humanos se obtuvieron en el Centro de Investigación WiCell, 
Inc., (Madison, Wisconsin) y se cultivaron según las instrucciones proporcionadas por el centro de origen. 
Resumiendo, las células se cultivaron en unas células sustentadoras de fibroblasto embrionario de ratón (MEF) en 
un medio celular  ES que consiste en DMEM/F12 (Invitrogen/Gibco) suplementado con 20% de suero sustituto, 100 45 
nM (MEM) de aminoácidos no esenciales, 0,5 mM de ß-mercaptoetanol y 2 mM de L-glutamina con 4 ng/ml de factor 
de crecimiento básico humano de fibroblastos (bFGF) (todos de Invitrogen/Gibco). Las células MEF, derivadas de 
E13 a 13,5 embriones de ratón, se  adquirieron en Charles River. Las células MEF se expandieron en un medio 
DMEM suplementado con 10% de FBS (HyClone), 2 mM de glutamina y 100 mM (MEM) de aminoácidos no 
esenciales. Los cultivos de células MEF subconfluentes se trataron con 10 µg/ml de mitomicina C (Sigma, St. Louis, 50 
Misuri)  durante 3 horas de detención de la división celular, luego se tipsinizaron y se recubrieron a 
 2x10 4 /cm² en 0,1% de platos recubiertos de gelatina bovina. Las células MEF, que pasaron de ser dos a cuatro, se 
utilizaron como capas sustentadoras. Las células madre de embriones humanos recubiertas en capas sustentadoras  
celulares se cultivaron a 37º C en una atmósfera del 5% de CO², en una incubadora de cultivo de tejido humidificado. 
Cuando confluyen (aproximadamente 5-7 días tras el recubrimiento), las células madre de embriones humanos se 55 
trataron con 1 mg/ml de colagenasa de tipo IV (Invitrogen/Gibco) durante 5-10 minutos y luego se raspó suavemente 
de la superficie utilizando para ello una pipeta de 5ml.  Las células giraron durante 5 minutos  a 900 rpm y el 
sedimento volvió a quedar suspendido y recubierto a una proporción de 1:3 a 1:4 células en un medio de cultivo 
fresco.  
 60 
Referencia: ejemplo 2 
 
Formación del endodermo definitivo 
 

Se examinaron los efectos de la activina A en la expresión de los marcadores del endodermo definitivo. Se añadió 65 
activina A (100 ng/ml) a poblaciones de células madre de embriones humanos cultivadas en fibroblastos 
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embrionarios de ratón. Las células se cultivaron de forma continuada en presencia de activina A y se cosecharon en 
los tiempos indicados. Se examinó el nivel de expresión de los marcadores del endodermo definitivo mediante PCR 
(figura 1), FACS (resultados resumidos en la tabla II) e inmunohistoquímica (figura 2).  

 
La activina A provocó un incremento dependiente del tiempo en la expresión del CXCR4, GATA4, HNF-3beta, Mixl-1 5 
y Sox-17 mRNA en la línea H9 (figura 1, panel a). También se observó una regulación significativa hasta los 
marcadores del endodermo anterior: Cerberus, Otx-1 y los genes de Hex (figura 1, panel b).  Se observó un 

incremento en la proteína CXCR4 mediante análisis por FACS, siguiendo un tratamiento con activina A. La expresión 
de E-cadherina y N-cadherina no cambió el tratamiento que se seguía con activina A (tabla 11A). Las células 

positivas del CXCR4 también fueron sumamente positivas para C-kit, EPCAM y CD99 y negativas para CD9. La 10 
pauta de expresión para estos marcadores fue constante entre las tres líneas hEs examinadas (tabla 11B para H7 y 
tabla 11C para H1). La inmunocitoquímica llevada a cabo en las células tratadas durante cinco días con activina A 

reveló que el 30%-40% de las células en el cultivo tratado eran positivas para Sox-17 y HNF-3beta. Paralelamente, 
casi el 100% de las células diferenciadas eran todavía positivas para Oct4 (figura 2). Con la reducción en la 

expresión de los marcadores de superficie de pluripotencia, combinada con un incremento en la expresión de los 15 
marcadores del endodermo definitivo, estos datos sugieren que la activina A promueve la diferenciación de las 
células madre de embriones humanos del endodermo definitivo.   
 
Referencia: ejemplo 3 
 20 
Formación del endodermo pancreático 
 

Se añadieron los factores de crecimiento, conocidos por inducir la diferenciación de células madre de embriones 
humanos del endodermo pancreático, a los cultivos celulares. En particular, se añadieron a los cultivos celulares: 
activina A, bFGF y ácido retinoico, conocidos por inducir la formación del endodermo pancreático. 25 
 
En las primeras series de experimentos se añadió activina A a las poblaciones de células madre de embriones 
humanos cultivadas en fibroblastos embrionarios de ratón  y hasta siete días en DMEM/F12, suplementado con un 
0% a 2% de suero y activina A (100 ng/ml). Las células se cosecharon en los momentos indicados en la figura 3 y 
se sensayaron mediante PCR para la expresión de los genes mostrados (figuras 3, 4 y 5). En la figura 3 el análisis 30 
de PCR indicó que las células tratadas con activina expresaron un amplio espectro de genes asociados con el 
desarrollo del endodermo y que incluye: GATA4 (figura 3, panel a), Sox-17 (figura 3, panel b),  HNF-3beta (figura 
3, panel c) y Mixl-1 (figura 3, panel d). Sin embargo, no se observó la expresión génica de Pdx1. Se observó la 
misma pauta de expresión de los marcadores del linaje del endodermo en activina A tratada con células H7 (figura 
6, paneles  a al f). En esta etapa no hubo una reducción significativa de la expresión de Oct4.  35 
 
La activina A provocó una reducción dependiente del tiempo en la expresión de los marcadores Sox-7 del 
endodermo extraembrionario (figura 4, panel a) y AFP (figura 4, panel b). La activina A redujo la expresión de 
Brachyury (figura 5, panel a) pero no tuvo efecto en la expresión del marcador neuronal Zic1 (figura 5, panel b).  

 40 
Considerados en su conjunto, estos datos sugieren que la expresión incrementada de Sox-17, Mixl-1, GATA4 y 
HNF-3beta juntos, con la sobreegulación de los anteriores marcadores del endodermo (Otx1, Cer1 y los genes de 
Hex), corresponde a la formación del endodermo definitivo en respuesta al tratamiento con activina A. El análisis de 
los marcadores del endodermo definitivo mediante inmunocitoquímica revelaron que la expresión de la proteína para 
estos genes reflejaba también las tendencias observadas en la expresión de mRNA. Los niveles de expresión para 45 
HNF-3beta, Sox-17 y GATA4 fueron bajos en las células sin tratar de, aproximadamente un 10% a un 20% de todas 
las células. El tratamiento durante cinco días con activina A (100 ng/ml)  incrementó la expresión de HNF-3beta, 
Sox-17 y GATA4 hasta, aproximadamente, un 50% a un 90% de todas las células (figura 7).  

 
En una segunda serie de experimentos, los cultivos de células madre de embriones humanos se conservaron en 50 
condiciones  de cultivo indiferenciado durante 2-3 días, según los métodos descritos en el ejemplo 1. Una vez que 
las células fueron confluentes en un 70-80%, el medio cambió a DMEM/F12 con un 0 a un 2% de FB,  con la adición 
de 100 ng/ml de activina A y se cultivaron en presencia de activina A durante cualquiera de los  tres, cinco o siete 
días. Tras este intervalo de tiempo, las células se trataron adicionalmente durante cinco a seis días con 
combinaciones de ácido retinoico y bFGF, tal y como se muestra en la figura 8. Se cosecharon los cultivos y se 55 
recogieron muestras de mRNA para su análisis.También se incluyeron cultivos de control consistentes en células 
tratadas  solo con activina A. 
 
El análisis de expresión génica reveló que esa activina A o el ácido retinoico solos no inducían la expresión de Pdx1. 
Se observaron resultados similares en cultivos de células tratadas con ácido retinoico  combinado con FGF y en 60 
presencia de activina A (figura 8, panel a). Sin embargo, el tratamiento de las células con ácido retinoico y FGF en 
ausencia de activina A incrementó todavía más la expresión de Pdx1 (figura 8, panel a). Se trataron las células, 

durante tres días, con activina A, luego se trataron durante cinco días con 1 µM de ácido retinoico y 50 ng/ml de 
bFGF (también conocido como FGF-2) en ausencia de activina A y se mostró un nivel de expresión de Pdx1 que fue 
de, aproximadamente, 3.500 veces superior que la observada en muestras con tratamiento de solo activina A 65 
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durante cinco días (figura 8, panel a). La inmunocitoquímica mostró que de un 5 a un 20% de todas las células 
expresaron Pdx1 (figura 9). 

 
El tratamiento con con 1 µM de ácido retinoico y bFGF, en ausencia de activina A, también causó un incremento en 
la expresión de GLUT-2 y PTF1a (figura 8, panel c) que no se había observado en células tratadas en presencia de 5 
solo activina A. El mayor incremento en la expresión de GLUT-2 y PTF1a se observó en células tratadas con 1 µM 
de ácido retinoico y 50 ng/ml de bFGF. Considerados en su conjunto, estos datos sugieren que se potenció más la 
formación del endodermo pancreático mediante la extracción de la activina A de los cultivos celulares, tras la 
formación del endodermo definitivo.  
 10 
Referencia: ejemplo 4 
 
Formación de las células endocrino pancreáticas 
 

Los cultivos de células madre de embriones humanos se conservaron en condiciones de cultivo indiferenciado 15 
durante 3-4 días, según los métodos descritos en el ejemplo 1. Una vez que las células fueron confluentes en un 

50%-60%, el medio, que contiene 100 ng/ml de activina A, cambió a DMEM/F12 sin FBS y las células se cultivaron 
en este medio durante un día. Tras el primer día de cultivo, se extrajo el medio y se volvió a colocar con el medio 
que contiene 0,5% de FBS con 100 ng/ml de activina A y las células se cultivaron durante un día. Tras el segundo 
día de cultivo, se extrajo el medio y se volvió a colocar con el medio que contiene 2% de FBS con 100 ng/ml de 20 
activina A y las células se cultivaron durante un día. Tras este intervalo de tiempo, las células se trataron durante 
seis días con combinaciones de ácido retinoico y FGF, tal y como se recoge en la referencia 2, luego se extrajo el 
medio de cultivo y se volvió a colocar con el medio que se compone de DMEM/F12 con 2% de FBS y que contiene 
los inhibidores de y-secretasa L-685,458, a 10 µM durante tres días. Se cosecharon los cultivos y se recogieron 
muestras de mRNA para su análisis.También se incluyeron los cultivos de control consistentes en células tratadas 25 
solo con activina A durante cinco días.  
 
Los análisis de expresión génica revelaron que esa activina A, sola o combinada con ácido retinoico y FGFs, no 
indujo la expresión de Ngn3 o insulina (figura 10, paneles a y c). También se observó una reducción en la 

expresión de Hes-1, siguiendo el tratamiento con L- 685,458. La máxima inhibición se observó el tercer día posterior 30 
al tratamiento (figura 10, panel d). Sin embargo, el tratamiento de células con L-685,458 indujo la expresión de 

Ngn3 a , aproximadamente, un nivel 50 veces superior que el observado en las muestras tratadas solo con activina 
A o ácido retinoico combinado con FGFs. Se observó un incremento de 70 veces en la expresión de insulina en las 
muestras tratadas con el inhibidor de y-secretasa. La expresión de NeuroD1 también se incrementó más gracias al 
tratamiento con L- 685,458 (figura 10, panel a). Considerados en su conjunto, estos datos sugieren que la 35 
formación de las células endocrinas se potencia más mediante la extracción del ácido retinoico y FGFs del cultivo 
celular y por la adición de inhibidores de y-secretasa tras la formación del endodermo pancreático.  
 
Referencia: ejemplo 5 
 40 
Formación de las células endocrino pancreáticas que expresan Nkx2,2 

 
Las células del endodermo definitivo se obtuvieron según los métodos que se recogen en la referencia (ejemplo) 2 
donde se trataron como sigue: las células se cultivaron en un medio basal que se compone de DMEM/F12 con 2% 
de FBS más 50 ng/ml de activina A, 50 ng/ml de FGF básico y 1 µM de ácido retinoico durante tres a cinco días. Las 45 
células se cultivaron de forma continuada durante otros tres a cinco días, en un medio basal con solo 1 µM de ácido 
retinoico o con bFGF. Las muestras de RNA se cosecharon a partir de células en varios momentos de este proceso 
para ayudar a evaluar la diferenciación dirigida de las células. Además, el medio de cultivo y los factores se 
extrajeron regularmente y se repusieron a lo largo del protocolo de diferenciación. La adición de activina A mostró un 
incremento de unas 35 veces en la expresión de Nkx2,2, si se compara con las muestras sin activina A. Las 50 
muestras tratadas con activina A durante los tres primeros días de cultivo conservaron la expresión de Pdx1a un 
nivel similar al de las muestras que no contienen activina A (figura 11). Considerados en su conjunto, estos datos 

sugieren que la expresión del marcador endocrino pancreático Nkx2,2 se potencia más mediante la adición de 
activina A en los tres primeros días del tratamiento con ácido retinoico y bFGF.  
 55 
Ejemplo 6 
 
Paso y expansión de las células del endodermo pancreático en cultivo 
 

Este ejemplo demuestra que las células del endodermo pancreático derivadas de células madre de embriones 60 
humanos descritas aquí pueden conservarse en un cultivo celular y pasar sin mayor diferenciación.  Las células del 
endodermo pancreático se diferenciaron en presencia de 100 ng/ml de activina A y en baja concentración de suero 
DMEM/F12. La baja concentración de suero DMEM/F12 contenía 0% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) en  el día 1, 
0,5% (v/v) de FBS en el día 2 y 2% (v/v) de FBS cada día que siguió. Tras cuatro días de diferenciación, las células 
se cultivaron en baja concentración de suero DMEM/F12 que contenía 2% (v/v) de FBS, 1 µM  de ácido retinoico y 65 
50 ng/ml de bFGF durante un total de más de seis días. Tras los seis días de diferenciación, las células se 
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conservaron en cultivo con baja concentración de suero DMEM/F12 y que contenía 2% (v/v) de FBS, en presencia 
de 50 ng/ml de FGF10 y durante un total de seis días. Durante el período de cultivo de seis días, las células del 
endodermo pancreático pasaron dos veces y el tiempo de duplicación de la población celular es de unas 36 a 48 
horas horas durante este sexto día de cultivo. En los días 0, 3 y 6 de cultivo, el Q-PCR se utilizó para medir la 
expresión de los genes marcadores indicativos del endodermo pancreático. La figura 12 muestra que las células 5 
que crecieron en presencia de 50 ng/ml de FGF10 conservaron la expresión del marcador del endodermo  
pancreático Pdx1 durante el período de cultivo del sexto día posterior a su derivación.  
 
Referencia: ejemplo 7 
 10 
Derivación de los hepatocitos a partir de células madre de embriones humanos 
 

Los cultivos de células madre de embriones humanos se conservaron en condiciones de cultivo indiferenciado 
durante 2-3 días, según los métodos descritos en la referencia (ejemplo) 1.  Una vez que las células fueron 
confluentes en un 70-80%, el medio cambió a DMEM/F12 con 2% de FBS que contiene 100 ng/ml de activina A y las 15 
células se cultivaron en presencia de activina A durante siete días. Tras siete días de tratamiento con activina A, las 
células se trataron durante cinco días en las condiciones mostradas en la figura 13. Tras este tiempo, se 

cosecharon las células  y se recogieron muestras de mRNA para su análisis.  
 
Se observó un incremento en la expresión de  la alfa-fetoproteína (AFP) y de la albúmina (figura 13, panel a) para 20 
células cultivadas en ausencia de activina A. Este  incremento fue mayor por el ácido retinoico y  el FGF-4  (figura 
13, panel b). Considerados en su conjunto, estos datos sugieren que los cultivos de células madre de embriones 

humanos son capaces de expresar marcadores de hepatocitos siguiento el tratamiento descrito más arriba. 
Además,las  células madre de embriones humanos son capaces de diferenciarse en el interior de células que 
expresan marcadores que son característicos de los hepatocitos.  25 
 
Referencia: ejemplo 8 
 
Caracterización de la línea H9 de células madre de embriones humanos 

 30 
La calidad de las células H9  se monitorizó a lo largo del tiempo mediante la evaluación de la expresión de varios 
marcadores expresados por células ES (células madre de embriones humanos), Carpenter y otros autores, 2001; 
Reubinoff y otros autores, 2000; Thomson y otros autores, 1998a. Las células H9 manifestaron una expresión 
recíproca de antígenos embrionarios de etapa específica (tabla III). Las células H9 representan una fuerte 

inmunoreactividad para SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-81, AP y antígenos CD9, todos los cuales son 35 
característicos de las células madre indiferenciadas de embriones humanos.  
 
La RT-PCR se realizó para valorar la expresión de los genes característicos de las células madre embrionarias 
como, por ejemplo, Oct3/4, Sox-2, UTF-1, REX-1, Cx43, Cx45, ABCG-2 y TERT que confirman que las células que 
crecieron en este ejemplo parecían similares a las células madre indiferenciadas embrionarias descritas previamente 40 
(tabla III). La expresión de la proteína Oct3/4 y la actividad fosfatasa alcalina (Chemicon) se confirmaron mediante 
inmunotinción. Una mayoría de células de H9 fueron positivas para Oct3/4 y AP (figura 14). Generalmente, estos 

resultados demuestran que las células H9 utilizadas en este ejemplo no eran significativamente diferentes en su 
morfología, inmunotinción de antígenos o expresión del marcador de pluripotencia cuando se compararon con los 
informes de otros laboratorios.  45 
 
Referencia: ejemplo 9 
 
Análisis de clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS) 
 50 
Se extrajeron las células adheridas de la placa de cultivo mediante una incubación de cinco minutos con la solución 
TrypLE™ Express (Invitrogen, California). Las células liberadas se volvieron a suspender en un medio de cultivo de 
células madre de embriones humanos y se recuperaron mediante centrifugación, seguida del lavado y la 
resuspensión de las células en un tampón de tinción consistente en 2% de BSA y 0,05% de ázida sódica en PBS 
(Sigma, Misouri). Según proceda, las células se bloquearon durante 15 minutos con el receptor de Fc utilizando un 55 
0,1% de solución de y-globulina (Sigma). Las alícuotas (aproximadamente 105 células) se incubaron con cualquier 
anticuerpo monoclonal conjugado de ficoeritrina (PE) o aloficocianina (APC) (5µl de anticuerpos por 106 células), tal 
y como se indica en la tabla I o con anticuerpos primarios no conjugados. Los controles incluyeron anticuerpos de 

isotipo combinados apropiados, células no teñidas y células teñidas solo con anticuerpos secundarios no 
conjugados. Todas las incubaciones con anticuerpos se realizaron durante 30 minutos a 4ºC, después de lo cual se 60 
lavaron las células con el tampón de tinción. Las muestras que se tiñeron con anticuerpos primarios no conjugados 
se incubaron durante otros 30 minutos a 4ºC con anticuerpos secundarios conjugados marcados con PE o APC. 
Véase la tabla I con una lista de los anticuerpos secundarios utilizados. Las células lavadas se sedimentaron y se 

volvieron a suspender en el tampón de tinción y se identificaron las moléculas de la superficie celular utilizando para 
ello un instrumento de FACS Aria (BD Biosciences) que recoge, al menos, 10.000 pruebas.  65 
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Referencia: ejemplo 10 
 
Inmunocitoquímica 
 

Las células que se sembraron en platos recubiertos de 0,1% de Matrigel (BD) se fijaron con 4% de 5 
paraformaldehído, durante 20 minutos y a temperatura ambiente. Se bloquearon las células fijadas, durante una hora 
y a temperatura ambiente, con 0,1% de PBS, 10% de BSA, 0,5% de suero normal de pollito Triton-X-100 y luego se 
incubaron durante toda la noche con anticuerpos primarios en suero normal de pollito, con 0,1% de PBS y 10% de 
BSA a 4ºC.En la tabla IB se muestra la lista de los anticuerpos primarios y sus diluciones de trabajo. Tras tres 

lavados en 0,1% de PBS y BSA, los anticuerpos secundarios fluorescentes en una dilución de 1:100 en PBS se 10 
incubaron con células, durante una hora y a temperatura ambiente, para permitir la unión. Las muestras de control 
incluyeron reacciones donde se omitió el anticuerpo primario o se sustituyó por las correspondientes 
inmonoglobulinas combinadas de control negativo en la misma concentración que los anticuerpos primarios. Se 
aclararon las muestras teñidas; se añadió una gota de PROLONG ® (Invitrogen, California),que contiene diamino-2- 
fenilindol, dihidroclórido (DAPI), a cada muestra para la contratinción del núcleo y para su función como reactivo 15 
antifade. Las imágenes se tomaron utilizando para ello una Nikon Confocal Eclipse C-1 con microscopio invertido 
(Nikon, Japón) y con un objetivo de 10-60x.  
 
Referencia: ejemplo 11 
 20 
Análisis de PCR de las células indiferenciadas 

 
Extracción de RNA, purificación y síntesis del ADNc. Las muestras de RNA se purificaron mediante la unión con una 
membrana de gel de sílice (Rneasy Mini Kit, Qiagen, California) en presencia de un etanol que contiene un tampón 
hipersalino, seguido del lavado para extraer contaminantes. Se purificó más el RNA utilizando para ello un kit 25 
TURBO libre de ADN (Ambion, Inc.) y luego, se eluyó en agua un RNA de alta calidad. El rendimiento y la pureza se 
valoraron mediante las lecturas de A260 y A280 en un espectrofotómetro. Los ADN copia (ADNc) se hicieron a partir 
de RNA purificados, utilizando para ello un kit de archivo ABI (ABI, California) de ADNc de alta capacidad. 
  
Amplificación de PCR en tiempo real y análisis cuantitativo. A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos 30 
se adquirieron en Applied Biosystems. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron utilizando para ello el 
sistema de detección secuencial ABI PRISM ®7900. Se utilizó el TAQMAN® UNIVERSAL PCT MASTER MIX ® 
(ABI, California) con 20 ng de transcriptasa inversa de RNA, en un volumen de reacción total de 20 µl. Cada muestra 
de ADNc se ensayó por duplicado para corregir errores de la pipeta. Los iniciadores y las sondas TAQMAN® 
marcadas con FAM se utilizaron en concentraciones de 200 nM. El nivel de expresión de cada gen diana se 35 
normalizó utilizando para ello gliceraldehído humano-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), control endógeno 
previamente desarrollado por Applied Biosystem. Los juegos de iniciadores y sondas se enumeran como sigue: 
Oct3/4 (Hs00742896), Sox-2 (Hs00602736), UTF-1 (Hs00747497), Rex-1 (Hs00399279), Connexin 43 
(Hs00748445), Connexin 45 (Hs00271416), ABCG2 (Hs00184979), Tert (Hs00162669), HNF- 3ß (Hs00232764), 
GATA4 (Hs00171403), Mixl1 (Hs00430824), Sox-7 (Hs00846731), AFP (Hs00173490), Brachyury (Hs00610080), 40 
GSC (Hs00418279_ml), Pdx-1 (Hs00426216), PTF1a (Hs00603586), Ngn3(Hs00360700), NeuroD1 (Hs00159598), 
insulina (Hs00355773) y Glu2 (Hs00165775). Los iniciadores Sox-17 se diseñaron utilizando para ello el programa 
de iniciadores (ABI, California) y donde se encuentran las siguientes secuencias: TGGGGCAGCAGATACCA (ID 
SEC. nº:1), AGCGCCTTCCACGACTTG (ID SEC. nº: 2) y CCAGCATCTTGCTCAACTCGGCG (ID SEC. nº: 3). Tras 
una incubación inicial a 50ºC durante 2 minutos le siguió otra a 95ºC durante 10 minutos, las muestras se sometieron 45 
40 veces a ciclos en dos etapas: una fase de desnaturalización a 95ºC durante 15 segundos, seguida de una fase de 
hibridación-extensión a 60ºC durante 1 minuto. El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando para ello el 
programa de sistema de detección secuencial GENEAMP ®7000. Para cada juego de iniciadores y sondas se 
determinó un valor Ct como número de ciclo al cual la intensidad fluorescente alcanzó un valor específico en mitad 
de la región exponencial de la amplificación. Los niveles de la expresión génica relativa se calcularon utilizando el 50 
método comparativo Ct. Resumiendo, para cada muestra de ADNc, el control endógeno de valor Ct se sustrajo a 
partir del gen de interés Ct  para dar el valor delta Ct (∆Ct). La cantidad normalizada de la diana se calculó como 2

-∆Ct
, 

suponiendo que la amplificación es 100% eficiente. Los datos finales se expresaron en relación a una muestra de 
calibrador.  
 55 
Referencia: ejemplo 12 
 
Análisis de cariotipos 
 

El cariotipo de las células H9 se determinó mediante un análisis estándar de cariotipos con bandeo G. Se evaluaron 60 
un total de 100 metafases extendidas (Laboratorios Applied Genetics, Inc.). En las 100 células analizadas no se 
encontraron aberraciones cromosómicas. El análisis citogenético demostró que las células tenían un número normal 
de autosomas y un número modal de cromosomas de 46. La figura 15 representa un ejemplo típico de cariotipo 
obtenido a partir de la línea celular H9 de células madre de embriones humanos.  
 65 
Referencia: ejemplo 13 
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Cultivo de células madre de embriones humanos en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una 
matriz extracelular 

 
Las líneas H1, H7 y H9 de células madre de embriones humanos se obtuvieron en el Centro de investigación WiCell, 
Inc. (Madison, Wisconsin) y se cultivaron según las instrucciones proporcionadas por el centro de origen. 5 
Resumiendo, las células se cultivaron en células sustentadoras del fibroblasto embrionario de ratón (MEF) en un 
medio celular ES consistente en DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) complementado con un 20 % de sustitución de 
suero por explosión, 100 nM MEM de aminoácidos no esenciales, 0,5 mM beta-mercaptoetanol, 2mM L-glutamina 
con factor de crecimiento de fibroblasto básico humano de 4ng/ml (bFGF). Las células MEF, derivadas de embriones 
de ratón de E13 a 13,5, se adquirieron a Charles River. Las células MEF se expandieron en un medio DMEM 10 
complementado con un 10 % de FBS (Hyclone), 2mM de glutamina y 100 mM MEM aminoácidos no esenciales. Los 
cultivos de células MEF sub-confluentes se trataron con 10 μg/ml de mitomicina C (Sigma, St. Louis, MO) durante 3 
horas para detener la división celular y a continuación se tripsinizaron y prensaron a 2x104/cm2 en placas con 
cobertura de gelatina bovina al 0,1 %. Las células MEF del fragmento dos al cuatro se usaron como capas 
sustentadoras. Las células madre embrionarias humanas prensadas en capas sustentadoras de células MEF se 15 
cultivaron a 37 º C en una atmósfera del 5 % de CO2 en una incubadora humidificada de cultivos de tejidos 
humanos. Cuando se trataron células madre embrionarias humanas confluyentes con 1 mg/ml de colagenasa tipo IV 
(Invitrogen/GIBCO) durante 5-10 min y a continuación se raspó la superficie con cuidado usando una pipeta de vidrio 
de 5 ml. Las células se centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos y el sedimento se volvió a suspender y prensar a 
una proporción de 1:3 a 1:4 de células sobre placas cubiertas con una dilución de 1:30 de MATRIGEL

TM
 (BD 20 

Biosciences) reducido por factor de crecimiento. A continuación, las células se cultivaron en un medio condicionado 
por MEF complementado con 8 ng/ml de bFGF y colagenasa pasada por placas con capa de MATRIGEL por lo 
menos cinco veces. Las células cultivadas en MATRIGEL

TM
 se pasaron rutinariamente con colagenasa IV 

(Invitrogen/GIBCO), Dispase (BD Biosciences) o enzima Liberase (Roche, IN). 
 25 
Referencia: Ejemplo 14 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejidos cubierto 
con matriz extracelular a endodermo definitivo 
 30 
La diferenciación de células madre embrionarias a endodermo definitivo se llevó a cabo como se ha descrito 
anteriormente en Nature Biotechnology 23, 1534-1541 (diciembre de 2005). Brevemente, se expusieron cultivos de 
H9 con una confluencia de 60 a 70% a un medio de DMEM:/F12 complementado con un 0,5 % de FBS y 100 ng/ml 
de activina A durante dos días, y a continuación se trataron con medio DMEM/F12 complementado con un 2 % de 
FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. Las células de H9 se cultivaron en placas recubiertas con 35 
MATRIGEL reducido por factor de crecimiento a una dilución de 1:30 a 1:10 o en MATRIGEL normal a una dilución a 
1:30 a 1:10. Las placas se recubrieron con MATRIGEL durante 1 hora a temperatura ambiente.  
 
El día 5 se analizaron los cultivos por medio de FACS por expresión de CXCR4, E-cadherina, CD9, y N-cadherina y 
en PCR de tiempo real para SOX-17, SOX-7, proteína Alfa-fetal (AFP), CXCR4, Briquiuro (Bry), goosecoide (GSC), 40 
HNF-3 beta y GATA4. AFP y SOX-7 se ven como marcadores endodérmicos viscerales, mientras que GATA4, HNF-
3 beta y SOX-17 representan marcadores endodérmicos definidos y GSC, Bry y CXCR4 representan marcadores de 
línea primitiva. La Figura 17 describe la expresión de CXCR4 por FACS. Ha habido un aumento significativo en la 

expresión de CXCR4 por células cultivadas en placas cubiertas con MATRIGEL a una dilución de 1:10 en 
comparación con concentraciones más bajas de MATRIGEL. Además, el MATRIGEL reducido por factor de 45 
crecimiento no ha sido tan eficaz en la formación de células endodérmicas definitivas en comparación con el 
MATRIGEL normal. 
 
La Figura 18 muestra los resultados de PCR en tiempo real que demuestran que las células cultivadas en placas 

recubiertas con una dilución de 1:10 de MATRIGEL mostraron un aumento significativo de los marcadores 50 
endodérmicos definitivos en comparación con las células cultivadas en una dilución de 1:30 de MATRIGEL. 
 
Referencia: Ejemplo 15 
 
Análisis de micromatriz de los cambios en la expresión genética de las células madre embrionarias tras la 55 
formación de endodermo definitivo 
 

El ARN total se aisló de los siguientes cultivos de células madre embrionarias usando un mini kit RNeasy (Qiagen): 
células H9P83 cultivadas en placas recubiertas con MATRIGEL y expuestas a un medio de DMEM/F12 
complementado con un 0,5 % de FBS y 100 ng/ml de activina A durante dos días seguido de tratamiento con medio 60 
DMEM/F12 suplementado con 2 % FBS y 100 ng/ml Activina A (AA) tres días más; células H0P44 cultivadas en 
MEFs y expuestas a medio DMEM/F12 complementadas con 0,5 % FBS y 100 ng/ml de activina A durante dos días 
seguido de tratamiento con medio DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS y 100 ng/ml de activina A otros tres 
días. Los controles para cada grupo incluyeron células prensadas en placas recubiertas con MATRIGEL y cultivadas 
en un medio condicionado por MEF o células prensadas en MEFs y cultivadas en un medio ES. 65 
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La preparación, hibridización de la muestra y el análisis de la imagen se llevaron a cabo de acuerdo con la matriz 
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0. Tras la normalización y transformación logarítmica, se llevó a cabo el 
análisis de datos usando software OmniViz® (MA) y GENESIFTER (VizXLabs, WA). La variabilidad dentro de cada 
tratamiento y entre los diferentes tratamientos se comparó usando el coeficiente de correlación Pearson. La 
variación en los perfiles de expresión genética entre los diferentes tratamientos junto con el coeficiente de 5 
correlación entre las líneas se muestra en la Figura 19. Se evaluaron diferencias significativas en la expresión 

genética entre las muestras usando el análisis de la variación y un test-F con un valor-P ajustado (corrección de 
Benjamini y Hochberg) de ≤ 0,05. Solo se incluyeron en el análisis genes que figuraron. La Tabla IV muestra los 

genes que se expresan de forma diferencial con una diferencia de por lo menos 5 entre los varios ejemplos. Se 
muestra el valor de intensidad normalizada de los genes que se expresan de forma significativa junto con el valor 10 
estándar del medio (SEM) para cada gen. 
 
Referencia: Ejemplo 16 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejidos cubierto 15 
con MATRIGEL

TM
 a endodermo definitivo 

 

La diferenciación de células madre embrionarias a endodermo definitivo se llevó a cabo como se ha descrito 
previamente en Nature Biotechnology 23, 1534-1541 (diciembre de 2005). Brevemente, las células H9, H7 o H1 
sembradas en cultivos de MATRIGEL

TM
 reducido por factor de crecimiento (dilución 1:30) a una confluencia de 20 

aproximadamente 60 a 70 % se expusieron a un medio de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS y 100 
ng/ml de activina A (R&D Systems, MN)) durante dos días, tras tratamiento con medio de DMEM/F12 
complementado con un 2 % de FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. En todos los ejemplos 
posteriores, a no ser que se indique lo contrario, este régimen de tratamiento se denominará protocolo de 
endodermo definitivo (DE). Paralelamente, células H9, H7 o H1 cultivadas en distribuidores MEF también se 25 
expusieron al mismo protocolo DE indicado anteriormente.  
 
El día 5, los cultivos se analizaron con FACS para expresión de CXCR4, E-cadherina, CD9, CD99 y N-cadherina 
(CD56) y con PCR en tiempo real para SOX-17, SOX-7, proteína Alfa-fetal (AFP), CXCR4, Briquiuro (BRy), 
goosecoide (GSC), HNF-3 beta y GATA4. AFP y SOX-7 se consideran marcadores endodérmicos viscerales, 30 
mientras que GATA4, HNF-3beta y SOX-17 representan marcadores endodérmicos definitivos y GSC, Bry y CXCR4 
representan marcadores de línea primitiva. 
 
Las líneas H cultivadas en distribuidores de ratón y expuestos al protocolo DE tuvieron como resultado una 
expresión robusta de marcadores DE y expresión de CXCR4 por FACS (Figura 20). La Figura 21 muestra un 35 
aumento significativo de los marcadores endodérmicos definitivos en comparación con H7 sin tratar (Figura 21, 
panel a) y células H9 (Figura 21, panel b).  

 
A diferencia de las líneas H cultivadas en distribuidores MEF, las líneas H cultivadas en MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) 

y tratadas con el protocolo endodérmico definitivo no mostraron expresión robusta de marcadores endodérmicos 40 
definitivos. En concreto, la expresión de CXCR4 por FACS y PCR en tiempo real fue considerablemente más baja 
para las células cultivadas en MATRIGEL

TM
 en comparación con las células cultivadas en fibroblastos embrionarios 

de ratón. La expresión de marcadores endodérmicos definitivos sigue a un patrón general de respuesta en el que H1 
es mayor que H9, que es mayor que H7 (Figuras 22 y 23). A partir de la Figura 22, las células H1 mostraron un 

aumento significativo en la expresión de CXCR4 en comparación con las líneas H7 y H9. Nótese que en todos los 45 
casos la expresión de CXCR4 fue menor para células cultivadas en MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) en comparación 

con células cultivadas en fibroblastos embrionarios de ratón. La Figura 23 (paneles a-c) muestra los resultados del 

PCR en tiempo real que muestran que ha habido un incremento modesto del aumento de los marcadores 
endodérmicos definitivos en las líneas de H7 (Figura 23, panel a) y H9 (Figura 23, panel b). De todas formas, la 
línea de H1 (Figura 23, panel c) mostró un aumento más sólido de los marcadores endodérmicos definitivos en 50 
comparación con las líneas H7 y H9. 
 
Referencia: Ejemplo 17 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto con 55 
MATRIGELTM a endodermo definitivo (DE)- papel de los ligandos Wnt 
 

Las células madre embrionarias H7P44 y H9P46 se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (dilución 
1:10) y se expusieron a un medio DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, y 100 ng/ml de activina A (R&D 
Systems, MN) durante dos días, seguido de tratamiento con medio DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS y 60 
100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. En algunos de los cultivos, se añadió 20 ng/ml Wnt-3a (Catálogo# 1324-
WN-002, R&D Systems, MN), 20 ng/ml Wnt-5a (Catálogo# 3008-WN-025, R&D Systems, MN) o 25 ng/ml Wnt-5b 
(Catálogo# 3006-WN-025, R&D Systems, MN) a lo largo del tratamiento de cinco días. La Figura 25 muestra 

imágenes de contraste de las fases del cultivo de endodermo definitivo de H9P46 en presencia de altas 
concentraciones de (a) AA o (b) AA+20 ng/ml Wnt-3a. La Figura 25 muestra la expresión de CXCR4 por FACS el 65 
día 5 para H7P44 y líneas H9P46 cultivadas en MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) y expuestas al protocolo DE + Wnt-3a 
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(Figura 25, paneles b y d) y Wnt-3a (Figura 25, paneles a y c). La presencia de Wnt-3a en cultivos DE tuvo como 

resultado la expresión sólida de CXCR4 (CD184) en comparación con cultivos DE tratados con bajo nivel de suero 
de más alta concentración de AA. La Figura 26 muestra los datos de PCR en tiempo real para los cultivos de a) H7 y 

b) H9 tratados con ligandos de + AA +/- Wnt de bajo suero. Para las dos líneas H, la adición de WNT-3a tuvo como 
resultado un aumento significativo de los marcadores endodérmicos definitivos. En contraste, Wnt 5a, Wnt-5b y Wnt-5 
7a tuvieron un impacto mínimo sobre la expresión de los marcadores endodérmicos definitivos. 
 
Referencia: Ejemplo 18 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejidos con 10 
MATRIGEL

TM
 a endodermo definitivo: dosis eficaz de Wnt-3a 

 

Las células madre embrionarias se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (1:10) y se expusieron a un 
medio de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, 100 ng/ml de Activina A (AA) y 10-50 ng/ml de WNt-3a 
(R&D Systems, MN) durante dos días, seguido de tratamiento con medio de DMEM/F12 complementado con un 2 % 15 
de FBS, 100 ng/ml de activina A (AA) y 10-50 ng/ml de Wnt-3a otros tres días. Los cultivos de control no se trataron 
con Wnt-3a. La Figura 27, panel a muestra la expresión de CXCR4 por FACS el día 5 en ausencia de Wnt-3a, b) 10 

ng/ml Wnt-3a, c) 20 ng/ml Wnt-3a y d) 50 ng/ml Wnt-3a. En ausencia de Wnt-3a, la expresión de CXCR4 fue muy 
baja. En contraste, la adición de 10-50 ng/ml de Wnt-3a incrementó de forma significativa el número de células 
positivas CXCR4. Además, la adición de 10 ng/ml de Wnt-3a fue tan eficaz como la adición de 50 ng/ml de Wnt-3a. 20 
Los resultados de PCR en tiempo real (Figura 28, panel a) también confirman este resultado. 

 
En un estudio independiente, las células H9p52 se prensaron en MATRIGEL

TM
 de factor de crecimiento bajo 1:30. 

Los primeros 2 días del protocolo DE, se usó un rango de dosis de Wnt3a: 10 ng/ml, 5 ng/ml y 1 ng/ml. La Figura 28, 
panel b muestra el análisis por PCR de los marcadores DE tras 5 días de tratamiento. El número de células al final 25 
del experimento se indica en la Figura 28, panel c. Esto indica que las células proliferan cuando se usan dosis más 

altas de Wnt-3a. La extensión de 5 días de tratamiento Wnt3a (5D) tuvo escaso efecto sobre los marcadores DE por 
PCR y no tuvo un aumento significativo de los números celulares (Figura 28, panel c). Estos datos indican que 10 

ng/ml Wnt3a durante dos días es suficiente para obtener una expansión celular óptima y una diferenciación 
endodérmica definitiva. 30 
 
Referencia: Ejemplo 19 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejidos con 
MATRIGEL

TM
 a efecto de endodermo definitivo (DE) de inhibidor GSK-3B 35 

 

Para confirmar que el efecto de Wnt-3a se llevó a cabo por la vía de Wnt, se usó un inhibidor de GSK-3 para activar 
los objetivos inferiores de Wnt, como la catenina beta. Las células madre embrionarias H9P46-48 se cultivaron en 
placas recubiertas con MATRIGEL

TM
 (dilución 1:10) y se expusieron a un medio DMEM/F12 complementado con 0,5 

% de FBS, 100 ng/ml de activina-A (AA) y un inhibidor IX 10-100 nM GSK-3B (Catálogo# 361550, Calbiochem, CA), 40 
durante dos días, seguido de tratamiento con medio de DMEM/F12 complementado con 2 % FBS, 100 ng/ml activina 
A (AA) y 0-1000 nM GSK-3B inhibidor IX (Catálogo# 361550, Calbiochem, CA) otros tres días. Los cultivos de control 
se trataron con una dosis de suero bajo más otra de suero alto de activina A +/- Wnt-3a. La Figura 29, panel a 

muestra la expresión de CXCR4 por FACS el día 5 en ausencia de Wnt-3a o inhibidor de GSK-3B, b) +20 ng/ml Wnt-
3a, c) +1000 nM GSK-3B inhibidor IX, d) +500 nM GSK-3B inhibidor IX, e) +100 nM GSK-3B inhibidor IX, f) +10 nM 45 
GSK-3B inhibidor IX, g) +100 nM GSK-3B inhibidor IX para los días 1-2 y h) +10 nM GSK-3B inhibidor IX los días 1-
2. 
 
En ausencia de Wnt-3a o en un inhibidor 10 nm GSK-3B, la expresión de CXCR4 fue muy baja. En contraste, la 
adición de 20 ng/ml de Wnt-3a o inhibidor de 100-1000 nM GSK-3B aumentó de forma significativa el número de 50 
células positivas CXCR4. Además, la adición de inhibidor de 100 nM GSK-3B los días 1-2 fue tan eficaz como la 
adición de inhibidor 100 nM GSK-3B durante el período de cinco días completo. La Figura 30 muestra la expresión 
genética de los marcadores endodérmicos definitivos para células H9P48 del (panel a) y células H9P46 del (panel 
b). 

 55 
La Figura 16 muestra el esquema de un protocolo de diferenciación en esta invención, mientras que las células 

madre embrionarias se diferencian en el endodermo definitivo en un sistema sin distribuidor.  
 
Referencia: Ejemplo 20 
 60 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto 
con MATRIGEL

TM
 a dosis eficaz de endodermo definitivo (DE)- de Activina A en presencia de inhibidor de 

GSK-3B o Wnt-3A 
 

Las células madre embrionarias H9P49 y H1P46 se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (Dilución 65 
1:10) y se expusieron a un medio DMEM/F12 complementadas con 0,5 % FBS, 10-100 ng/ml de activina A (AA) y 
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100 nM de inhibidor IX GSK-3B (Catálogo# 361550, Calbiochem, CA) o 20 ng/ml de Wnt-3a durante dos días, 
seguido de tratamiento con medio de DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS, 10-100 ng/ml de activina A (AA) 
otros tres días. Los cultivos de control se trataron con suero bajo más 100 ng/ml de activina A. La Figura 31 muestra 

la expresión de CXCR4 por FACS para H9P49 y H1P46 el día 5 con a) 10 ng/ml activina A los cinco días más 20 
ng/ml de Wnt-3A los primeros dos días, b) 100 ng/ml de activina A los cinco días más 20 ng/ml e Wnt-3A los dos 5 
primeros días c) 100 ng/ml de activina A los cinco días más 100 nM de inhibidor IX de GSK-3B los dos primeros días 
d) 10 ng/ml de activina A los cinco días más 100 nM de inhibidor IX de GSK-3B los dos primeros días, e) 100 ng/ml 
de activina A los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3A los dos primeros días, y f) 10 ng/ml de activina A los cinco días 
más 20 ng/ml de Wnt-3A los dos primeros días. La Figura 31 paneles a-d se refiere a las células H9P49 y los 
paneles e-f se refieren a las células H1P46. La Figura 32 muestra la expresión genética de los marcadores 10 
endodérmicos definitivos para cultivos de H9P49 tratados con 10, 50 o 100 ng/ml de activina A más 20 ng/ml de 
Wnt-3a: panel a: expresión de AFP, Bry, CXCRR4, GSC, HNF-3B y POU5F (oct-4) y panel b: SOX-17 y GATA4, 

que no suman. Parece ser un problema con las cifras o podría ser un problema derivado de cortar y pegar. Parece 
que la expresión sólida de los marcadores endodérmicos sólidos puede obtenerse usando 50 ng/ml de AA + 20 
ng/ml de Wnt-3A o inhibidor 100 nM de inhibidor IX de GSK-3B. Las dosis más bajas de activina A provocan la 15 
formación de endodermo extraembrionario. 
 
Referencia: Ejemplo 21 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto con 20 
MATRIGEL

TM
 a combinación (DE)- de endodermo definitivo de Wnt-3a e inhibidor GSK-3B 

 

Las células madre embrionarias H9P53 se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (dilución 1:30) y se 
expusieron a medio de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, 100 ng/ml de activina A (AA) y 100 nM de 
inhibidor IX de GSK-3B (Catálogo# 361550, Calbiochem, CA), +/- 20 ng/ml de Wnt-3a durante dos días seguido de 25 
tratamiento con medio DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS, 10-100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. 
Paralelamente, los cultivos de H9P53 se trataron con 25 ng/ml de PMP-4 (Catálogo# 314-PB-010, R&D Systems, 
MN) +/- 20 ng/ml de Wnt-3A +/- 100 ng/ml de activina A. Los cultivos de control se trataron con suero bajo más 100 
ng/ml de activina A. La Figura 33 muestra la expresión de CXCR4 por FACS el día 5 con a) 100 ng/ml de activina A 

los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3A los dos primeros días y 25 ng/ml de BMP-4 los días 3-5, b) 100 ng/ml de 30 
activina A los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3A los primeros dos días c) 100 ng/ml de activina A los cinco días 
más 100 nM de inhibidor IX de GSK-3B los dos primeros días d) 20 ng/ml de Wnt-3a + 25 ng/ml de BMP-4 los cinco 
días, e) 100 ng/ml de activina A los cinco días más 20 ng/ml de Wnt-3A + 100 nm de inhibidor IX de GSK-3B los dos 
primeros días y f) 100 ng/ml de activina A + 25 ng/ml de BMP-4 los cinco días. La Figura 34 muestra la expresión 

genética de los marcadores endodérmicos definitivos, como viene determinado por PCR en tiempo real para los 35 
cultivos de la línea H1 de células madre embrionarias humanas en el pasaje 46, tratado con 10 o 100 ng/ml de 
activina A más 20 ng/ml de Wnt-3a o 100 NM de inhibidor de GSK-3B: panel (a): expresión de AFP, Bry, CXCR4, 
GSC y POU5F (Oct-4) y panel (b): SOX-17, HNF-3B y GATA4. Los resultados se expresan en forma de aumento a 
respecto de las células no tratadas. La Figura 35 muestra la expresión genética de los marcadores endodérmicos 

definitivos, como determina el PCR en tiempo real para los cultivos de la línea H9 de células madre embrionarias en 40 
el pasaje 49, tratado con 50 o 100 ng/ml de activina A más 10 o 100 nM de inhibidor de GSK-3B: panel (a): 
expresión de AFP, Bry, CXCR4, GSC, HNF-3B y POU5F (Oct-4) y panel (b): SOX-17 y GATA4. Los resultados se 
expresan en forma de aumento a respecto de las células no tratadas. La Figura 36 muestra la expresión genética de 

los marcadores endodérmicos definitivos para el cultivo de H9P53 tratado con combinaciones de activina A, Wnt-3a, 
inhibidor de GSK-3 y BMP-4: a) expresión de AFP, Bry, CXCR4, GSC, HNF-3B y SOX7 y b) SOX-17, HNF-3B y 45 
GATA4. La adición de BMP-4 al protocolo DE parece inducir la formación de marcador mesodérmico BRY y la 
combinación de Wnt-3A e inhibidor GSK-4B no produce un aumento significativo de los marcadores endodérmicos 
definitivos en comparación con la adición de cada agente por sí mismo en presencia de activina A. 
 
Referencia: Ejemplo 22 50 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en MEFs a combinación de endodermo definitivo 
(DE)- de Wnt-3a, Activina A, Wnt-5a, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, IL-4 y SDF-1 en suero bajo 
 

Las células H9P44 se prensaron en 6 placas previamente recubiertas con fibroblastos embrionarios de ratón 55 
tratados con mitomicina (MEF). Las células se cultivaron hasta confluencia de 70 a 80 % en un medio de célula ES 
que consiste en DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) complementado con 20 % de sustitución de suero desactivado, 100 
nM MEM de aminoácidos no esenciales, 0,5 mM de beta-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina (todos a partir de 
Invitrogen/GIBCO) y 8 ng/ml de factor de crecimiento fibroblástico básico humano (bFGF) (R&D Systems).  
 60 
Para la formación de DE, se trataron células en presencia o ausencia de Activina A (100 ng/ml) además de otros 
factores de crecimiento que se detallan a continuación. Se añadieron factores de crecimiento a la concentración en 
aumento de FBS paso a paso de la forma que se indica a continuación: 
Día 0: 0 % FBS en DMEM/F12 
Día 1: 0,5 % FBS en DMEM/F12 65 
Día 2: 2 % FBS en DMEM/F12 
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Día 3: Las células se recogieron para análisis FACS y RT-PCR.  
 
Todos los factores de crecimiento se adquirieron a R&D Systems, MN. A continuación se muestra una descripción y 
concentración detallada de los factores de crecimiento para cada uno de los grupos de tratamiento: 
1. Control – no se ha añadido factor de crecimiento 5 
2. Activina A (100 ng/ml) 
3. Activina A (100 ng/ml) + Wnt-3a (10 ng/ml) + Wnt5a (10 ng/ml) 
4. Activina A (100 ng/ml) + Wnt-3a (10 ng/ml) + Wnt5a (10 ng/ml) + BMP2 (100 ng/ml) 
5. Activina A (100 ng/ml) + BMP-4 (100 ng/ml) 
6. Activina A (100 ng/ml) + BMP-6 (100 ng/ml) 10 
7. Activina A (100 ng/ml) + BMP-7 (100 ng/ml) 
8. Activina A (100 ng/ml) + BMP-4 (100 ng/ml) + BMP-6 (100 ng/ml) + BMP-7 (100 ng/ml) 
9. IL-4 (10 ng/ml) 
10. SDF1a (20 ng/ml) 
11. Activina A (100 ng/ml) + IL-4 (10 ng/ml) + SDF1a (20 ng/ml) 15 
12. BMP2 (100 ng/ml) + BMP-4 (100 ng/ml) + BMP-6 (100 ng/ml) + BMP-7 (100 ng/ml) 
13. Activina A (100 ng/ml) BMP-2 (100 ng/ml) + BMP-4 (100 ng/ml) + BMP-6 (100 ng/ml) + BMP-7 (100 ng/ml) 
14. Activina A (100 ng/ml) + IL-4 (10 ng/ml) 
15. Activina A (100 ng/ml) + SDF1a (20 ng/ml) 
16. Activina A (100 ng/ml) + Wnt-3a (10 ng/ml) + Wnt-5a (10 ng/ml) + Wnt-7a (10 ng/ml) 20 
17. Activina A (100 ng/ml) + IL-4 (10 ng/ml) + SDF1a (20 ng/ml) + BMP-4 (100 ng/ml) 
 
Resultados: 
 

Las células se recogieron el Día 3 del tratamiento con protocolo DE. Para su análisis, se usó una parte alícuota de 25 
células tratadas para la preparación de ARN para RT-PCR y el resto de las células se usó para análisis por FACS. 
La frecuencia (%) de CXCR4 se muestra en la Figura 37. La adición de los sistemas de crecimiento anteriores no 

mejoró la expresión del tratamiento anterior por CXCR4 con 100 ng/ml AA en suero bajo.  
 
Para el análisis por RT-PCR, las células se analizaron para la expresión de un panel seleccionado de marcadores 30 
endodérmicos definitivos. Los resultados que se muestran se calibraron sobre células que crecieron en el medio 
base pero no se trataron con Activina A o cualquier otro de los factores de crecimiento. De acuerdo con los datos 
FACS, la Tabla V muestra que no ha habido un aumento significativo de los marcadores endodérmicos definitivos 

por adición de factores de crecimiento, como Wnt-3A a cultivos tratados con una alta dosis de activina A en suero 
bajo. Contrasta con los ejemplos previos, que muestran un aumento significativo de los marcadores DE para células 35 
ES cultivadas en condiciones sin distribuidor en presencia de activina A, WNT3A y suero bajo. 
 
Referencia: Ejemplo 23 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto con 40 
MATRIGEL

TM
 o fibronectina humana a endodermo definitivo (DE) 

 

Las células H9P55 se cultivaron y diferenciaron en fibronectina humana o factor de crecimiento normal MATRIGEL
TM

 
(BD Biosciences). Se añadió 1 ml de DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) con 1 ug/ml de fibronectina humana (R&D 
Systems, MN) a cada recipiente de cada 6 placas de cultivo de tejido tratado. De forma alternativa, el factor de 45 
crecimiento MATRIGEL

TM
 normal se diluyó 1:10 en DMEM/F12 y se añadió 1 ml de MATRIGEL

TM
 diluido a cada 

recipiente de 6 placas de cultivo de cultivo de tejido tratado. Las células se pasaron con colagenasa. Cuando las 
células alcanzaron el 80 % de confluencia, se trataron de la siguiente manera: 2 días de 0,5 % de FBS con 10 ng/ml 
de Wnt3a (R&D) recombinante de ratón y 100 ng/ml de Activina A (R&D). A continuación, 3 días de 2 % de FBS más 
100 ng/ml de Activina A. La Figura 38, paneles a-b muestran la expresión de CXCR4 por células madre 50 
embrionarias cultivadas en fibronectina y MATRIGEL, respectivamente. Los resultados de PCR en tiempo real 
(Figura 39) confirman que la formación del endodermo definitivo fue equivalente en fibronectina y placas recubiertas 

de MATRIGEL
TM

.  
 
Referencia: Ejemplo 24 55 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en sustrato de cultivo de tejido con 
concentraciones variables de MATRIGEL

TM
 a endodermo definitivo 

 

Los cultivos de H9 a una confluencia de aproximadamente 60 a 70 % se expusieron a un medio de DMEM/F12 60 
complementado con 0,5 % de FBS, 20 ng/ml de Wnt-3a y 100 ng/ml de activina A durante 2 días, seguido de 
tratamiento con medio de DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS, 20 ng/ml de Wnt-3a y 100 ng/ml de activina 
A (AA) otros tres días. Las células H9 se cultivaron en placas recubiertas de MATRIGEL normal en una dilución de 
1:60 a 1:10. Las placas se recubrieron con MATRIGEL durante 1 hora a temperatura ambiente.  
 65 
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Los resultados de PCR a tiempo real se muestran en la Figura 40. El tratamiento de células madre embrionarias con 

suero bajo, Activina A y Wnt3a llevó a la expresión de genes CXCR4, GATA4, Goosecoide, HNF-3beta y SOX-17, 
sugiriendo que las células se diferenciaban al estadio endodérmico definitivo. De todas formas, no parece que el 
recubrimiento de MATRIGEL

TM
 juegue un papel importante en la diferenciación. 

 5 
Referencia: Ejemplo 25 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto con 
matriz extracelular y en consecuencia cultivado en MEFS y diferenciado al papel de endodermo definitivo de 
Wnt-3a 10 
 

Las células de la línea H9 de células madre embrionarias humanas cultivadas en MATRIGEL
TM

 por lo menos cinco 
pasadas se cultivaron en distribuidores MEF en un medio ES. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 60 
al 70 % se expusieron a un medio de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS y 100 ng/ml de activina A 
durante dos días seguido de tratamiento con un medio de DMEM/F12 complementado con un 2 % de FBS y 100 15 
ng/ml de activina A (AA) otros tres días. Los grupos de tratamiento adicionales incluyen Wnt-3a a 20 ng/ml los cinco 
días + 10-100 ng/ml de activina A. 
 
Los días 3 y 5, los cultivos se analizaron en PCR a tiempo real para SOX-17, SOX-7, proteína Alfa-fetal (AFP), 
CXCR4, Briquiuro (Bry), goosecoide (GSC), HNF-3 beta, GATA4, hTERT y Oct4. AFP y SOX-7 se ven como 20 
marcadores endodérmicos viscerales mientras que GATA4, HNF-3beta y SOX-17 representan los marcadores 
endodérmicos definitivos y GSC, Bry y CXCR4 representan marcadores de línea primitiva. hTERT y Oct-4 son 
marcadores para auto renovación y pluripotencia, respectivamente. Los resultados de PCR en tiempo real se 
muestran en la Figura 41, paneles a-d. El análisis por FACS también se llevó a cabo los días 3 y 5. Los niveles de 
expresión de CXCR-4 y CD9 se analizaron e informaron en la Figura 41, panel e.  25 
 
En ausencia de Wnt3a, los niveles de expresión de AFP de las células cultivadas en 100 ng/ml de Activina A son 
similares a los vistos en los controles sin tratar. De todas formas, con la adición de Wnt3a a células cultivadas en 
100 ng/ml de activina A, hay un aumento en la expresión de AFP que se incrementa con el tiempo. Cuando se usa 
una concentración más baja de Activina A, la expresión de AFP es muy alta, independientemente de la presencia de 30 
Wnt3a (Figura 41, panel a). Esto sugiere que es necesaria una alta concentración de Activina A para mantener la 

diferenciación de las células a tejidos extra-embrionarios.  
 
Por análisis FACS, las células positivas CXCR4 tuvieron un rango de 32-42 % de la población de muestras tratadas 
con una alta concentración de Activina A pero no tratadas con Wnt3a en comparación con el 23-33 % de la 35 
población de muestras tratadas con una alta concentración de Activina A y Wnt3a el día 3 (Figura 41, panel e). Para 

el día 5 de tratamiento, el 28-32 % de las células tratadas con una alta concentración de activina A pero no tratadas 
con CXCR4 de expresión de Wnt-3a en comparación con el 43-51 % de las células tratadas con una alta 
concentración de Activina A y Wnt3a (Figura 41, panel f). En las células tratadas con una baja concentración de 

Activina A, ha habido más células positivas CXCR4 en el grupo de tratamiento sin Wnt3a (de 11 a 20 %) en 40 
comparación con el grupo tratado con Wnt-3a (de 3 a 4 %) (Figura 41, panel g). En general, Wnt-3a no parece tener 

un papel significativo en la diferenciación de células madre embrionarias, cultivadas en MEFs, al endodermo 
definitivo. Esto sugiere que la capa de distribuidor probablemente segrega una cantidad suficiente de Wnt-3a o de 
ligando análogo para mejorar la formación de endodermo definitivo inducido por activina A.  
 45 
Referencia: Ejemplo 26 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto 
con matriz extracelular a endodermo definitivo seguido de tratamiento con un inhibidor Wnt DKK-1 
 50 
Para determinar si la adición de Wnt-3a ha provocado el aumento de la diferenciación, se añadió un inhibidor de la 
señalización de Wnt-3 a los cultivos. Se expusieron cultivos de H9 a una confluencia de aproximadamente 60 a 70 % 
a un medio de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, 20 ng/ml de Wnt3a, 100 ng/ml de Dikkopf-1 (Dkk-1) y 
100 ng/ml de activina A durante dos días y a continuación tratamiento con medio DMEM/F12 complementado con 2 
% de FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. Las células H9 se cultivaron en placas recubiertas con 55 
MATRIGEL de factor de crecimiento reducido a una dilución de 1:30. Las placas se recubrieron con MATRIGEL 
durante 1 hora a temperatura ambiente. 
 
El día 5, los cultivos se analizaron con PCR a tiempo real para SOX-17, SOX-7, proteína Alfa-fetal (AFP), CXCR4, 
Briquiuro (Bry), goosecoide (GSC), HNF-3 beta, GATA4, hTERT y Oct4. AFP y SOX-7 se ven como marcadores 60 
endodérmicos viscerales mientras que GATA4, HNF-3beta y SOX-17 representan los marcadores endodérmicos 
definifitivos y GSC, Bry y CXCR4 representa marcadores de línea primitiva. hTERT y Oct-4 son marcadores de auto 
renovación y pluripotencia, respectivamente. Los resultados se muestran en la Figura 42.  
 
En presencia de Wnt3a, las células expresan CXCR4, GATA4, HNF-3beta y SOX17, todos marcadores de 65 
endodermo definitivo. Los marcadores de formación de línea primitiva como goosecoide también se detectaron a 
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niveles más altos que los detectados en controles no tratados. Con la adición de DKK1, el nivel de expresión de los 
marcadores de diferenciación antes mencionados disminuye claramente a niveles similares a los de células no 
tratadas.  
 
Referencia: Ejemplo 27 5 
 
Tintado de inmunofluorescencia de marcadores DE para células madre embrionarias H9 cultivadas en 
sustrato cultivado de tejido recubierto con MATRIGEL y diferenciado en suero bajo más activina-a y +/- Wnt-
3a 
 10 
Los cultivos de las células H9 se tintaron de acuerdo con la Referencia del Ejemplo 10 para SOX-17, HNF-3B, 
GATA-4, N-cadherina y E-cadherina. Todos los núcleos se contra-tintaron con DAPI. 20 ng/mg Wnt-3a tuvo como 
resultado un número notablemente mayor de núcleos tintados positivos para SOX-17, HNF-3beta y GATA-4 en 
comparación con los cultivos diferenciados en ausencia de Wnt-3a. Además, la adición de Wnt-3a tuvo como 
resultado una pérdida significativa de expresión de e-cadherina y una expresión mejorada para N-cadherina (Figura 15 
43, panel a y Figura 43, panel B).  
 
Referencia: Ejemplo 28 
 
Análisis por micromatriz de cambios en la expresión genética en las células madre embrionarias seguido de 20 
formación de endodermo definitivo sobre MEFS vs MATRIGEL

TM 

 

El ARN total se aisló de los siguientes cultivos de células madre embrionarias usando un mini kit RNeasy (Qiagen): 
A) células H9P33 cultivadas en placas recubiertas con MATRIGEL

TM
 (dilución de 1:30) y expuestas a un medio 

DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS y 100 ng/ml de activina A durante dos días, seguido de tratamiento 25 
con medio de DMEM/F12 complementado con un 2 % de FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días; B) 
células H9P44 cultivadas en MEFs y expuestas a un medio DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS y 100 
ng/ml de Activina A durante dos días, seguido de tratamiento con un medio de DMEM/F12 complementado con un 2 
% de FBS y 100 ng/ml de Activina A otros tres días, y C) células H9P48 cultivadas en placas recubiertas con 
MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) y expuestas a un medio de DMEM/F12 complementado con un 0,5 % de FBS y 100 30 

ng/ml de activina A más 20 ng/ml de Wnt-3A durante dos días, seguido de tratamiento con un medio de DMEM/F12 
complementado con un 2 % e FBS y 100 ng/ml de Activina A (AA) otros tres días. Los controles para cada grupo 
incluyeron células prensadas en placas recubiertas con MATRIGEL y cultivadas en un medio condicionado por MEF 
o células prensadas en MEFs y cultivadas en un medio de ES. Todos los grupos contenían tres réplicas biológicas y 
cada réplica biológica se repitió en dos chips de genes separados.  35 
 
La preparación e hibridación de las muestras y el análisis de las imágenes se llevó a cabo de acuerdo con la matriz 
del Genoma Humano Affymetrix U133 Plus 2.0. Tras la normalización y transformación logarítmica, se llevó a cabo el 
análisis de los datos usando software OmniViz® y GENESIFTER (VizXLabs, WA). Se evaluaron diferencias 
significativas en la expresión genética entre las muestras usando un análisis de la variación y un test F con valor P 40 
ajustado (corrección de Benjamini y Hochberg) de ≤ 0,05. Solo se incluyeron en el análisis genes presentes en por lo 
menos un grupo. La Tabla VI relaciona la intensidad de la señal normalizada transformada logarítmicamente de los 

genes que muestran por lo menos una diferencia de 5 entre el grupo A, grupo B y grupo C junto con el valor P 
ajustado para cada gen. 
 45 
Referencia: Ejemplo 29 
 
Diferenciación de línea ES cultivada en sustrato de cultivo de tejido SA002 recubierta con MATRIGEL

TM
 a 

endodermo definitivo 
 50 
Las células SA002 (Cellartis, Suecia) cultivadas previamente por lo menos tres pasadas en placas recubiertas con 
MATRIGEL (dilución 1:30) en MEF-CM complementadas con 8 ng/ml de bFGF se expusieron a un medio de 
DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS y 100 ng/ml de activina A (R&D Systems, MN) +/- 20 ng/ml de Wnt-
3a o 100 nm GSK-3B inhibidor IX durante dos días, seguido de tratamiento con medio DMEM/F12 complementado 
con un 2 % de FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. Los resultados de PCR en tiempo real se 55 
muestran en la Figura 44, paneles a & b. Similar a las líneas H1, H7 y H9, la línea SA002 también necesitó de la 
adición de Wnt-3A para la expresión sólida de marcadores DE. La expresión de CXCR4 se muestra en la Figura 45: 

a) tratamiento de AA b) AA + Wnt-3a c) AA + inhibidor GSK-3B. 
 
Referencia: Ejemplo 30 60 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto 
con suero humano a endodermo definitivo (DE) 
 

Los cultivos de la línea de células madre embrionarias humanas H1 en el pasaje 55 se cultivaron y diferenciaron en 65 
placas recubiertas de suero humano (Sigma, #H1388, MO). Se añadió 0,5 ml de suero humano a cada recipiente de 
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las 6 placas tratadas con cultivo de tejido, se incubó a 1 hora a temperatura ambiente y se aspiró antes de añadir 
células madre embrionarias humanas. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80 %, se trataron de la 
siguiente manera: 2 días 0,5 % de FBS con 10 nl/ml de Wnt3a (R&D) recombinante de ratón o 100 nM de inhibidor 
IX de GSK-3B (Catálogo # 361550, Calbiochem, CA) y 100 ng/l de Activina A (R&D). A continuación, 3 días de 2 % 
de FBS más 100 ng/ml de Activina A. Los cultivos se analizaron por PCR en tiempo real (Figura 46, paneles a & b). 5 
La expresión sólida de los marcadores de endodermo definitivo se anotaron para células tratadas con Activina A + 
inhibidor GSK-3B o Wnt-3A en comparación con células tratadas solo con activina A. Estas conclusiones son 
paralelas a las nuestras para células madre embrionarias humanas cultivadas en MATRIGELTM o placas recubiertas 
de fibronectina humana.  
 10 
Referencia: Ejemplo 31 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto 
con MATRIGELTM a endodermo definitivo (DE) – Evaluación de varios inhibidores de GSK-3B 
 15 
La eficacia de varios inhibidores GSK-3B disponibles comercialmente se estudió en formación de DE a partir de 
células madre embrionarias humanas. Los siguientes inhibidores GSK-3B se evaluaron a 100 nM: inhibidor VIII de 
GSK-3B (Catálogo # 361549, Calbiochem, CA), GSK-3B inhibidor IX (Catálogo # 361550, Calbiochem, CA), inhibidor 
IX de GSK-3B (Catálogo# 361553, Calbiochem, CA), inhibidor XII GSK-3B (Catálogo# 361554, Calbiochem, CA). 
Las células H1P54 se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) y se expusieron a un medio 20 

de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, 100 ng/ml de activina A (AA) + /- varios inhibidores de GSK-3B 
durante dos días y a continuación tratamiento con medio de DMEM/F12 complementado con un 2 % de FBS, 100 
ng/ml de activina A (AA) otros tres días. Los cultivos de control se trataron con suero bajo más una alta dosis de AA. 
La Figura 47, paneles a y b muestra la expresión genética de los marcadores endodérmicos definitivos el día 5. Los 

inhibidores IX y XI de GSK-3B fueron eficaces en la inducción de formación DE en comparación con inhibidores VIII 25 
y XII GSK-3B. 
 
Referencia: Ejemplo 32 
 
Formación de endodermo pancreático por células madre embrionarias humanas cultivadas en condiciones 30 
libres de distribuidor: evaluación de análogos de ácido retinoico 
 

Las células madre embrionarias se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (dilución 1:30) y expuestas a 
un medio de DMEM/F12 complementadas con 0,5 FBS, 20 ng/ml Wnt-3a (Catálogo# 1324-WN-002, R&D Systems, 
MN) y 100 ng/ml de activina A (R&D Systems, MN) durante dos días, seguido de tratamiento con medio de 35 
DMEM/F12 complementado con 2 % de FBS y 100 ng/ml de activina A (AA) otros tres días. El día 5, se recogieron 
las células para su evaluación por FACS y PCR en tiempo real. Como se ha indicado en ejemplos anteriores, este 
protocolo tuvo como resultado un aumento sólido de los marcadores endodérmicos definitivos, como CXCR4 y SOX-
17. Las células endodérmicas definitivas resultantes el día 5 se expusieron a las siguientes situaciones para inducir 
la formación de endodermo pancreático: cultivo en medio de DMEM/F12 complementado con un 2 % de FBS y 1 μM 40 
de ácido holo-trans-retinoico (RA) (Catálogo# R2625, Sigma, MO) o 0,1-10 μM AM-580 (4-[(5,6,7,8-Tetrahidro-
5,5,8,8-tetrametilo-2-naftalenilo)carboxamido]ácido benzoico, Catálogo#A8843, Sigma, MO), o 0,1-1 μM TTNPB (4-
[(E)-2-(5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametilo-2-naftalenilo)-1-propenilo]ácido benzoico ácido Arotinoide, 
Catálogo#T3757, Sigmam, MO) durante 3 días. AM-580 y TTNPB son análogos de ácido retinoico con afinidad para 
receptores de ácido retinoico. Tras el tratamiento por RA, siguió tres días más de tratamiento en medio de 45 
DMEM/F12 complementado con un 2 % de FBS y 20-50 ng/ml bFGF (Catálogo#F0291, Sigma, MO). Los cultivos se 
recogieron y se obtuvieron muestras de mRNA para su análisis. 
 
El análisis de la expresión genética reveló que (Figura 48, paneles a-d) la adición de 1 μM RA seguida de exposición 
a bFGF aumenta de forma significativa los marcadores endodérmicos pancreáticos, como PDX-1. Además, este 50 
protocolo tuvo como resultado la expresión robusta de marcadores del intestino delgado anterior, como CDX-2 y 
AFP. A una concentración de 1 μM, la adición de análogos de RA tuvo como resultado marcadores equivalentes 
para endodermo pancreático e intestino anterior. De todas formas, la adición de análogos de 1 μM RA tuvo como 
resultado una expresión de AFP más sólida en comparación con el ácido holo-trans-retinoico. De todas formas, la 
adición de 10 μM AM-580 suprimió la expresión de AFP y CDX-2 al mismo tiempo que mantuvo una alta expresión 55 
de PDX-1. 
 
Referencia: Ejemplo 34 
 
El efecto del tratamiento de Wnt-3a sobre la expresión de la citoquina en las células madre embrionarias 60 
humanas 
 

El efecto que tiene el tratamiento de Wnt-3a sobre la expresión de la citoquina se analizó usando una matriz 
proteica. Se cultivaron células de la línea H9 de células madre embrionarias humanas de acuerdo con los métodos 
descritos en la Referencia: Ejemplo 15. En el pasaje 54, las células se diferenciaron en presencia de 100 ng/ml de 65 
Activina A +/- 10 ng/mlWnt3a durante 2 días en 0,5 % FBS DMEM/F12. Posteriormente, las células se cultivaron tres 
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días más en 100 ng/ml de Activina A y 2 % de FBS DMEM/F12. Al final del día 5, la expresión de CXCR4 se 
determinó por FACS para cada uno de los grupos de tratamiento. Las células tratadas con Activina A solo tuvieron 
un 1 % de células que expresasen CXCR4. Las células tratadas con Activina A y Wnt3 tuvieron un 73 % de células 
positivas para expresión de CXCR4.  
 5 
Los lisados celulares se prepararon a partir de células de cada uno de los grupos de tratamiento con un kit de lisado 
celular de mamíferos (Sigma-Aldrich, MO). Los medios condicionados para cada grupo de tratamiento se recogieron 
y concentraron. El análisis de matriz de citoquina se completó usando paneles de Matriz de Citoquina 
proporcionados por RayBiotech, GA (http://www.raybiotech.com/). La Tabla VII relaciona citoquina, factor de 

crecimiento y la expresión de receptores que sigue a la normalización de los datos y la sustracción del fondo. Para 10 
cada uno de los paneles, también se incluyen controles positivo y negativo. Los datos son dos muestras 
independientes para cada grupo de tratamiento celular (1,2). 
 
En los medios condicionados de células tratadas Wnt3 se percibe un claro aumento de Antiogenina, IGFBP-1 y EGF. 
Numerosas proteínas aumentan en los lisados de células tratadas Wnt3a incluidos IGFBP-1, TGFbeta-1 y TGFbeta-15 
3. Estas proteínas aumentadas pueden volver a añadirse a los medios de diferenciación para sustituir o mejorar los 
efectos de Wnt3a sobre la formación de endodermo definitivo. 
 
Referencia: Ejemplo 35 
 20 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido recubierto 
con MATRIGEL

TM
 a endodermo definitivo: papel del Wntl1 

 

Las células H1P55 se cultivaron en placas recubiertas con MATRIGEL
TM

 (dilución 1:30) y se expusieron a un medio 
de DMEM/F12 complementado con 0,5 % de FBS, y 100 ng/ml de activina A +/- 10-20 ng/ml de WNT-1 (PeproTech, 25 
NJ, Catálogo#120-17) durante dos días seguido de tratamiento con un medio de DMEM/F12 complementado con un 
2 % de FBS, 100 ng/ml de activina A (AA) y +/- de 10 o 20 ng/ml de WNT-1 otros tres días. Se experimentaron las 
siguientes combinaciones de WNT1 + AA: 
 
a) 20 ng/ml de WNT1 + 100 ng/ml AA en 0,5 % de FBS + DM-F12 los días 1-2, seguido de 2 % de FBS + DM-F12 + 30 
100 ng/ml AA el día tres, b) 20 ng/ml de WNT + 100 ng/ml AA en 0,5 % de FBS + DM-F12 los días 1-2 seguido de 2 
% de FBS + DM-F12 + 100 ng/ml AA los días 3-5, c) 10 ng/ml de WNT1 + 100 ng/ml AA en 9,5 % de FBS + DM-F12 
los días 1-2 seguido de 2 % de FBS + DM-F12 + 100 ng/ml AA el día tres, d) 10 ng/ml de WNT1 + 100 ng/ml AA en 
0,5 % de FBS + DM-F12 los días 1-2 seguido de un 2 % de FBS + DM-F12 + 100 ng/ml AA los días 3-5, e) 20 ng/ml 
de WNT1 + 100 ng/ml AA en 9,5 % de FBS + DM-F12 los días 1-2 seguido de un 2 % de FBS + DM-F12 + 100 ng/ml 35 
AA + 20 ng/ml de WNT1 el día tres, f) 20 ng/ml de WNT1 + 100 ng/ml AA en 9,5 % FBS + DM-F12 los días 1-2 
seguido de un 2 % de FBS +DM-F12 + 100 ng/ml AA + 20 ng/ml de WNT1 los días 3-5. La Figura 40, paneles a y b 

muestra los datos de PCR a tiempo real para marcadores endodérmicos definitivos siguiendo el tratamiento de las 
células H1 con suero bajo, AA y Wnt-1. La adición de 20 ng/ml de Wnt1 en presencia de 100 ng/ml de AA tuvo como 
resultado un aumento significativo de marcadores endodérmicos definitivos (Bry, CXCR4, GSC, SOX17, HNF-3B y 40 
GATA-4). 
 
Referencia: Ejemplo 36 
 
Diferenciación de células madre embrionarias humanas cultivadas en sustrato de cultivo de tejido a 45 
endodermo definitivo en medios definidos 
 

Las células madre embrionarias H1 cultivadas en condiciones hipóxicas (aproximadamente un 3 % de 02) y 
prensadas en placas recubiertas de MATRIGEL

TM
 (dilución 1:30) se cultivaron en un medio condicionado por MEF a 

aproximadamente una confluencia entre el 60 y el 70 % y a continuación se expusieron a un medio de DMEM/F12 50 
complementado con un 0,5 % FBS, 20 ng/ml de WNT-3a (Catálogo# 1324-WN-002, R&D Systems, MN) y 100 ng/ml 
de Activina-A (R&D Systems, MN) durante dos días, seguido de tratamiento con un medio DMEM/F12 
complementado con un 2 % de FBS y 100 ng/ml de Activina-A (AA) 3 o 4 días más. Paralelamente, las células H1 
cultivadas en MATRIGEL se expusieron a DMEM-F12 o DMEM-LG complementado con 0,5-1 % B27 (Invitrogen, 
Ca) + 20 ng/ml WNT-3a + 100 ng/ml de Activina-A +/- inhibidor IX GSK-3B (Catálogo# 361550, Calbiochem, CA) 55 
durante 4-5 días. En algunas culturas, se usó un suplemento 1%N2 (Invitrogen, Ca) en lugar de un 1 % de B27. 
 
Además, las líneas celulares aisladas de la línea H9 ES parental denominadas células "EXPRES" (Células 
expansibles de línea pre-primitiva) también se expusieron a la misma formulación de medio descrita antes para 
inducir la formación de endodermo definitivo (DE). Las propiedades de las células EXPRES se han descrito 60 
previamente en la solicitud de los EE. UU. 60/913.475. Finalmente, las células de la línea BGO1V obtenida a partir 
de Invitrogen y cultivada en placas recubiertas de MATRIGEL en un medio condicionado por MEF + 8 ng/ml bFGF, 
se expusieron a los medios de diferenciación antes mencionados para inducir la formación de DE. La Figura 50 

muestra la expresión de CXCR4 y CD4 por medio de FACS el día 4-5 para líneas celulares EXPRES01, BGO1V y 
H1 P50 expuestas a medios de diferenciación definida o medios de diferenciación basados en suero bajo. Para 65 
todas las líneas testadas, la expresión de CXCR4 fue equivalente cuando se usó el medio definido basado en 
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suplemento 1 % B27 en oposición a medio basado en FBS. Además, el suplemento de 1 % N2 no pudo inducir la 
formación de DE, probablemente debido a una alta concentración de insulina (8,6 μM) en el suplemento N2. La 
Figura 51 muestra los datos de PCR a tiempo real para cultivos EXPRES01, BGO1V y H1 tratados con suero bajo o 

medio definido + AA + WNT3A los días 4-5. Este protocolo tuvo como resultado un aumento significativo de los 
marcadores DE. La Figura 52 muestra imágenes de inmunofluorescencia de células EXPRES 01 P49 diferenciadas 5 
en DE usando un 1 % de b27 + DM-F12 + Activina-A + WNT3A + inhibidor de GSK03B durante cinco días. La 
mayoría de las células tintan positivo para GATA-4, SOX-17 y HNF-3B y una minoría de células tintan en positivo 
para OCT-4, SOX-2 y Nanog. 
 
Referencia: Ejemplo 37 10 
 
Diferenciación de células madre embrionarias cultivadas en MEFs a endodermo definitivo en medio definido 
 

Las células H1 se prensaron en 6 placas previamente cultivadas con fibroblastos embrionarios de ratón tratado con 
mitomicina (MEF). Se hizo crecer las células hasta una confluencia del 70 al 80 % en medio de célula ES consistente 15 
en DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) complementado con un 20 % de sustitución de suero desactivado, 100 nM MEM 
de aminoácidos no esenciales, 0,5 mM beta-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina (todo de Invitrogen/GIBCO) y 8 
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblasto básico humano (bFGF) (R&D Systems). 
 
Para la formación de DE, las células se trataron en presencia o ausencia de Activina-A (100 ng/ml), además de otros 20 
factores de crecimiento que se detallan más adelante. Los factores de crecimiento se añadieron para aumentar la 
concentración de FBS paso a paso como se indica en el siguiente patrón de tratamiento: 
Día 0: 0 % FBS o 1 % de B27 en DMEM-LG o RPMI 
Día 1: 0,5 % FBS o 1 % de B27 en DMEM/F12 o RPMI 
Día 2-5: 2 % de FBS o 1 % B27 en DMEM/F12 o RPMI 25 
 
De forma alternativa, las células se trataron en un medio HESGro (Chemicon, Ca) + 100 nM LY-Compuesto (EMD, 
CA) + 100 ng/ml de AA los días 1-5. 
 
Las células se recogieron para análisis de FACS y RT-PCR los días 1-5. Todos los factores de crecimiento se 30 
adquirieron a R&D Sistemas, MN. La Figura 53 muestra los datos de PCR en tiempo real para células H1 expuestas 

a bajo suero + Activina-A o medio definido + Activina-A los días 1-5. El cambio en los niveles de expresión se 
normaliza a los niveles del día 1. 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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TABLA IA: LISTA DE ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS PARA FACS Y ANÁLISIS DE INMUNO-
TINTADO 

 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
TABLA IB: LISTA DE ANTICUERPOS CONJUGADOS SECUNDARIOS UTILIZADOS PARA FACS Y ANÁLISIS 
DE INMUNO-TINTADO 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
TABLA IIA: CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNA EN CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS 
EN EL TIEMPO, TRAS TRATAMIENTO DE ACTIVINA A 

 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
TABLA IIB: CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN PROTEICA EN CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS EN 
EL TIEMPO, TRAS TRATAMIENTO POR ACTIVINA A 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
TABLA IIC: CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN PROTEICA EN CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS EN 
EL TIEMPO, TRAS TRATAMIENTO POR ACTIVINA A 

 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Anticuerpo Proveedor Isotipo Clon 

SSEA-1 Chemicon (CA) Ratón IgM MC-480 

SSEA-3 Chemicon (CA) Ratón IgG3 MC-631 

SSEA-4 Chemicon (CA) IgM de Rata MC-813-70 

TRA 1-60 Chemicon (CA) IgM de Ratón TRA 1-60 

TRA 1-81 Chemicon (CA) IgM de Ratón TRA 1-81 

TRA 1-85 Chemicon (CA) IgG1 de ratón TRA 1-85 

AP R&D Systems IgG1 de ratón B4-78 

HNF3β R&D Systems IgG de cabra  

PDX1 
Santa Cruz 
Biotechnology, INC 

IgG de cabra A-17 

GATA4 R&D Systems IgG de cabra  

Sox 17 R&D Systems IgG de cabra  

CD9 BD IgG1 de ratón M-L 13 

 

Anticuerpo conjugado secundario Proveedor Dilución 

Cabra anti-ratón IgG 
Conjugado de APC 

Jackson ImmunoResearch (PA) 1:200 

Cabra anti-ratón IgG 
Conjugado de PE 

Jackson ImmunoResearch (PA)  1:200 

Mono anti-conejo conjugado de PE o -APC Jackson ImmunoResearch (PA) 1:200 

Mono anti-cabra conjugado de PE o -APC Jackson ImmunoResearch (PA) 1:200 

Cabra anti-ratón PE IgM SouthernBiotech (AL) 1:200 

Cabra anti-rata IgM PE SouthernBiotech (AL) 1:200 

Cabra anti-ratón IgG3 PE SouthernBiotech (AL) 1:200 

 

 DÍA 0 DÍA 2 DÍA 5 DÍA 8 

SSEA-3 98,67 % 92,14 % 42,9 % 22,05 % 

CD9 92,64 % 29,42 % 7,27 % 4,1 % 

ECAM 61,23 % 20,87 % 14,17 % 1,02 % 

NCAM 7,33 % 5,04 % 21,1 % 8,86 % 

CXCR4 8,53 % 20,2 % 55,26 % 56,92 % 

 

 Día 1 Día 3 Día 5 

 No tratada AA 100 
ng/ml 

No tratada AA 100 
ng/ml 

No tratada AA 100 
ng/ml 

CXCR4+ 13 % 6 % 7,6 % 38 % 3 % 65,5 % 

CXCR4+  
C-Kit+ 

5,32 % 2,97 % 2,9 % 31,56 % 3 % 55,21 % 

CXCR4+ 
EPCAM+ 

11,5 % 14,58 % 5,26 % 36,67 % 3 % 54,5 % 

CXCR4+ 
CD9+ 

12,27 % 8,13 % 2,72 % 24,11 % 3 % 2,1 % 

 

 Tramiento de 5 días con AA 

CXCR4+ 92,78 % 

CXCR4+C-kit+ 92,90 % 

CXCR4+/EPCAM 87,99 % 

CXCR4+/CD99 88,78 % 

CXCR4+/CD9 7,03 % 
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TABLA III: PERFIL DE EXPRESIÓN DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIA PARA CÉLULAS MADRE 
EMBRIONARIAS USADAS EN LA PRESENTE INVENCIÓN 

 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Marcador H9 

 FACS RT-PCR Tintado 

OCT3/4  + + 

SOX-2  +  

UTF-1  +  

REX-1  +  

HTERT  +  

Cx 43  +  

Cx 45  +  

ABCG-2  +  

SSEA-1 ± (36,35 %)   

SSEA-3 + (94,38 %)  + 

SSEA-4 + (98,77 %)  + 

TRA-1-81 + (85,85 %)  + 

TRA-1-60 + (78,14 %)  + 

TRA-1-85 + (95,96 %)   

CD9 + (92,02 %)   

AP + (99 %)  + 
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TABLA IV: EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES ENTRE CÉLULAS 
MADRE EMBRIONARIAS INDIFERENCIADAS Y CÉLULAS DE 
ESTÁGIO ENDODERMICAS  DEFINITIVAS CULTIVADAS EN 

MATRIGELTM O FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE RATÓN 
DESPUES DE 5 DÍAS DE TRATAMIENTO 

 

Identificador 
de gen 

Título 
del 
Gen 

ID de 
Gen 

H9P83 
en 
Madrigel 

SEM Fase 
H9P83 
en 
Madrigel 
DE  

SEM H9P44 
en 
MEFs 

SEM Fase 
H9P44 
en 
Madrigel 
DE 

SEM 
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TABLA V: EXPRESIÓN RELATIVA DE MARCADORES ENDODÉRMICOS DEFINITIVOS PARA LAS 
CONDICIONES MARCADAS EN EJEMPLO 10. TODOS LOS VALORES FUERAN NORMALIZADOS PARA EL 
GRUPO 1 (CONTROL) 

 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
TABLA VI: VALORES MÉDIOS NORMALIZADOS  DE INTENSIDAD (EN FOMATO LOG) DE GENES PARA 
CÉLULAS MADRES EMBRIONÁRIAS H9 DERIVADAS DE CÉLULAS MADRE ENDODÉRMICAS DEFINITIVAS 
CULTIVADAS EN MADRIGEL

TM
 O MEFS +/- WNT-3A.  30 
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 Sox17 CXCR4 Goosecoid HNF-3B SOX-2 Oct-4 

Grupo 1 – 
control 

1 1 1 1 1 1 

Grupo 2 45 19.5 2.8 0.64 0.91 1.1 

Grupo 3 45 30 2.9 0.74 0.70 0.76 

Grupo 4 8 14 2.7 1.11 0.18 0.36 

Grupo 5 23 16 3.1 1.76 0.16 0.41 

Grupo 6 41 5.8 3.0 1.87 0.61 0.57 

Grupo 7 25 19.5 2.7 0.62 0.34 0.48 

Grupo 8 6 15.9 2.9 2.0 0.13 0.43 

Grupo 9 1 1.4 0.9 0.89 1.2 0.85 

Grupo 10 22 1.5 1.4 1.20 1.36 0.68 

Grupo 11 54 23 2.5 0.71 0.66 0.65 

Grupo 12  68 0.7 0.9 1.51 0.02 0.30 

Grupo 13 13.9 12.7 3.0 2.1 0.11 0.30 

Grupo 14 52.6 20.6 2.9 0.82 0.69 0.70 

Grupo 15 68 27.7 2.9 0.68 0.68 0.85 

Grupo 16 13.9 21 2.4 0.79 0.46 0.72 

Grupo 17 52 14.9 3.5 2.12 0.22 0.44 
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TABLA VII: EL EFECTO DEL TRATAMIENTO WNT-3A EN LA EXPRESIÓN DE CITOQUINA EN POBLACIONES 
DE CÉLULAS MADRE DEL SISTEMA EMBRIONARIO LINEA H9. 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Un método para diferenciar células madre pluripotentes en células que expresan marcadores característicos del 
linaje endocrino pancreático, que incluye los siguientes pasos: 
a. cultivo de las células madre pluripotentes, 5 
b. diferenciación de las células madre pluripotentes en células que expresan marcadores característicos del linaje 
endodérmico definitivo, cultivando las células madre pluripotentes en un medio definido químicamente que 
comprende un medio complementado con B27 y que trata las células pluripotentes con activina A, 
c. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo a células 
que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático, tratando las células que expresan 10 
marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo con por lo menos un factor del crecimiento fibroblástico, 
o con ácido retinoico y por lo menos un factor de crecimiento fibroblástico y  
d. diferenciación de las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático a 
células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático, tratando las células que expresan 
marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático con un inhibidor de la secretasa gamma.  15 
 
2. El método de la reivindicación 1, cuando las células madre pluripotentes se cultivan en un medio definido 
químicamente que comprende DMEM-F12 complementado con B27 y activina A. 
 
3. El método de la reivindicación 1, cuando el paso (b) también incluye el prensado de las células madre 20 
pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz extracelular.  
 
4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde B27 se usa a una concentración de aproximadamente 
1 %. 
 25 
5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde B27 se usa a una concentración de aproximadamente 
1 %. 
 
6. El método de la reivindicación 1, donde el paso de la diferenciación de las células madre pluripotentes a células 
que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se consigue por un método que 30 
comprende los pasos: 
a. prensado de las células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular, 
b. cultivo de las células madre pluripotentes con activina A y un ligando de Wnt en un primer medio de cultivo 
complementado con B27 y  35 
c. cultivo de las células madre pluripotentes con activina A en un segundo medio de cultivo complementado con B27. 
 
7. El método de la reivindicación 1, donde el paso de diferenciación de las células madre pluripotentes en células 
que expresan marcadores característicos del linaje de endodermo definitivo se consigue por un método que también 
incluye el prensado de las células madre pluripotentes en una capa de distribuidor fibroblástico. 40 
 
8. El método de la reivindicación 7, donde las células madre pluripotentes se cultivan en un medio definido 
químicamente que comprende DMEM-F12 complementada con B27, un ligando de Wnt y activina A. 
 
9. El método de la reivindicación 7, donde las células madre pluripotentes se cultivan en un medio definido 45 
químicamente que comprende DMEM-LG complementado con B27, un ligando Wnt y activina A. 
 
10. Un método para diferenciar células madre pluripotentes a células que expresan marcadores característicos del 
linaje endodérmico pancreático, que comprende los siguientes pasos: 
a. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio definido químicamente que comprende un medio 50 
complementado con B27, 
b. diferenciación de las células madre pluripotentes en células que expresan marcadores característicos del linaje 
endodérmico definitivo, tratando las células pluripotentes con activina A y 
c. diferenciación de las células que expresan los marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo a 
células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático, tratando las células que 55 
expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo con por lo menos un factor de crecimiento 
fibroblástico, o con ácido retinoico y por lo menos un factor de crecimiento fibroblástico. 
 
11. Un método para diferenciar células madre pluripotentes a células que expresan marcadores que son 
característicos del linaje endodérmico definitivo, que comprende los siguientes pasos: 60 
a. prensado de las células madre pluripotentes en un sustrato de cultivo de tejido recubierto con una matriz 
extracelular y 
b. cultivo de las células madre pluripotentes en un medio definido químicamente que incluya un medio 
complementado con B27 y tratamiento de las células pluripotentes con activina A. 
 65 
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12. El método de la reivindicación 11, donde las células madre pluripotentes se cultiven en un medio definido 
químicamente que comprenda DMEM-F12 complementado con B27, un ligando Wnt y activina A. 
 
13. El método de la reivindicación 11, donde las células madre pluripotentes se cultiven en un medio definido 
químicamente que comprenda DMEM-LG complementado con B27, un ligando Wnt y activina A. 5 
 
14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el B27 se use a una concentración de 
aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 1 %. 
 
15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde el B27 se use a una concentración de 10 
aproximadamente 1 %. 
 
16. El método de la reivindicación 10 o reivindicación 11, donde el paso de la diferenciación de las células madre 
pluripotentes a células que expresen marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se consigue por un 
método que también incluye el prensado de células madre pluripotentes en una capa de administración de 15 
fibroblasto. 
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Figura 52.  

LFS5131USCIP1: Alireza Rezania 
Diferenciación de células madre embrionarias 
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Figura 53-1.  
LFS5131USCIP1: Alireza Rezania 

Diferenciación de células madre embrionarias 
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Figura 53-2.  
LFS5131USCIP1: Alireza Rezania 

Diferenciación de células madre embrionarias 
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Figura 53-3.  
LFS5131USCIP1: Alireza Rezania 

Diferenciación de células madre embrionarias 
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