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DESCRIPCION
Encapsulacién de células pancreaticas derivadas de células madre humanas pluripotentes
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de la medicina y la biologia celular. En particular, la presente
invencion se refiere a la encapsulacion de células derivadas de células madre embrionarias humanas y otras células
humanas pluripotentes.

Antecedentes de la invencion

Las células madre embrionarias humanas (hES) y las células madre pluripotentes inducidas (iPS) a partir de células
diferenciadas adultas son especialmente apropiadas para aplicaciones en terapia celular ya que son pluripotentes y
auto-renovables. Debido a la gran variedad de tipos de células que pueden conseguir una diferenciacion pluripotente
en cultivos de células madre, el éxito para alcanzar la eficacia dirigida a la diferenciacion, es util para la aplicacion
terapéutica de células madre pluripotentes humanas. Es necesaria la diferenciacion dirigida eficaz de las células
madre pluripotentes humanas hacia varios tipos de células intermedias que incluyen células de lineas pancreaticas
que emplean varios factores de crecimiento y sefializacion y moléculas pequefias.

La Patente W093/21902 se refiere a dispositivos implantables, biocompatibles que poseen al menos una cavidad en
la que se pueden introducir células vivas y mantenerlas vivas cuando se implantan. La Patente W096/32076
describe ensamblajes de implante implantables en hospedadores mamiferos. Los implantes estan hechos de dos
membranas semi permeables y un elemento termoplastico para crear un cierre periférico para el acoplamiento
mecanico de la primera y la segunda membranas a la vez. El implante tiene al menos una camara interna dispuesta
entre las dos membranas para mantener a las células vivas. La Patente W091/10425 se refiere a unos sistemas de
extrusion de capsulas celulares. Las células estan co-extruidas con disoluciones poliméricas y selladas en diferentes
partes del implante para un implante compuesto de diferentes camaras que comprende células (véase la fig.4). La
Patente US 5.026.365 se refiere a camaras de difusion selladas con paredes de al menos una membrana semi-
permeable y que comprende células viables que pueden liberar agentes al hospedador. La camara comprende dos
cierres en cada extremo. La Patente WO09/059072 describe la encapsulacion de células derivadas del pancreas
adulto denominadas células madre de proliferacion intermedia “P3” que son células diferenciadas completamente
que tienen una funcion islote normal.

Compendio

El alcance de la presente invencion se define mediante las reivindicaciones, y cualquier informaciéon que no esté
dentro de las reivindicaciones se proporciona sélo como informacién. Las divulgaciones descritas en la presente
memoria se refieren a métodos para producir insulina en un mamifero proporcionando una camara implantable en un
mamifero hospedador, proporcionando a dicha camara una célula progenitora pancreatica derivada de una célula
madre pluripotente humana (por ejemplo, células hES o iPS), madurando la célula progenitora pancreatica a una
célula que secreta la hormona pancreatica madura, en donde la célula que secreta la hormona pancreatica es una
célula que secreta insulina que produce insulina en respuesta a la estimulacion in vivo de glucosa, produciendo asi
insulina in vivo en el mamifero. En algunos aspectos, la camara se implanta en el mamifero antes de introducir la
célula progenitora pancreatica. En otros aspectos, a la camara se le deja vascularizarse antes de introducirla en la
célula progenitora pancreatica. En otros aspectos, la célula se introduce en la camara antes de la implantacion.

Un aspecto se refiere a un método para producir insulina en un mamifero, que comprende: (a) proporcionar una
poblacién de células progenitoras pancreaticas positivas PDX1 pancreaticas en un dispositivo semi-permeable
implantable; (b) madurar la poblacion celular en dicho dispositivo hacia un islote, en donde el islote comprende
células endocrinas y acinares, y en donde la célula endocrina es al menos una célula que secreta insulina que
produce insulina en respuesta a la estimulacion de glucosa in vivo, produciendo asi insulina in vivo en el mamifero.

Otra divulgacion se refiere a un ensamblaje de encapsulacion celular para implantar una poblacion celular en un
hospedador mamifero. En un aspecto, el ensamblaje comprende un cierre periférico que determina al menos una
camara para la encapsulacion de células vivas. En otro aspecto, el ensamblaje comprende una pared que tiene un
puente periférico, en donde el ensamblaje comprende un primer cierre en el puente periférico de la pared, formando
asi el ensamblaje de encapsulacion. En algunos aspectos, el ensamblaje comprende un segundo cierre que reduce
eficazmente el volumen de la camara.

Otra divulgacion se refiere a una poblacion de células progenitoras pancreaticas humanas crioconservadas. En un
aspecto de la divulgacion, la poblacion celular es adecuada para el trasplante en un mamifero.

Otra divulgacion se refiere a un método para obtener una poblacion de células adecuadas para el trasplante. En un
aspecto de la divulgacion, las células adecuadas para el trasplante se obtienen mediante un método que
comprende: a) poner en contacto una poblaciéon de células progenitoras pancreaticas humanas con una disolucion
crioconservada para obtener asi una poblacion de células para crioconservacion; b) disminuir la temperatura de las
células progenitoras para crioconservacion hasta aproximadamente -196°C para obtener células crioconservadas; y
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c) incrementar la temperatura de las células crioconservadas para obtener asi una poblacién de células progenitoras
pancreaticas adecuadas para el trasplante. En algunos aspectos la temperatura de las células progenitoras para
crioconservacion se disminuye a menos de 0°C, -10°C, -20°C, -30°C, -40°C, -50°C, -60°C, -70°C, -80°C, -90°C, -
100°C, -110°C, -120°C, -130°C, -140°C, -150°C, -160°C, -170°C, -180°C, -190°C, -200°C, -210°C, -220°C, -230°C, -
240°C, -250°C, o -260°C.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista en perspectiva de un dispositivo de encapsulacién dual con una soldadura ultrasénica
interna para compartimentar el lumen principal.

La Figura 2 es una vista de la seccion superior del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 1.

La Figura 3 es una vista de la seccion lateral del dispositivo de encapsulaciéon mostrado en la Fig. 1 con una seccion
transversal tomada a través del centro del dispositivo a lo largo de la region de la soldadura ultrasénica interna.

La Figura 4 es una vista lateral del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 1 con una seccion transversal
tomado a través del centro de un lumen compartimentado a lo largo del eje del puerto.

La Figura 5 es una vista del extremo del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 1 con una seccion
transversal tomado a través de los limenes compartimentados.

La Figura 6 es una vista en perspectiva de un dispositivo de encapsulacion sin puertos de carga y que contiene
puntos de soldadura ultrasénico para compartimentar el lumen interno.

La Figura 7 es una vista de la seccion transversal superior del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 6.

La Figura 8 es una vista lateral del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 6 con una seccion transversal
tomada a través del centro de un lumen compartimentado.

La Figura 9 es una vista desde el extremo del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 6 con una seccion
transversal a través de los lUmenes compartimentados.

La Figura 10 es una vista en perspectiva de un dispositivo de encapsulacion sin puertos de carga y que contiene
puntos de soldadura ultrasénico continuos para compartimentar el lumen interno. A cada uno de los puntos de
soldadura se le ha eliminado el centro para facilitar la vascularizacion.

La Figura 11 es una vista ampliada del dispositivo de encapsulacion mostrado en la Fig. 10.
Descripcion detallada

Las divulgaciones descritas en la presente memoria se dirigen a métodos para producir insulina in vivo mediante la
implantacion en un mamifero de células progenitoras pancreaticas humanas derivadas de células madre
embrionarias humanas en dispositivos de encapsulacion, que incluyen un dispositivo basado en polietilenglicol bio-
compatible y un dispositivo mecanico/médico.

A menos que se indique de otra manera, los términos empleados en la presente memoria son los que se entienden
segun el uso convencional por los expertos habituales en la técnica pertinente. Ademas de las definiciones de los
términos proporcionados abajo, las definiciones de los términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar
también en Rieger et al., 1991 Glossary of genetics: clasical and molecular, 52 Ed., Berlin: Springer-Verlag; y en
Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., Eds., Current Protocols, un proyecto comun entre
Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley e Hijos, Inc., (Suplemento 1998). Se entiende que como se emplea
en la memoria y en las reivindicaciones, “un” o “uno” puede significar uno o mas, dependiendo del contexto en el que
se emplee. Por tanto, por ejemplo, en referencia a “una célula” puede significar que se puede utilizar al menos una
célula.

En un aspecto, las células derivadas hES se encapsulan empleando un polietilenglicol (PEG) bio-compatible. La
encapsulacion basada en PEG se describe en mas detalle en la Patente U.S N° 7.427.415, titulada IMPLANTATION
OF ENCAPSULATED BIOLOGICAL MATERIALS FOR TREATING DISEASES; Patente U.S. N° 6.911.227, titulada
GELS FOR ENCAPSULATION OF BIOLOGICAL MATERIALS; y Patentes U.S. N* 6.911.227, 5.529.914,
5.801.033, 6.258.870, tituladas GELS FOR ENCAPSULATION OF BIOLOGICAL MATERIALS.

En otro aspecto, el dispositivo de encapsulacion es un dispositivo TheraCyte (Irvine, California). Los dispositivos de
encapsulacién celular TheraCyte se describen ademas en las Patentes U.S. N 6.773.458; 6.156.305; 6.060.640;
5.964.804; 5.964.261; 5.882.354, 5.807.406; 5.800.529; 5.782.912; 5.741.330; 5.733.336; 5.713.888; 5.653.756;
5.593.440; 5.569.462; 5.549.675; 5.545.223; 5.453.278; 5.421.923; 5.344.454; 5.314.471; 5.324.518; 5.219.361;
5.100.392; y 5.011.494.
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En un aspecto, se describen métodos para producir suspensiones agregadas de células hES a partir de una
suspension celular Unica de cultivos de células madre pluripotentes o a partir de cultivos de células derivadas de
hES. La célula madre pluripotente se puede cultivar inicialmente sobre alimentadores de fibroblastos, o puede estar
libre del alimentador. Los métodos para aislar las células hESC vy cultivarlas en células de alimentacion humanas se
describieron en la Patente U.S. N° 7.432.104 titulada METHODS FOR THE CULTURE OF HUMAN EMBRYONIC
STEM CELLS ON HUMAN FEEDER CELLS. Se describen en detalle varios métodos para producir cultivos de
suspensiones de agregados de células hES y/o de cultivos de suspensiones de agregados de células derivadas de
las hES en la Solicitud U.S. N° 12/264.760, titulada STEM CELL AGGREGATE SUSPENSION COMPOSITIONS
AND METHODS OF DIFFERENTIATION THEREOF, presentada el 4 de Octubre, 2008.

Las condiciones del cultivo de diferenciacion y de los tipos de células derivadas de hES se describen en la presente
memoria de manera sustancialmente similar a la que se describe en D’Amour et al. 2006, anteriormente citada o las
descritas en la Patente U.S. N° 7.534.608; la Solicitud de Patente U.S. N°° 11/681.687, presentada el 2 de Marzo,
2007; y la N° 11/773.944, presentada el 5 de Julio, 2007. D’Amour et al describe un protocolo de diferenciacion de 5
etapas: etapa 1 (da como resultado la mayor parte de la produccion del endodermo definitivo), etapa 2 (da como
resultado la mayor parte de la produccion del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo), etapa 3 (da
como resultado la mayor parte de la produccion del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo), etapa 4
(da como resultado la mayor parte de la produccion del endodermo pancreatico o del endocrino pancreatico
progenitor) y etapa 5 (da como resultado la mayor parte de la produccién de las células endocrinas que expresan
hormonas).

Como se emplea en la presente memoria, “endodermo definitivo (DE)” se refiere a una linea celular del endodermo
multipotente que se puede diferenciar en células del tubo digestivo o en érganos derivados del tubo digestivo. De
acuerdo con determinados aspectos, las células del endodermo definitivo son células de mamifero, y en un aspecto
preferido, las células del endodermo definitivo son células humanas. En algunos aspectos, las células del
endodermo definitivo se expresan o fallan significativamente hacia determinados marcadores. En algunos aspectos,
uno o mas de los marcadores seleccionados de CER, FOZA2, SOX17, CXCR4, MIXL1, GATA4, HNF3-3, GSC,
FGF17, VWF, CALCR, FOXQ1, CMKOR1 y CRIP1 se expresan en células del endodermo definitivo. En otros
aspectos, uno o mas de los marcadores seleccionados de OCT4, a-fetoproteina (AFP), Trombomodulina (TM),
SPARC, SOX7 y HNF4-a no se expresan de manera significativa en las células del endodermo definitivo. Dejar
claro, una célula del endodermo definitivo se distingue de otras lineas celulares del endodermo, tal como las células
del endodermo del tracto digestivo superior o las células del tracto digestivo superior PDX1-negativo, que expresan
de forma apreciable HNF4-a en comparacion con el endodermo definitivo. Las poblaciones celulares del endodermo
definitivo y los métodos de produccion de los mismos se describen también en la Patente U.S. N° 7.510.876 titulada
DEFINITIVE ENDODERM.

Otras realizaciones se refieren a cultivos celulares denominados “células del endodermo del tracto digestivo superior
PDX1-negativo” o “células del endodermo del tracto digestivo” o “endodermo digestivo” o equivalentes de los
mismos. En algunos aspectos, las células del endodermo del tracto digestivo superior expresan marcadores SOX17,
HNF1-B, HNF4-a y FOXA1 pero no expresan sustancialmente PDX1, AFP, SOX7, SOX1. Se describen también
poblaciones celulares del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo y métodos de produccion de los
mismos en la Solicitud U.S. Numero 11/588.693, titulada endodermo del tracto digestivo dorsal y ventral que expresa
PDX1, presentada el 27 de Octubre, 2006. De nuevo, el endodermo del intestino expresa de manera apreciable
HNF4-a en comparacion con las células del endodermo definitivo, o las células de la Etapa 1; véanse los Ejemplos
de a continuacion.

Otros aspectos descritos en la presente memoria se refiere a cultivos celulares de “células del endodermo del tracto
digestivo superior, PDX1-positivo, parcial dorsalmente”, “células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-
positivo”, o “endodermo PDX1-positivo”, o equivalentes de los mismos. En algunos aspectos, las células del
endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo expresan marcadores PDX1, HNF6, SOX 9 y PROX 1 pero
no expresan sustancialmente NKX6.1, PTF1A, CPA, cMYC, SOX17, HNF1B o HNF4alfa. Se describen también
poblaciones celulares del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo y métodos de produccion de los
mismos en la Solicitud U.S. Numero 11/588.693, titulada endodermo del tracto digestivo superior dorsal y ventral que

expresa PDX1, presentado el 27 de Octubre, 2006.

Otros aspectos descritos en la presente memoria se refieren a cultivos celulares de “progenitores pancreaticos”,
“células del endodermo pancreatico PDX1-positivo”, “progenitor pancreatico PDX1-positivo”, “epitelio pancreatico”,
“PE”, o equivalentes de los mismos. Las células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo son multipotentes y
pueden dar lugar a varias células en el pancreas que incluyen pero no se limitan a, células acinares, del conducto y
endocrinas. En algunos aspectos, las células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo expresan altos niveles de
PDX1 y NKX6.1 en comparacion con las células del endodermo no pre-pancreatico que no expresan de manera
apreciable estos marcadores. Las células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo expresan también bajos o ningun

nivel de PTF1A, CPA, cMYC, NGN3, PAX4, ARX y NKX2.2, INS, GCG, GHRL, SST, y PP.
Alternativamente, otros aspectos se refieren a cultivos celulares de “células del extremo del endodermo pancreatico

PDX1-positivo”, o equivalentes de los mismos. En algunos aspectos, las células del extremo del endodermo
pancreatico PDX1-positivo expresan niveles aumentados de PDX1 y NKX6.1 similares a los de las células
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progenitoras pancreaticas PDX1-positivo, pero a diferencia de las células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo,
las células del extremo del endodermo pancreatico PDX1-positivo expresan de manera adicional altos niveles de
PTF1A, CPA y cMYC. Las células del extremo del endodermo pancreatico PDX1-positivo expresan también bajos o
ningun nivel de NGN3, PAX4, ARX y NKX2.2, INS, GCG, GHRL, SST, y PP.

Otros aspectos se refieren a cultivos celulares de “células precursoras endocrinas pancreaticas”, “células
progenitoras endocrinas pancreaticas” o equivalentes de los mismos. Las células progenitoras endocrinas
pancreaticas son multipotentes y dan lugar a células endocrinas maduras que incluyen células alfa, beta, delta y PP.
En algunos aspectos, las células progenitoras endocrinas pancreaticas expresan altos niveles de NGN3, PAX4, ARX
y NKX2.2 en comparacion con otros tipos de células progenitoras no endocrinas. Las células progenitoras
pancreaticas expresan también bajos o ningun nivel de INS, GCG, GHRL, SST, y PP.

Otros aspectos se refieren a cultivos celulares de “células endocrinas pancreaticas”, “células que secretan hormonas
pancreaticas”, “células que expresan hormonas del islote pancreatico”, o equivalentes de los mismos referidos a una
célula, que se han derivado de una célula pluripotente in vitro, por ejemplo, células alfa, beta, delta y/o células PP o
combinaciones de las mismas. Las células endocrinas pueden ser poli-hormonales o mono-hormonales, por ejemplo
que expresan insulina, glucagén, grelina, somatostatina y polipéptido pancreatico o combinaciones de los mismos.
Las células endocrinas pueden por tanto expresar una o mas hormonas pancreaticas, que tienen al menos algunas
de las funciones de una célula del islote pancreatico. Las células que expresan hormonas del islote pancreatico
pueden ser maduras o inmaduras. Las células que expresan hormonas del islote pancreatico inmaduras se pueden
distinguir de las células que expresan hormonas del islote pancreatico maduras en base a la expresion diferencial de
determinados marcadores, o en base a sus capacidades funcionales, por ejemplo, la sensibilidad a glucosa in vitro o
in vivo. Las células endocrinas pancreaticas expresan también bajos o ningun nivel de NGN3, PAX 4, ARX y
NKX2.2.

La mayoria de los tipos de celulares anteriores estan epitelizadas en comparacion con las células del endodermo
definitivo mesenquimal. En algunos aspectos, las células del endodermo pancreatico expresan uno o mas
marcadores seleccionados de la Tabla 3 y/o uno o mas marcadores seleccionados de la Tabla 4 relativa a la
Solicitud U.S 11/588.693 titulada PDX1 EXPRESSING DORSAL AND VENTRAL FOREGUT ENDODERM,
presentada el 27 de Octubre, 2006, y también a la Solicitud U.S. Numero 11/115.868, titulada PDX1-expressing
endoderm, presentada el 26 de Abril, 2005.

» oo« » oo« » oo« » o«

En determinados aspectos, los términos “enriquecido”, “aislado”, “separado”, “clasificado”, “purificado” o purificado
por agotamiento o equivalentes de los mismos se refieren a un cultivo celular o a una poblacion celular o muestra
celular que contiene al menos 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de la linea celular deseada o una célula deseada que tiene un
determinado fenotipo celular, por ejemplo, que expresa un determinado marcador celular o que no expresa un
determinado marcador celular genético caracteristico de este fenotipo celular. Se describen también métodos para
purificar, enriquecer, aislar, separar, clasificar, y/o reducir lineas celulares del endodermo derivadas de células hES
en la Solicitud U.S. Numero 12/107.020, titulada METHODS FOR PURIFYING ENDODERM AND PANCREATIC
ENDODERM CELLS DERIVED FROM HUMAN EMBRYONIC STEM CELLS, presentada el 21 de Abril, 2008.

Como se emplea en la presente memoria, el término “poner en contacto” (es decir, poner en contacto una célula, por
efemplo, una célula diferenciable, con un compuesto) se destina a incluir en incubacion el compuesto y la célula
juntos in vitro (por ejemplo, afiadir el compuesto a las células en cultivo). El término “poner en contacto” no se
destina a incluir la exposicion de células in vivo a un medio de cultivo determinado que comprende un ligando ErbB3,
y opcionalmente, un miembro de la familia TGF-B, que puede aparecer de manera natural en un sujeto (es decir,
exposicién que puede aparecer como resultado de un proceso fisioldégico natural. La etapa de poner en contacto la
célula con un medio de cultivo determinado que comprende un ligando ErbB3, y opcionalmente, un miembro de la
familia TGF-B, se puede realizar de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, las células se pueden tratar en un
cultivo adherente, o en un cultivo en suspension. Se entiende que las células puestas en contacto con el medio
determinado se pueden tratar ademas con un medio de diferenciacion para estabilizar las células, o para diferenciar
las células.

Como se emplea en la presente memoria, el término “diferenciar” se refiere a la produccién de un tipo de células que
es mas diferenciada que el tipo de célula de la que se deriva. En algunos aspectos, el término “diferenciar” implica
producir una célula que tiene menos opciones de darse que la célula de la que se deriva. Por lo tanto el término
abarca tipos celulares que son parcial y completamente diferenciados. Normalmente las células diferenciadas
derivadas de células hES se refieren a células derivadas de hES o a cultivos de agregados de células derivadas de
hES, o a suspensiones de células unicas derivadas de hES, o a cultivos adherentes de células derivadas de hES y
similares.

Como se emplea en la presente memoria, el término “célula diferenciable” se emplea para describir una célula o
poblacién de células que se pueden diferenciar en al menos células maduras parcialmente, o que pueden participar
en la diferenciacion de células, por ejemplo, fusionarse con otras células, que se pueden diferenciar en al menos

células maduras parcialmente. Como se emplea en la presente memoria, “células maduras parcialmente”, “células

n oo«

progenitoras”,

n oo«

células inmaduras”, “células precursoras”, “células multipotentes” o equivalentes de las mismas
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incluyen a aquellas células que no se diferencian completamente, por ejemplo, células del endodermo definitivo,
células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo, células del endodermo pancreatico PDX1-
positivo que incluyen ademas células del endodermo pre-pancreatico PDX1-positivo y células del extremo del
endodermo pancreatico PDX1-positivo. Todas son células que muestran al menos una caracteristica del fenotipo, tal
como la morfologia o la expresion proteica, de una célula madura a partir del mismo érgano o tejido pero pueden
diferenciarse ademas en al menos otro tipo de célula. Por ejemplo, un hepatocito normal, maduro expresa
normalmente proteinas tales como albumina, fibrinégeno, a-1-antitripsina, factores de coagulacion de protrombina,
transferrina, y enzimas de desintoxicacion tal como el citocromo P-450s, entre otros. Por tanto, como se emplea en
la presente memoria, un “hepatocito maduro parcialmente” puede expresar albdimina u otra o mas proteinas, o tomar
la apariencia o funcién de un hepatocito maduro, normal.

Como se emplea en la presente memoria, el término “sustancialmente” se refiere a una gran extensiéon o grado, por
ejemplo, “sustancialmente similar” en el contexto se podria emplear para describir un método que es en gran
extension o grado similar a otro método. Sin embargo, como se emplea en la presente memoria, el término “libre
sustancialmente”, por ejemplo ‘“libre sustancialmente” o ‘libre sustancialmente de contaminantes”, o ‘libre
sustancialmente de suero” o “libre sustancialmente de insulina o factor de crecimiento similar a insulina” o
equivalentes de los mismos, significa que la disolucidon, medio, suplemento, excipiente y similares, es al menos 98%,
o al menos 98,5%, o al menos 99%, o al menos 99,5%, o al menos 100% libre de suero, contaminantes o
equivalentes de los mismos. En un aspecto, un medio de cultivo determinado no contiene suero, o es 100% libre de
suero, o es libre sustancialmente de suero. En cambio, como se emplea en la presente memoria, el término “similar
sustancialmente” o equivalentes de los mismos significa que la composicién, proceso, método, disolucién, medio,
suplemento, excipiente y similares significa que el proceso, método, disolucién, etc, es al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% similar al descrito
anteriormente en la presente memoria.

También, como se emplea en la presente memoria, en relacién con la composiciéon de una poblacion celular, el
término “esencialmente” o “sustancialmente” significa predominante o principalmente. En algunos aspectos estos
términos significan al menos 85% de las células en una poblacion celular, al menos 86% de las células en una
poblacién celular, al menos 87% de las células en una poblacién celular, al menos 88% de las células en una
poblacién celular, al menos 89% de las células en una poblacién celular, al menos 90% de las células en una
poblacioén celular, al menos 91% de las células en una poblacion celular, al menos 92% de una poblacién celular, al
menos 93% de las células en una poblacién celular, al menos 94% de las células en una poblacién celular, al menos
95% de las células en una poblacién celular, al menos 96% de las células en una poblacién celular, al menos 97%
de las células en una poblacion celular, al menos 98% de las células en una poblacién celular, o al menos 99% de
las células en una poblacion celular. En otros aspectos, los términos o frases “libre esencialmente en” y “libre
sustancialmente en” se refiere a una cantidad minima o reducida de un componente o una célula presente en algun
cultivo celular, por ejemplo, progenitores pancreaticos como se describen en la presente memoria son “homogéneos
esencialmente o sustancialmente”, “homo-celulares esencialmente o sustancialmente”, “células hES esencialmente”,
“células del endodermo definitivo esencialmente o sustancialmente”, “células del endodermo del tracto digestivo
superior esencialmente o sustancialmente”, “células del endodermo del intestino esencialmente o sustancialmente”,
“células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo esencialmente o sustancialmente”, “células del
endodermo pre-pancreatico PDX1-positivo esencialmente o sustancialmente”, “células progenitoras pancreaticas
PDX1-positivo esencialmente o0 sustancialmente”, “células epiteliales pancreaticas esencialmente o
sustancialmente”, “células del extremo del endodermo pancreatico PDX1-positivo esencialmente o sustancialmente”,
“células precursoras endocrinas pancreaticas esencialmente o sustancialmente”, “células endocrinas pancreaticas
esencialmente o sustancialmente”, y similares. Los términos, “esencialmente” y “sustancialmente” pueden significar
también que al menos el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, al menos 85%, al menos el 90%, al menos el 95%,
o al menos el 99% de las células (endodermo definitivo; endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo;
endodermo pre-pancreatico PDX1-positivo; células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo; células del extremo del
endodermo pancreatico PDX1-positivo; células precursoras endocrinas pancreaticas, y células que secretan

hormonas endocrinas).

Como se emplea en la presente memoria, el término “cantidad eficaz” de un compuesto o equivalentes de la misma
se refiere a la concentracion del compuesto que es suficiente en la presencia del resto de los componentes del
medio determinado, para efectuar la estabilizacion de la célula diferenciable en cultivo durante mas de un mes en
ausencia de una célula de alimentacién y en ausencia de suero o reemplazo de suero. Esta concentracion se
determina facilmente por un experto habitual en la técnica.

Como se emplea en la presente memoria, el término “expresa” se refiere a la transcripcion de un polipéptido o a la
traduccion de un polipéptido en una célula, tal que los niveles de la molécula son mas cuantificables en la célula que
expresa la molécula que en una célula que no expresa la molécula. Los métodos para medir la expresion de una
molécula son bien conocidos por los expertos habituales en la técnica, e incluyen sin limitacion, transferencia
Northern, RT-PCR, hibridacion in situ, transferencia Western, e inmunotincion.

Como se emplea en la presente memoria cuando se refiere a una célula, linea celular, cultivo celular o poblacién de
células, el término “aislado” se refiere a estar separado sustancialmente de la fuente natural de las células tal que la
célula, linea celular, cultivo celular, o poblacién de células son capaces de cultivarse in vitro. Ademas, el término
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“aislar” se emplea para referirse a la seleccion fisica de una o mas células fuera de un grupo de dos o mas células,
en donde las células se seleccionan en base a la morfologia y/o la expresion celular de varios marcadores.

Como se emplea en la presente memoria, el término “células conservadas” significa células mantenidas en un
estado viable durante un periodo de tiempo antes del trasplante. El periodo de tiempo puede ser de 1 hora, 2 horas,
5 horas, 10 horas, 15 horas, 20 horas, 24 horas, 2 dias, 4 dias, 5 dias, 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2
meses, 4 meses, 6 meses, 8 meses, 10 meses, 1 ano, 2 afos, 4 afos, 6 anos, 8 afos, 10 afos, 12 afos, 14 afos,
16 afos, 18 anos, 20 afos, 22 afios, 24 afios, 30 afios, 35 afios, 40 afos, 45 afios, o 100 afos o cualquier periodo
de tiempo entre cualquiera de los tiempos proporcionados en este intervalo.

Las células diferenciables, como se emplea en la presente memoria, pueden ser pluripotentes, multipotentes,
oligopotentes, o incluso unipotentes. En determinados aspectos, las células diferenciables son células diferenciables
pluripotentes. En aspectos mas especificos, las células diferenciables pluripotentes se seleccionan del grupo que
consiste en células madre embrionarias, células ICM/epiblastos, células del ectodermo primitivo, células germinales
primordiales, y células de teratocarcinoma. En algunos aspectos, las células diferenciables se derivan de un embriéon
preimplantatorio. En un aspecto particular, las células diferenciables son células madre embrionarias de mamiferos.
En un aspecto mas particular, las células diferenciables son células madre embrionarias humanas.

Los tipos de células que se diferencian a partir de las células diferenciables tienen varios usos en varios campos de
la investigacion y el desarrollo, que incluyen pero no se limitan a, el descubrimiento de farmacos, el desarrollo y
ensayo de farmacos, la toxicologia, la produccion de células con fines terapéuticos asi como en la investigacion
cientifica basica. Estos tipos de células expresan moléculas que son de interés en un amplio rango de campos de
investigacion. Como se describe en los textos de referencia estandar estas moléculas incluyen a las células
conocidas que se requieren para la funcién de varios tipos celulares. Estas moléculas incluyen, pero no se limitan a,
citoquinas, factores de crecimiento, receptores de citoquinas, matriz extracelular, factores de transcripcion,
polipéptidos y otras moléculas secretadas, y receptores del factor de crecimiento.

Se contempla que las células diferenciables se puedan diferenciar a través de la puesta en contacto con un entorno
de diferenciacion celular. Como se emplea en la presente memoria, el término “entorno de diferenciacion celular” se
refiere a una condicién de cultivo celular en donde las células diferenciables se inducen a diferenciarse, o se inducen
a convertirse en células diferenciadas en un cultivo celular humano enriquecido. Preferiblemente, la linea celular
diferenciada inducida mediante el factor de crecimiento sera homogénea en la naturaleza. El término “homogéneo”,
se refiere a una poblacién que contiene mas de aproximadamente el 50%, 60%, 70%, 80%. 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de la linea celular deseada.

Se puede utilizar un medio o entorno de diferenciacion celular para diferenciar parcial, total, o reversiblemente a las
células diferenciables descritas en la presente memoria. De acuerdo con los aspectos descritos en la presente
memoria, el medio del entorno de diferenciacion celular puede contener una variedad de componentes que incluyen,
por ejemplo, medio KODMEM (Medio de Eagle Modificado de Dulbecco Genosuprimido), medio DMED, medio F12
de Ham, FBS (suero bovino fetal), FGF2 (factor 2 de crecimiento de fibroblasto), KSR o hLIF (factor inhibitorio de la
leucemia humana). El entorno de diferenciacion celular también puede contener suplementos tales como L-
Glutamina, NEAA (aminoacidos no esenciales), P/S (penicilina/estreptomicina), N2, B27 y B-mercaptoetanol (3-ME).
Se contempla que se puedan afadir factores adicionales al entorno de diferenciacion celular, incluyendo, pero no
limitado a, fibronectina, laminina, heparina, sulfato de heparina, acido retinoico, miembros de la familia del factor de
crecimiento epidérmico (EGFs), miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs) incluyendo
FGF2, FGF7, FGF8, y/o FGF10, miembros de la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFs),
antagonistas de la familia del factor de crecimiento de transformacion (TGF)/ proteina morfogenética ésea (BMP)/
factor de crecimiento y diferenciacion (GDF) que incluyen, pero no se limitan a, nogina, folistatina, cordina, gremlina,
proteinas de la familia DAN/Cerberus, ventropina, activina a dosis altas, y amnionless o variantes o fragmentos
funcionales de los mismos. También se podrian afadir antagonistas TGF/BMP/GDF en forma de quimeras Fc-
receptor TGF/BMP/GDF. Otros factores que se pueden afadir incluyen moléculas que pueden activar o inactivar la
sefializacion a través de la familia del receptor Notch, que incluyen pero no se limitan a, proteinas de las familias
similares a Delta y Jagged, asi como inhibidores del procesamiento o escision de Notch, o variantes o fragmentos
funcionales de los mismos. Otros factores de crecimiento pueden incluir miembros de la familia del factor de
crecimiento insulinico (IGF), insulina, la familia del factor relacionado Wingless (WNT) y la familia del factor
hedgehog, o variantes o fragmentos funcionales de los mismos. Pueden afadirse factores adicionales para estimular
la proliferacién y supervivencia de células madre/progenitoras del mesendodermo, madre/progenitoras de
endodermo, madre/progenitoras del mesodermo o madre/progenitoras del endodermo definitivo, asi como la
supervivencia y diferenciacion de derivados de estas progenitoras.

La progresion de las células diferenciables hacia la linea celular deseada, o su mantenimiento en un estado
indiferenciado se puede monitorear mediante la cuantificacion de la expresion de genes marcadores caracteristicos
de la linea celular deseada, asi como la falta de expresién de genes marcadores de los tipos de células
diferenciables. Un método de cuantificacion de la expresion genética de tales genes marcadores es a través del
empleo del PCR cuantitativo (Q-PCR). Los métodos de realizacion de Q-PCR son bien conocidos en la técnica. Se
pueden emplear también otros métodos que son bien conocidos en la técnica para cuantificar la expresion genética.
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La expresion de genes marcadores se puede detectar mediante el empleo de anticuerpos especificos para el gen
marcador de interés.

Aspectos descritos en la presente memoria contemplan también células diferenciables a partir de cualquier fuente
dentro de un animal, proporcionan las células diferenciables como se define en la presente memoria. Por ejemplo,
las células diferenciables se pueden sembrar a partir de embriones no humanos, o de cualquier estrato germinal
primigenio del mismo, a partir de un tejido placentario o coridnico, o a partir de mas tejidos maduros tales como
células madre adultas que incluyen, pero no se limitan a, tejido adiposo, médula, tejido nervioso, tejido mamario,
tejido hepatico, pancreas, epitelio, tejido respiratorio, tejido gonadal y muscular. En aspectos especificos, las células
diferenciables son células madre embrionarias. En aspectos especificos, las células diferenciables son células
madre adultas. En otros aspectos especificos, las células madre son células madre derivadas de la placenta o del
corion.

Otros aspectos contemplan el empleo de células diferenciables a partir de cualquier animal capaz de generar células
diferenciables. Los animales a partir de los que se recogen las células diferenciables pueden ser vertebrados o
invertebrados, mamiferos o no mamiferos, seres humanos o no humanos. Ejemplos de fuentes animales incluyen,
pero no se limitan a, primates, roedores, canidos, felinos, equinos, bovinos y porcinos.

Algunos aspectos contemplan el empleo de células madre pluripotentes inducidas (iPS), que son células madre
pluripotentes derivadas de una célula no pluripotente. Véase Zhou et al. (2009), Cell Stem Cell 4: 381-384; Yu et al.,
(2009) Sciencie 324(5928):797-801, Epub (publicacion electrénica) 26 de Marzo, 2009; Yu et al. (2007) Science
318(5858):1917-20, Epub 20 de Noviembre, 2007; Takahashi et al., (2007) Cell, 131:861-72; y Takahashi K. y
Yamanaka S. (2006), Cell 126:663-76s. Los animales a partir de los cuales se recogen las células no pluripotentes
pueden ser vertebrados o invertebrados, mamiferos o no mamiferos, seres humanos o no humanos. Ejemplos de
fuentes animales incluyen, pero no se limitan a, primates, roedores, canidos, felinos, equinos, bovinos y porcinos.

Las células diferenciables descritas en la presente memoria pueden derivarse empleando cualquier método
conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las células pluripotentes humanas se pueden producir
empleando métodos de transferencia nuclear y de desdiferenciacion. Adicionalmente, la célula ICM
humana/epiblasto o del ectodermo primitivo empleada en la presente memoria se deriva in vivo o in vitro. Las células
del ectodermo primitivo se pueden generar en un cultivo adherente o como agregados en un cultivo en suspension,
como se describe en WO 99/53021. Ademas, las células pluripotentes humanas se pueden producir empleando
cualquier método conocido por los expertos en la técnica, incluyendo, métodos de produccion manual, y métodos de
produccién masiva, tales como la produccién enzimatica o no enzimatica.

En un determinado aspecto, cuando se utilizan las células ES, las células madre embrionarias tienen un cariotipo
normal, mientras que en otros aspectos, las células madres embrionarias tienen un cariotipo anormal. En un
aspecto, una mayoria de las células madre embrionarias tienen un cariotipo normal. Se contempla que mas del 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o mas del 95% de las metafases examinadas mostraran un cariotipo
normal.

Almacenamiento de células para encapsulacion y trasplante

Algunos aspectos se refieren a métodos para la crioconservar células que se han cultivado y/o diferenciado in vitro.
Tal almacenaje permitiria el depdsito, el control de calidad, y otros procedimientos y manipulaciones deseadas, bien
en relacion con analisis in vitro o con la implantacién in vivo. Los métodos para el almacenaje celular antes del
trasplante incluyen conservar el tejido mediante congelaciéon de células (crioconservacion); o refrigerar las células a
las temperaturas de congelacion anteriores (hibernacion). Véase Chanaud et al. 1987 Neurosci Lett 82: 127-133;
Collier et al. (1987) 436: 363-366; y Sauer et al. 1991 Neurology and Neuroscience 2: 123-135; Gage et al. 1985
Neurosci Lett 60: 133-137. Aunque la hibernacion ha presentado incrementar las tasas de supervivencia y de la
funcion del injerto en comparacioén con el tejido crioconservado, las células podrian ser incapaces de mantenerse a
largo plazo bajo tales condiciones sin poner en peligro la viabilidad celular durante el periodo de hibernacion.

Como se emplea en la presente memoria, una “suspensién celular” o equivalentes de la misma se refiere a los
agregados y/o agrupaciones y/o esferas celulares que estan en contacto con un medio. Tales suspensiones
celulares se describen en detalle en la Solicitud U.S. 12/264.760, titulada Stem cell Aggregate Suspension
Compositions and Methods of Differentiation Thereof, presentada el 8 de Noviembre, 2008.

Como se emplea en la presente memoria, “suspension celular adaptada” o cultivos o equivalentes en suspension
celular incluye una suspension celular que se ha almacenado anteriormente en congelacion, preferiblemente a 4°C,
en un medio de hibernacién durante aproximadamente 1 hora y hasta aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o hasta 30 dias.

Como se emplea en la presente memoria, una célula adecuada para el trasplante se refiere a un célula o a una
poblacién de células lo suficientemente viable y/o funcional para un tratamiento in vivo de un trastorno metabdlico.
Por ejemplo, la diabetes, o uno o mas sintomas de la misma, se puede mejorar o reducir durante un periodo de
tiempo tras la implantacion de una célula adecuada para el trasplante en un sujeto que padece de diabetes. En una
realizacion preferida, una célula o poblacién celular adecuada para el trasplante es un célula o poblacion celular
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progenitora pancreatica, o una célula o poblaciéon celular progenitora pancreatica PDX1-positiva, o una célula o
poblacién celular precursora endocrina, o una célula endocrina mono o poli-hormonal y/o cualquier combinacion de
células o poblaciones de células, o incluso células o poblaciones de células de las mismas purificadas o
enriquecidas. Células adecuadas para los aspectos descritos en la presente memoria se describen ademas en
detalle en la Patente U.S. 7.534.608.

Como se emplea en la presente memoria el término “almacenamiento” o equivalentes del mismo se refiere al
almacenamiento o al mantenimiento de células bien sobre o bajo congelacion. El término también pretende incluir el
mantenimiento de las células antes de usarse en el trasplante en un sujeto.

Como se emplea en la presente memoria el término “crioconservacion” o equivalentes del mismo se refiere a la
conservacion de las células a temperaturas bajo cero.

Como se emplea en la presente memoria el término “hibernacién” o equivalentes del mismo se refiere a la
conservacion de las células a temperaturas bajo cero y lo suficientemente por debajo de la temperatura fisiolégica tal
que uno o mas de los procedimientos fisiolégicos normales descienden o se detienen. En un aspecto, temperaturas
de hibernacion preferidas oscilan entre 0 y 4°C, preferiblemente a aproximadamente 4°C. El medio de hibernacion
como se emplea en la presente memoria incluye cualquier medio que carezca de un almacenamiento celular
compatible fisioldgicamente por encima de las temperaturas de congelacion, preferiblemente aproximadamente 4°C.

Condiciones de hibernacion

Las temperaturas de hibernacién normalmente oscilan entre aproximadamente 0 y 5°C, preferiblemente
aproximadamente 4°C. Se pueden emplear varios tipos de medios como medio de hibernacién junto con los
métodos del momento. Los métodos de la técnica anterior para congelar e hibernar las células emplean un medio
complejo que comprende tampones y proteina afadida, a veces incluye componentes sin determinar
completamente, tal como suero. Sin embargo, para minimizar la toxicidad y la inmunogenicidad tales aditivos no son
deseables para el trasplante en seres humanos. En aspectos preferidos, el medio de hibernacion esta libre de Ca™
afiadido. En determinados aspectos, el medio para hibernar células esta libre de proteina afiadida y/o libre de un
tampon. Un medio de hibernacion preferido incluye o consiste en cantidades minimas de glucosa o en cantidades
moderadas de glucosa en una disolucion salina, por ejemplo, bien sin glucosa adicional o bien entre
aproximadamente 0,1%-0,9% de glucosa en disolucion salina. En aspectos preferidos, el medio de hibernacion
incluye o consiste en aproximadamente 0,1-0,5% de glucosa. En un aspecto mas preferido, el medio incluye o
consiste en aproximadamente 0,2% de glucosa. En aspectos preferidos, el medio de hibernacion incluye o consiste
en un pequefio porcentaje (vol/vol) de NaCl, por ejemplo, aproximadamente 0,1-1% NaCl, preferiblemente
aproximadamente 0,5-0,9% NaCl. En determinados aspectos, se pueden emplear medios mas complejos, por
ejemplo, disolucion salina equilibrada de Hank, medio minimo esencial Dulbecco, o medio minimo esencial
modificado de Eagle. En determinados aspectos puede ser deseable suplementar con aditivos el medio de
hibernacion elegido, por ejemplo, proteina afiadida (por ejemplo, proteina sérica o proteina entera de mamifero
(preferiblemente inactivada por calor)), tampones (por ejemplo, tampones fosfato, HEPES, o similares),
antioxidantes, factores de crecimiento, KCI (por ejemplo, a aproximadamente 30 mM), lactato (por ejemplo, a
aproximadamente 20 mM), piruvato, MgCl, (por ejemplo, a aproximadamente 2-3 mM), sorbitol (por ejemplo, a
aproximadamente 300 mM) u otros aditivos bien conocidos en la técnica.

En determinados aspectos, las células hibernan a aproximadamente 0-5°C, preferiblemente aproximadamente a
4°C. En determinados aspectos, las células se mantienen a aproximadamente 4°C en un medio de hibernacion antes
de congelarse o usarse. En otros aspectos, las células se mantienen aproximadamente a 4°C en un medio de
hibernacién después de congelarse. En otros aspectos, las células se mantienen a aproximadamente 4°C en un
medio de hibernacion sin congelacion. En determinados aspectos, las células se mantienen en un medio de
hibernacién a aproximadamente 4°C durante al menos aproximadamente 1 hora y hasta aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o hasta 30 dias antes de congelarse,
después de congelarse o antes de emplearse en el trasplante. En otros aspectos, las células se mantienen en un
medio de hibernacién a aproximadamente 4°C durante al menos aproximadamente 12-72 horas antes de
congelarse, después de congelarse o antes de emplearse en el trasplante. En determinados aspectos las células se
mantienen en un medio de hibernacion a aproximadamente 4°C durante al menos aproximadamente 24 horas antes
de congelarse, después de congelarse o antes de emplearse en el trasplante. En una realizacion mas preferida, las
células se mantienen en un medio de hibernacién a aproximadamente 4°C durante al menos aproximadamente 36-
48 horas antes de congelarse, después de congelarse o antes de emplearse en el trasplante.

Condiciones de crioconservacion

En algunos aspectos las células se crioconservan empleando una disoluciéon de crioconservacion. Una disolucion o
medio de crioconservacion incluye una disolucién que contiene un conservador, es decir, un compuesto que protege
a las células contra el dafio intracelular y/o de la membrana celular cuando las células se congelan o descongelan.
Un crioconservador se identifica mediante la mejora de la viabilidad y/o funcionalidad de las células en contacto con
el crioconservador cuando se compara con las células que se congelan o descongelan de manera similar en
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ausencia del crioconservador. Junto a los métodos del momento se puede emplear cualquier crioconservador y el
término significa que abarca tanto a los crioconservadores intracelulares como extracelulares.

En una disoluciéon crioconservada se puede emplear cualquier crioconservador conocido en la técnica. En
determinados aspectos, las disoluciones de crioconservacion incluyen crioconservadores intracelulares que incluyen,
pero no se limitan a, dimetilsulféxido (DMSO), varios dioles y trioles (por ejemplo, etilenglicol, propilenglicol,
butanodiol y triol y glicerol), asi como varias amidas (por ejemplo, formamida y acetamida); y se pueden emplear
también crioconservadores extracelulares que incluyen pero no se limitan a, catabolitos fosfomono y fosfodiéster de
fosfoglicéridos, polivinilpirrolidona, o metilcelulosa (por ejemplo, al menos 0,1%) en solitario o en combinaciéon con
cualquiera de los crioconservadores intracelulares.

En aspectos preferidos, se emplea DMSO como el crioconservador. EI DMSO se puede emplear en un amplio rango
de concentraciones, por ejemplo, aproximadamente 1%, aproximadamente 2%, aproximadamente 3%,
aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%, aproximadamente 7%, aproximadamente 8%,
aproximadamente 9%, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%, aproximadamente 12%, aproximadamente
13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15% o mas. En mas aspectos preferidos la concentracion de DMSO
oscila de aproximadamente 6% a aproximadamente 12%. En aspectos preferidos en particular la concentracion de
DMSO es aproximadamente 10%.

En determinados aspectos, el crioconservador se afiade a las células de una manera progresiva para incrementar
gradualmente la concentracion del crioconservador hasta alcanzar la concentracion de crioconservador final
deseada. En determinados aspectos, las células se ponen en contacto con una disoluciéon de crioconservaciéon que
contiene el crioconservador a la concentracion final deseada o el crioconservador se afiade directamente al medio
base sin un incremento gradual en la concentracion.

La disolucion de crioconservacion incluye el crioconservador en un medio base apropiado. Para este proposito se
puede emplear cualquier tipo de medio. En aspectos preferidos, el medio base al que se afiade el crioconservador
esta libre de Ca™ afiadido. En determinados aspectos el medio al que se afiade el crioconservador esta libre de
proteina afiadida y/o esta libre de un tampén. En otros aspectos, el medio base (por ejemplo DMEM o DMEM/F12) al
que se afiade el crioconservador incluye o consiste en aproximadamente 0,1-0,5% de glucosa o contiene poco o
nada de glucosa. En algunos aspectos de este aspecto, el medio base (por ejemplo DMEM o DMEM/F12) al que se
afade el crioconservador incluye o consiste en aproximadamente 0,5-0,9% de NaCl. En aspectos preferidos, el
medio base al que se afnade el conservador incluye o consiste en muy poco o nada de glucosa y aproximadamente
0,5-0,9% de NaCl. En otro aspecto preferido, el medio base al que se afiade el crioconservador incluye o consiste en
aproximadamente 0,1 a 0,2% de glucosa. En algunos aspectos de este aspecto, el medio base al que se afiade el
crioconservador incluye o consiste en aproximadamente 0,5-0,9% de NaCl.

En determinados aspectos la disolucién de crioconservacion puede contener también proteina afiadida, por ejemplo,
suero, por ejemplo, suero fetal bovino o suero fetal humano, o una proteina sérica, por ejemplo, albumina o suero
genosuprimido sustituido. En otros aspectos, el crioconservador puede contener también otros aditivos, tal como los
que se describen anteriormente para la inclusion en el medio de hibernacion, por ejemplo, antioxidantes, factores de
crecimiento, KCI (por ejemplo, a aproximadamente 30 mM), lactato (por ejemplo a aproximadamente 20 mM),
piruvato, MgCl, (por ejemplo, a aproximadamente 2-3 mM), sorbitol (por ejemplo en una osmolaridad de
aproximadamente 300 mM) u otros aditivos bien conocidos en la técnica.

Una vez que las células se resuspenden en la disolucién de crioconservacion, la temperatura de las células se
reduce de una manera controlada. En el enfriamiento de las células bajo cero, la reduccion de la temperatura ocurre
preferiblemente de forma lenta para permitir a las células establecer un equilibrio entre la concentracion intracelular y
la extracelular del crioconservador tal que se inhiba la formacion de cristal de hielo intracelular. En algunos aspectos,
la velocidad de enfriamiento es preferiblemente lo suficientemente rapida como para proteger a las células de un
exceso de pérdida de agua y de los efectos toxicos de los crioconservadores. Las células se pueden crioconservar a
una temperatura de entre -20°C y aproximadamente -250°C. Preferiblemente, las células se almacenan por debajo
de -90°C para minimizar el riesgo de recristalizacion de hielo. En aspectos preferidos particularmente, las células se
crioconservan en nitrégeno liquido a aproximadamente -196°C. Alternativamente, la congelacién controlada se
puede realizar con la ayuda de un equipo de congelacion controlado eléctricamente disponible comercialmente.

Condiciones de descongelacion

Después de la crioconservacion, las células se pueden descongelar a través de cualquier método disponible. En un
aspecto preferido, las células se descongelan rapidamente, por ejemplo, mediante inmersién rapida en liquido a
37°C. Una vez que las células se descongelan, se realiza la dilucion del crioconservador mediante la adicion de un
medio de dilucién.

Para diluir la disolucién de crioconservacion que esta en contacto con las células descongeladas se puede emplear
cualquier medio. Por ejemplo, se puede emplear para diluir la disolucién de crioconservacion cualquier medio
enumerado anteriormente para el empleo de células en hibernacion, o para el crecimiento y diferenciacion de
células. También son adecuados otros medios, por ejemplo, la disolucién salina equilibbrada de Hank
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(preferiblemente sin Ca™"), DMEM que contiene medio sin glucosa o con cantidades minimas a bajas de glucosa. Se
pueden emplear en medios para dilucion, por ejemplo, los aditivos enumerados anteriormente para la inclusion en
los medios de hibernacion o congelacion. Ejemplos de aditivos incluyen, por ejemplo, tampones (por ejemplo,
tampones fosfato, HEPES, o similares), antioxidantes, factores de crecimiento, KCI (por ejemplo, a
aproximadamente 30 mM), lactato (por ejemplo, a aproximadamente 20 mM), piruvato, MgCl, (por ejemplo, a
aproximadamente 2-3 mM), sorbitol (por ejemplo en una osmolaridad de aproximadamente 300 mM) u otros aditivos
bien conocidos en la técnica. Otros aditivos adecuados incluyen ADNasa (por ejemplo, disponible comercialmente
en Genentech, incorporado como PULMOZYMEOR). El medio que se emplea para diluir la disolucion de
crioconservacion puede, opcionalmente, contener proteina afiadida, por ejemplo proteina afadida (por ejemplo,
suero de mamifero (preferiblemente inactivado por calor)) o una proteina sérica, tal como albumina. En otros
aspectos, el medio no contiene proteina afiadida y/o tampdn afiadido.

Después de la dilucion del crioconservador, a las células se las puede permitir a continuacion disolverse o pueden
formar un precipitado de células bajo la fuerza centrifuga para eliminar las células de la disolucién de
crioconservacion en la medida de lo posible. Las células se pueden lavar luego en un medio que no contenga un
crioconservador. Seria preferible para las células permanecer a temperatura ambiente después de la adicién del
medio de lavado y antes de dejar a las células disolverse o formar un precipitado bajo la fuerza centrifuga. En
aspectos preferidos, las células permanecen a temperatura ambiente durante aproximadamente 10, 15, 20, 30
minutos antes de la segunda centrifugacion. Para lavar las células se puede emplear cualquier medio conocido en la
técnica, por ejemplo, se puede utilizar cualquier medio de hibernacién o dilucién enunciado anteriormente.

Después de descongelar y lavar, las células se cultivan a 37°C durante distintos periodos de tiempo para permitir
recuperarse antes del trasplante. Las células se pueden cultivar en cualquier medio de cultivo, preferiblemente en un
medio adecuado para su etapa de diferenciacién. Durante este tiempo algunas células pueden morir.

Para usarse en el trasplante, las células se deberian suspender en un medio final que sea adecuado para la
administracion a un sujeto. El trasplante de células es similar sustancialmente al que se describe en la Patente U.S.
N° 7.534.608.

Ademas, las células descongeladas se pueden mantener en el medio de hibernacion como se describe
anteriormente entre 0 y 37°C, preferiblemente aproximadamente a 4°C durante hasta 1 hora y hasta
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, o hasta 30 dias
antes de usarse en el trasplante sin una pérdida significativa en la viabilidad. En algunos aspectos, no ocurre una
pérdida significativa estadisticamente en la viabilidad celular.

Determinar la viabilidad de las células recuperadas

Después del almacenamiento, puede ser deseable ensayar la viabilidad y/o funcionalidad de las células antes del
trasplante para confirmar su idoneidad de uso, por ejemplo, en el trasplante. Esto se puede realizar empleando una
variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células se pueden tefiir empleando tintes
indispensables, tal como, por ejemplo, azul tripan o bromuro de etidio o naranja de acridina. En determinados
aspectos, una poblacién de células adecuada para el trasplante es al menos entre aproximadamente 50-100%
viable. En aspectos preferidos, una poblaciéon de células adecuada para el trasplante es al menos aproximadamente
50%, es al menos aproximadamente 55%, es al menos aproximadamente 60%, es al menos aproximadamente 65%,
es al menos aproximadamente 70%, es al menos aproximadamente 75%, es al menos aproximadamente 80%, es al
menos aproximadamente 85%, es al menos aproximadamente 90%, es al menos aproximadamente 95%, es al
menos aproximadamente 96%, es al menos aproximadamente 97%, es al menos aproximadamente 98%, es al
menos aproximadamente 99%, viable. En aspectos preferidos particularmente, tal poblacion de células es al menos
aproximadamente 85% viable.

En otros aspectos, se pueden determinar las caracteristicas morfométricas de las células como una medida de la
idoneidad de las células para usarse en el trasplante. En aspectos preferidos, la morfologia de las células que se
han almacenado empleando los métodos actuales y que son idéneas para el trasplante no difieren (por ejemplo,
significativa estadisticamente) de las células en fresco. En aspectos preferidos, la morfologia de las células in vivo
que se han almacenado empleando los métodos del momento y que son adecuados para el trasplante no difieren
(por ejemplo, significativa estadisticamente) de las células en fresco.

En el caso de agrupaciones celulares, la masa celular se puede cuantificar antes y después de la
congelacién/descongelacion y recuperacion celular. En un aspecto, las agrupaciones celulares cultivadas en
suspension se pueden manipular para envasarse. El area ocupada por las agrupaciones se puede fotografiar y
medir a continuacion. Mediante la comparacion de las areas ocupadas por las células antes y después de
congelar/descongelar y de la recuperacion, se puede determinar un valor para el porcentaje de recuperacion.

Las células que se han almacenado se pueden ensayar también para la presencia de determinadas hES y/o
progenitores pancreaticos o marcadores de células que secretan hormonas para determinar si son adecuados para
el uso en el trasplante. Este método se ha descrito en detalle mas arriba en Kroon et al. 2008, anteriormente citado,
o en la Patente U.S. N° 7.534.608.
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Adicionalmente, o alternativamente, las células se pueden ensayar por su funcionalidad, por ejemplo, como se
discute en Kroon et al. 2008, anteriormente citado, o en la Patente U.S. N° 7.534.608.

Dispositivos de encapsulacion

Un aspecto descrito en la presente memoria se refiere a dispositivos de encapsulacién. Tales dispositivos se pueden
implantar en un mamifero para tratar una variedad de enfermedades y trastornos. En aspectos preferidos, el
dispositivo comprende un dispositivo de inmuno-aislamiento, biocompatible, que es capaz de encapsular
completamente un agente activo biolégicamente y/o células en él. Por ejemplo, tales dispositivos pueden albergar
cantidades de células eficaces terapéuticamente con una membrana semi-permeable que tiene un tamafio de poro
tal que el oxigeno y otras moléculas importantes para la supervivencia y la funcion celular se puedan mover a través
de la membrana semi-permeable pero que las células del sistema inmunoldgico no puedan penetrar o pasar a través
de los poros. De manera similar, tales dispositivos pueden contener cantidades eficaces terapéuticamente de un
agente activo biolégicamente, por ejemplo, un factor angiogénico, un factor de crecimiento, una hormona, y
similares.

Los dispositivos descritos en la presente memoria se pueden emplear para tratar patologias que requieren el
suministro continuo de sustancias activas bioldgicamente para el organismo. Tales dispositivos pueden referirse
también, por ejemplo, como 6rganos bioartificiales, que contienen mezclas homogéneas o heterogéneas de agentes
activos biolégicamente y/o células, o células que producen una o mas sustancias activas biolégicamente de interés.
Lo ideal seria que los agentes biolégicamente activos y/o células se encapsularan o encerraran totalmente en al
menos un espacio interno o en camaras de encapsulacién, que se unieran mediante al menos una o mas
membranas semi-permeables. Tal membrana semi-permeable deberia permitir pasar a la sustancia encapsulada
activa biolégicamente de interés (por ejemplo, insulina, glucagén, polipéptido pancreatico, y similares), haciendo
disponible a la sustancia activa para las células diana fuera del dispositivo y en el cuerpo del paciente. En un
aspecto preferido, la membrana semi-permeable permite que los nutrientes presentes de manera natural en el sujeto
pasen a través de la membrana para proporcionar nutrientes esenciales a las células encapsuladas. Al mismo
tiempo, tal membrana semi-permeable impide o previene que las células del paciente, mas en particular a las células
del sistema inmunuldgico, pasen a través del dispositivo y dafien las células encapsuladas en el dispositivo. Por
ejemplo, en el caso de la diabetes, este planteamiento puede permitir a la glucosa y al oxigeno estimular a las
células que producen insulina para liberar insulina segun es requerido por el organismo en tiempo real, mientras que
previene a las células del sistema inmunoldgico reconocer y destruir a las células implantadas. En un aspecto
preferido, la membrana semi-permeable impide que las células implantadas escapen de la encapsulacion.

Dispositivos preferidos pueden tener determinadas caracteristicas que son deseables pero que no se limitan a una o
a una combinacion de las siguientes: i) estar comprendido de un material biocompatible que funcione bajo
condiciones fisiologicas, incluyendo pH y temperatura; ejemplos incluyen, pero no se limitan a, materiales
anisotropicos, polisulfona (PSF), laminas de nano-fibra, poliimida, tetrafluoroetileno/politetrafluoroetileno (PTFE;
también conocido como Teflon®, ePTFE (politetrafluoroetilieno expandido), poliacrilonitrilo, polietersulfona, resina
acrilica, acetato de celulosa, nitrato de celulosa, poliamida, asi como membranas de hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC); ii) no liberar compuestos toxicos que dafien al agente activo biolégicamente y/o a las células encapsuladas
dentro del dispositivo; iii) promover la secrecion o liberacion de un agente o macromolécula activa biolégicamente a
través del dispositivo; iv) promover cinéticas rapidas de difusion de la macromolécula; v) promover la estabilidad a
largo plazo de las células encapsuladas; vi) promover la vascularizacion; vii) comprender membranas o una
estructura/cubierta que sea inerte quimicamente; viii) proporcionar propiedades mecanicas estables; ix) mantener la
integridad de la estructura/cubierta (por ejemplo, prevenir la fuga accidental de agentes y/o células toxicas o
dafinas); x) ser recargable y/o desechable; xi) ser expandible mecanicamente; xii) no contener puertos o al menos
uno, dos, tres 0 mas puertos; xiii) proporcionar el medio a las células trasplantadas del inmuno-aislamiento hasta el
tejido hospedador; xiv) ser facil de fabricar y de producir; y xv) poderse esterilizar.

Los aspectos de los dispositivos de encapsulaciéon descritos en la presente memoria no pretenden limitarse a
determinados tamarios, formas, disefios, capacidad de volumen, y/o materiales empleados para fabricar los
dispositivos de encapsulacion, siempre y cuando se alcancen uno o mas de los elementos anteriores.

Disefos del dispositivo

En un aspecto, el dispositivo de encapsulado se mejora mediante la creacion de uno o mas compartimentos en el
dispositivo, distinto al creado por sellado o soldadura alrededor de la periferia o de los bordes para prevenir la
pérdida de las células y/o los agentes activos biolégicamente. La Figura 1 es un ejemplo de un esquema de un
aspecto del dispositivo, pero el dispositivo no pretende vincularse a este disefio. En cambio, el disefio puede incluir
variaciones tales como las habituales en la técnica. En algunos aspectos, el disefio del dispositivo se puede
modificar dependiendo del tipo de agentes activos biolégicamente y/o células encapsuladas y satisfacer las
necesidades y la funcién del estudio. Ademas, un dispositivo de cualquier tamafio o forma razonable se puede
compartimentar para tener al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,
al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o mas
camaras o compartimentos. Un propdsito para crear una pluralidad de compartimentos es incrementar el area
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superficial para el intercambio de nutrientes y de oxigeno entre las células encapsuladas y, por ejemplo, el espacio
intersticial alrededor del dispositivo; véanse por ejemplo, las FIGs. 1-11. Ademas, tales disefios prohiben o no
promueven grandes agrupaciones o agregados celulares tal que las células envasadas en el centro de las grandes
agrupaciones/aglomeraciones rechazan, o reciben menos, nutrientes y oxigeno y, por tanto, posiblemente no
sobrevivan. Por lo tanto, los dispositivos que contienen una pluralidad de camaras o compartimentos son mas
capaces de dispersar las células a través de la camara/compartimento o de las camaras/compartimentos. En este
sentido, existe mas posibilidad para cada célula para recibir nutrientes y oxigeno, promoviendo asi la supervivencia
celular e impidiendo la muerte celular.

Un aspecto se refiere a un dispositivo de forma sustancialmente eliptica a rectangular; véanse las FIG. 1 y 6.
Ademas, estos dispositivos se compartimentan o reconfiguran ademas para que en lugar de un dispositivo aplanado
ligeramente haya una costura o soldadura a través del centro del dispositivo, en cualquiera de las mitades de sellado
del dispositivo, formando por tanto dos reservorios, limenes, camaras, espacios vacios, receptaculos o
compartimentos separados; o la soldadura o costura crea una camara con forma de U que se separa o divide en la
mitad debido a la soldadura, pero en este caso tal soldadura no cierra completamente las camaras; véase la FIG. 1.
En la FIG. 1 dos puertos proporcionan una mayor facilidad de llenado y descarga células en y a través de las
camaras.

Otro aspecto se refiere a un dispositivo con forma rectangular o eliptica similar que tiene 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 o
mas soldaduras a través del plano del dispositivo. En algunos aspectos las soldaduras estan a través del lado o
plano horizontal del dispositivo. En otros aspectos las soldaduras estan a través del lado o plano vertical del
dispositivo. En otros aspectos, se presentan soldaduras entrecruzadas a través de ambos lados o planos horizontal
y vertical. En algunos aspectos las soldaduras estan en paralelo y equidistantes las unas de las otras. En otros
aspectos las soldaduras estan perpendiculares. En otros aspectos las soldaduras estan en paralelo pero no
equidistantes. Como en el ejemplo anterior, tal disefio puede formar de manera eficaz hasta 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 100
mas camaras, separadas completamente si la soldadura atraviesa y conecta ambos limites del dispositivo, o puede
crear una camara continua pero interdigitada. Ademas, aunque se describen determinados ejemplos de dispositivos
en las FIGs.1-11 con soldaduras en paralelo o en paralelo y equidistantes, se pueden personalizar o fabricar otros
dispositivos con soldaduras en cualquier direccion u orientacion, incluyendo largas soldaduras que tienen regiones
discontinuas sin soldaduras. El tipo y nimero de soldaduras que se usen puede depender de la poblacién celular o
del agente empleado y del tratamiento o propésito. En algunos aspectos, las soldaduras se pueden disponer para
modificar el aspecto del dispositivo.

La Figura 1 muestra un dispositivo de encapsulacion que representa las caracteristicas descritas en la presente
memoria, pero como se describe anteriormente, esto es sélo una ilustracion y un experto habitual en al técnica
puede contemplar que mediante la formacién de diferentes configuraciones empleando soldaduras o costuras en
cualquiera de tales dispositivos, puede personalizar el nimero de compartimentos adecuados para el propodsito. Las
Figuras 2-5 muestran las secciones superior, lateral y final del mismo dispositivo. El dispositivo se puede soldar
ultrasénicamente alrededor del perimetro entero 1 para crear un lumen interno completamente cerrado. Se pueden
emplear otros medios para sellar o cerrar las membranas para formar la bolsa similar al dispositivo. El lumen se
compartimenta ademas mediante una soldadura interna 2 que se localiza en el centro y se extiende a lo largo del eje
del dispositivo. Esta soldadura se extiende hasta un punto 3 que limita eficazmente el grosor o profundidad de cada
compartimento, sin embargo no segrega completamente el lumen interno. Para este propdésito se controla la anchura
y la profundidad de los compartimentos y se pueden variar segun se requiera para facilitar la supervivencia y el
rendimiento del producto celular. Por otra parte, todas las dimensiones del dispositivo, que incluyen pero no se
limitan a, la longitud total, anchura total, grosor de la soldadura perimetral, anchura de la soldadura perimetral,
longitud del compartimento, anchura del compartimento, profundidad del compartimento, longitud de la soldadura
interna, anchura de la soldadura interna y posicion del puerto, son especificaciones de disefio que se pueden
modificar para optimizar el dispositivo para productos y/o agentes activos biolégicamente en particular.

En referencia a la Figura 1, el compartimento se carga con un producto celular o agente activo biolégicamente a
través de las dos puertos 5, 5’ que se incorporan en el dispositivo durante la soldadura ultrasénica del perimetro.
Estos puertos se extienden dentro del lumen o de los compartimentos y permiten el acceso al compartimento con el
proposito de distribuir las células y/o agentes uniformemente durante la carga. Ademas, como los puertos 5, 5 se
conectan a través del lumen interno en forma de U como en la FIG.1, se permite descargar el gas a través de cada
puerto 5 mientras que el puerto 5 adyacente se esta cargando, previniendo por tanto la acumulacién de presion en
el dispositivo.

Alternativamente, en otro aspecto, los dispositivos proporcionados en la presente memoria no contienen puertos de
entrada o salida, es decir, se dice que los dispositivos carecen de puertos. Tal aspecto se muestra en la FIG.6. Las
Figuras 7-9 muestran una seccion superior, lateral y terminal de un dispositivo sustancialmente similar. Puede ser
necesario un proceso de dos, tres 0 mas etapas de soldadura para crear un dispositivo sin puertos como los que se
muestran en las FIGs. 6-11. Por ejemplo, en un aspecto, el perimetro exterior 6 eliptico/rectangular y los puntos de
soldadura 7 de compartimentacién se crean primero mediante soldadura ultrasénica. Los puntos de soldadura 7
funcionan de manera similar a los de la soldadura interna 2 de la FIG.1. Los puntos de soldadura 7 se localizan de
manera cruzada al dispositivo para limitar periédicamente la expansién del lumen o del compartimento 8 en
cualquier punto dado. De nuevo, el lumen o compartimentos 8 creado mediante puntos de soldadura interconectan
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por lo tanto los compartimentos 8, y no aislan o separan completamente ningun lumen o compartimento. Por otra
parte, el nUmero total, diametro y distribucién de los puntos de soldadura 7 son parametros de disefio que se pueden
optimizar para acomodar las cargas dinamicas y las tasas de crecimiento de cualquier producto o agente.

Una vez que las células se cargan en el dispositivo, el perimetro externo se sella completa y asépticamente
mediante una segunda soldadura ultrasénica a través del borde 9 del dispositivo. El resultado del proceso de sellado
en multi-etapas es que los dispositivos finales estan totalmente cerrados y carecen de puertos a lo largo del
perimetro. Este planteamiento simplifica el proceso de carga y mejora la integridad y seguridad total del dispositivo,
como los puertos pueden ser un area del perimetro pueden aparecer fisuras como resultado de una soldadura
ultrasonica deficiente.

Ademas, aunque el proceso anterior se describié en 2 etapas secuenciales, los medios para encapsular las células
y/o agentes no se limita a las 2 etapas descritas sino que cualquier nimero de etapas, en cualquier orden, necesario
para encapsular las células previene y reduce al mismo tiempo el nivel de rotura del dispositivo.

En otro aspecto, las FIGs. 10 y 11 muestran un dispositivo de encapsulacion sustancialmente similar al dispositivo
mostrado en la FIG. 6, pero los puntos de soldadura 10 se han modificado durante el proceso de soldadura para no
tener centros. Un experto habitual en la técnica puede realizar esto de varias maneras, por ejemplo, mediante el
empleo de un sonotrodo ultrasénico que tiene un borde afilado interno que puede cortar el material inmediatamente
después de la soldadura. Estas soldaduras de rotura 10 tienen la ventaja de que se integran mas facilmente con el
tejido del hospedador ya que las soldaduras de rotura 10 promueven la vascularizacion del dispositivo, mejorando
por tanto la supervivencia y el rendimiento de los productos y/o agentes celulares dependientes de oxigeno. Como
consecuencia de facilitar y promover una nueva vascularizacion a través del dispositivo, existe un transporte de
oxigeno difusivo mejorado en la direccion X-Y, que se limita normalmente hacia el centro de los dispositivos de capa
plana.

En otros aspectos, el disefio del dispositivo puede tener diferentes formas, por ejemplo, el dispositivo de
encapsulacion celular puede tener forma de tubo o tubo aplanado o cualquier otra forma que satisfaga uno de los
requerimientos anteriores para un dispositivo de la presente divulgacion.

Materiales del dispositivo

Las membranas permeables e impermeables celulares se han descrito en la técnica incluyendo las patentes
anteriormente descritas por Baxter o referidas anteriormente de otra manera como dispositivos de encapsulacion
celular TheraCyte que incluyen, las Patentes U.S. N°° 6.773.458; 6.520.997; 6.156.305; 6.060.640; 5.964.804;
5.964.261; 5.882.354; 5.807.406; 5.800.529; 5.782.912; 5.741.330; 5.733.336; 5.713.888; 5.653.756; 5.593.440;
5.569.462; 5.549.675; 5.545.223; 5.453.278; 5.421.923; 5.344.454; 5.314.471; 5.324.518; 5.219.361; 5.100.392; y
5.011.494.

En un aspecto, los dispositivos de encapsulacion se comprenden de un material biocompatible que incluye, pero no
se limita a, materiales anisotrépicos, polisulfona (PSF), laminas de nano-fibra, poliimida,
tetrafluoroetileno/politetrafluoroetiieno (PTFE; también conocido como Teflon®, ePTFE (politetrafluoroetileno
expandido), poliacrilonitrilo, polietersulfona, resina acrilica, acetato de celulosa, nitrato de celulosa, poliamida, asi
como membranas de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Estos tipos de membrana y otros sustancialmente similares
y componentes se fabrican por Gore®, Phillips Scientific®, Zeus®, Pall® y Dewal® por mencionar algunos.

Dispositivos inmovilizados

Se proporciona también un dispositivo implantable, que se inmoviliza en un lugar de trasplante para mantener la
célula encapsulada y/o agente activo biolégicamente en el lugar de implantacién y permitir la difusion de, por
ejemplo, un polipéptido terapéutico expresado y secretado a partir del lugar de implantacion. En un aspecto, el lugar
de implantacion esta en, o se encierra proximo a, el tejido u érgano que es centro del tratamiento. En otros aspectos,
cuando el reparto del agente secretado a partir del dispositivo no depende de la localizacion y la distribucion del
agente es dependiente de la vasculatura, el dispositivo se puede implantar en una localizacion distante. Por ejemplo,
en un aspecto preferido, el dispositivo biocompatible se implanta subcutaneamente bajo la piel en el antebrazo, o en
el costado, o en la espalda, o en el gluteo, o en la pierna y similares, donde permanece sustancialmente hasta el
momento en el que se requiera ser eliminado.

Dispositivos expandibles

Los dispositivos descritos en la presente memoria tienen superficies interiores y exteriores en donde el dispositivo
contienen al menos un vacio (o reservorio, o lumen, o depdsito o compartimento) y en donde se abre al menos un
vacio hasta la superficie interna del dispositivo. Los dispositivos implantables convencionales se fabrican
normalmente de materiales biocompatibles rigidos, no expandibles. Un aspecto del dispositivo descrito en la
presente memoria se fabrica de un material expandible. Otros aspectos se dirigen a materiales no expandibles. Si el
dispositivo es capaz de expandirse puede ser una parte inherente de los materiales empleados para producir el
dispositivo, por ejemplo, un recubrimiento polimero que es expandible, o se puede disefiar para que sea expandible
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o tenga capacidades expandibles. Por ejemplo, se proporciona un dispositivo que se expande en tamafio para
albergar células o para recargar un dispositivo existente.

En otro aspecto, el dispositivo implantable esta contenido en una carcasa o soporte, que es ligeramente mas rigido,
y no expandible, pero que permite medios suficientes para incrementar la capacidad de la célula o agente de
incrementar en ndmero o aumentar los dispositivos de implante. Por ejemplo, medios para insertar un reservorio,
lumen, depdsito, compartimento o casete adicional que tiene células o agente pre-cargados. Alternativamente, la
carcasa contiene una pluralidad de dispositivos donde solo algunos de los cuales estan cargados con ceélulas
encapsuladas o tienen células encapsuladas, mientras que otros estan vacios, los cuales se pueden cargar y llenar
con las células o los agentes en un periodo de tiempo posterior o en cualquier periodo de tiempo posterior a la
implantacion inicial. Tal carcasa expandible se comprende de materiales inertes adecuados para implantacion en el
cuerpo, por ejemplo, metal, titanio, aleacion de titanio o una aleaciéon de acero inoxidable, plastico, y ceramica
apropiados para la implantacion en un mamifero, mas especificamente, en el cuerpo humano.

En otro aspecto, tal carcasa o soporte del dispositivo de implante incluye un manguito exterior que tiene un eje
longitudinal, al menos un fragmento a lo largo del eje longitudinal, y un extremo distal y un area de conexion
adaptada al dispositivo para cooperar conjuntamente con el dispositivo. Por analogia, el soporte del dispositivo
funciona de manera similar al soporte de un disco o un casete capaz de albergar mas de un disco o casete en
cualquier periodo de tiempo o durante un periodo de tiempo prolongado. En otro aspecto, el soporte del dispositivo
contiene un expansor adaptado para incrementar la altura del soporte.

Dispositivos de encapsulacion celular recargables

Otro aspecto se refiere a un dispositivo de encapsulacion con un reservorio, lumen, depésito o compartimento
recargable, que se puede llenar o descargar periédicamente con agentes activos y/o células terapéutica o
biolédgicamente adecuados. Tal llenado se puede realizar mediante inyeccion de una cantidad eficaz
terapéuticamente de los agentes activos y/o células terapéutica o biolégicamente adecuadas en un reservorio,
lumen, depdsito o compartimento implantado, por ejemplo, subdérmica o subcutaneamente empleando una jeringa u
otro medio estandar en la técnica para llenar reservorios, limenes, depdsitos o compartimentos in vivo.

Células encapsuladas

En algunos aspectos, el sistema comprende una densidad celular entre aproximadamente 1x10°, 1x10° células/ml a
aproximadamente 1x10'® células/ml o mas. En algunos aspectos, la célula sobrevive bajo condiciones de cultivo o in
vivo en el sistema durante al menos un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete
meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses o un aflo o mas, con una funcionalidad
que represente al menos el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de la funcién expresada en el momento en el
que las células se introducen/introdujeron en el sistema o en el momento en el que las células plenamente
desarrolladas y/o maduras en el sistema, por ejemplo, la implantacion de células progenitoras que necesitan otro
desarrollo o maduracién a células funcionales in vivo. En algunos aspectos, la célula en el sistema crece en dicho
sistema para incrementar la densidad celular y/o la funcién celular tras la implantacién del sistema in vivo.

Métodos para incrementar la viabilidad celular

Un obstaculo en el campo de la encapsulacién/inmuno-aislamiento celular y tisular ha sido la falta de transporte de
nutrientes y oxigeno suficientes a través de las membranas de polimero empleados para encapsular células y
tejidos. El resultado de este intercambio insuficiente de nutrientes y de gas es la disminuciéon de la actividad
metabdlica y la muerte celular. Aspectos descritos en la presente memoria se refieren a un dispositivo de
encapsulacion celular implantable resolviendo esta deficiencia de la técnica anterior.

Se han medido las presiones parciales de oxigeno dentro de los islotes, en su entorno de origen, después del
aislamiento, y después del trasplante en varios dispositivos poliméricos, asi como en los puros o libres, por ejemplo,
bajo la capsula del rifion. Las presiones parciales de oxigeno en los islotes pancreaticos son las mas altas de
cualquier 6rgano del cuerpo (37-46 mmHg). Sin embargo, tras el aislamiento, estos valores caen drasticamente (14-
19 mmHg). Tras el trasplante de los islotes pancreaticos en animales normo-glucémicos los valores descienden
ligeramente (9-15 mmHg) en comparacion con sus valores aislados. Véase Dionne et al., Trans. Am. Soc. Artf.
Intern. Organs. 1989; 35: 739-741; y Carlsson et al., Diabetes Julio 1998 47(7):1027-32. Estos estudios demuestran
que cuando los tejidos se inmuno-aislan y trasplantan, incluso en una regién vascularizada, tal como la capsula del
rifidn, las presiones parciales de oxigeno disminuyen en comparacion con sus estados originales (37-46 mmHg). Por
lo tanto, estas condiciones casi anodxicas pueden dar como resultado la muerte celular, particularmente la de la
célula mas cercana al nucleo de una agrupacion celular o al ntcleo de un dispositivo de encapsulacion.

Para alcanzar una mejor disponibilidad y reparto del oxigeno a las células o tejidos encapsulados y/o a los agentes
activos bioldgicamente, aspectos descritos en la presente memoria se refieren al uso de, por ejemplo, sustancias
perfluoradas en el disefio y/o formulacién del dispositivo, por ejemplo, en las membranas o materiales empleados
para ensamblar el dispositivo. En particular, los compuestos organicos perfluorados, por ejemplo, perfluorocarbonos
(PFCs), son buenos disolventes ya que tienen una solubilidad varias veces mayor por el oxigeno que el agua. Por
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ejemplo, bajo condiciones normales, los PFCs liquidos disuelven entre el 40% y 55% en volumen del oxigeno y entre
el 100 y 150% en volumen del CO. Los PFCs se utilizan principalmente como sustitutos sanguineos y conservantes
tisulares. Adicionalmente, los derivados PFC son compuestos densos, inertes quimicamente, e insolubles en agua
que no se pueden metabolizar.

En otro aspecto de los aspectos, la mejora del reparto de O, se realiza mediante una emulsion de PFC o mezcla de
PFC con alguna matriz. Los componentes o células del dispositivo se podrian, por ejemplo, suspender o impregnar o
incubar en la emulsién/matriz para formar un recubrimiento. Determinadas emulsiones de PFC con mayores
concentraciones en peso/volumen han sido conocidas por tener un mejor reparto de oxigeno y retenciéon de las
propiedades. Y debido a la mayor presion parcial de oxigeno creada por las capacidades de transporte de O de los
PFCs, se crea un gradiente de presion de O, que conduce a la difusién del oxigeno disuelto en el tejido, mejorando
asi el reparto de O; a las células.

La sustancia PFC incluye pero no se limita a, perfluorotributilamina (FC-43), perfluorodecalina, bromuro de
perfluorooctilo, bis-perfluorobutiletano, u otros PFCs adecuados. Los PFCs preferidos contienen normalmente
aproximadamente de 60 a aproximadamente 76 por ciento en peso de flior unido a carbono. Los fluidos
perfluorados pueden ser compuestos Unicos, pero usualmente seran una mezcla de tales compuestos. Patentes
U.S. N* 2.500.388 (Simons); 2.519.983 (Simons); 2.594.272 (Kauck et al.); 2.616.927 (Kauck et al.); y 4.788.339
(Moore et al.). PFCs utiles en los aspectos descritos en la presente memoria incluyen también a los descritos en la
Encyclopedia of Chemical Technology, Kirk-Othmer, Tercera Ed., Vol. 10, paginas 874-81, John Wiley E Hijos
(1980). Por ejemplo, PFCs dtiles incluyen perfluoro-4-metilmorfolina, perfluorotrietilamina, perfluoro-2-
etiltetrahidrofurano, perfluoro-2-butiltetrahidrofurano, perfluoropentano, perfluoro-2-metilpentano, perfluorohexano,
perfluoro-4-isopropilmorfolina, perfluodibutileter, perfluoroheptano, perfluorooctano, y mezclas de los mismos.
Liquidos fluoroquimicos inertes preferidos incluyen el perfluorohexano, perfluoro-2-butiltetrahidrofurano,
perfluoroheptano, perfluorooctano, y mezclas de los mismos. PFCs disponibles comercialmente utiles en los
aspectos descritos en la presente memoria incluyen los fluidos FLUORINERT.TM, por ejemplo, FC-72, FC-75, FC-77
y FC-84, descritos en el boletin del producto 1990 n° 98-0211-5347-7(101.5) NPI, fluidos FLUOROINERT.TM,
(disponible en Minnesota Mining and Manufacturing Company, St. Paul, Minn.), y mezclas de los mismos.

Capacidad de imagen in vivo

En un aspecto, se proporcionan medios para la obtencion de imagenes o deteccion de las células dentro de los
dispositivos de encapsulacion in vivo. Las imagenes desempefian importantes funciones en las terapias de células
madre. Por ejemplo, la obtencion de imagenes de forma no invasiva se puede emplear para: (1) determinar la
presencia, gravedad o fenotipo de la célula y/o enfermedad a tratar; (2) controlar las terapias celulares de implante
para la aparicion de tipos celulares y estructuras perjudiciales o que no sean dianas, tal como quistes o microquistes;
(3) guiar el reparto de la terapia; (4) seguir el trascurso de la enfermedad y evaluar los efectos o la eficacia de la
terapia; (5) proporcionar marcadores y definir mecanismos terapéuticos; (6) analizar y evaluar la supervivencia y la
funcién de las células injertadas; y (7) generalmente facilitar el proceso de cualquier terapia celular, por ejemplo,
mediante la determinacion del injerto, supervivencia, y funcion local de la terapia celular, incluyendo las terapias
celulares descritas en la presente memoria para el tratamiento de la diabetes mediante la sustitucion y/o
implantacion de células progenitoras pancreaticas. Ademas, aunque las terapias celulares ayudan a disminuir la
morbilidad/mortalidad, las técnicas no invasivas de obtencion de imagenes como se describen en la presente
memoria y con mas detalle mas abajo, pueden servir como un criterio de valoracion indirecto util, por ejemplo, en
ensayos preliminares o en estudios preclinicos.

Cualquier tecnologia de obtencion de imagenes in vivo resulta ideal: i) no invasiva; ii) repetitiva de forma fiable; iii)
capaz de la penetracion en el tejido hasta una profundidad de al menos 3 mm; iv) capacidades de resolucion de no
mas de 100 ym e idealmente no mayor de 50 pm; v) la obtencién de imagenes no se atenta por los materiales del
dispositivo, por ejemplo, se puede obtener una imagen a través de PTFE; vi) compatible clinicamente y no ser
incomoda o complicada técnicamente; vii) disponible comercialmente; viii) uso humano aprobado por la FDA,; ix)
coste-eficacia razonable; y x) poder obtener imagenes de células en un periodo de tiempo razonable (por ejemplo,
segundos o minutos), o cualquier combinacion de lo anterior.

Hasta la fecha, los métodos actuales incluyen pero no se limitan a, microscopia confocal, microscopia de 2 fotones,
ultrasonido de alta frecuencia, tomografia de coherencia optica (OCT), tomografia fotoacustica (PAT), tomografia
computarizada (CT), imagen de resonancia magnética (MRI), tomografia computarizada de emision de un solo foton
(SPECT) y tomografia por emision de positrones (PET). Estas tecnologias en solitario o combinadas pueden
proporcionar medios Utiles para controlar las células implantadas. También, se espera que tales tecnologias
mejoraran a lo largo del tiempo pero que los principios esenciales de como funciona cada tecnologia o su utilidad es
sustancialmente similar. Dicho esto, las imagenes in vivo descritas en la presente memoria no se destinan a limitarse
a las tecnologias descritas a continuacion sino que las tecnologias descubiertas y descritas posteriormente podrian
tener la misma utilidad que las que se describen en la presente memoria.
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En un aspecto, la técnica de obtencion de imagenes empleada sera no invasiva y proporcionara datos tomograficos
3-dimensionales, tendra una alta resolucion temporal y espacial, permitira imagenes moleculares, y sera econémica
y portatil. Aunque en la actualidad ninguna modalidad en solitario es ideal (discutido con mas detalle a continuacion),
cada una tiene diferentes atributos y estas modalidades juntas pueden proporcionar informacion complementaria.

La microscopia confocal es una técnica Optica de obtencion de imagenes que incrementa el contraste de la
micrografia y es capaz de reconstruir imagenes tridimensionales mediante el empleo de un agujero estenopeico
espacial para eliminar la luz desenfocada de los especimenes que son mas gruesos que el plano focal. Ya que sélo
se ilumina un punto en la muestra al mismo tiempo, las imagenes en 2D o 3D requieren el escaneo sobre una trama
regular (es decir, un patrén rectangular de lineas de escaneo paralelo) en el espécimen. Se emplean normalmente
tres variaciones de escaneo principal para producir imagenes de microscopia confocal. Se puede conseguir una
operacion confocal equivalente practicamente mediante la etapa de transformacion lateral del espécimen acoplada a
un haz de luz de iluminacion estacionaria (etapa de escaneado), un haz de luz escaneado con una etapa
estacionaria (haz de escaneado), o mediante el mantenimiento de tanto la etapa como la fuente de luz estacionaria
mientras se escanea el espécimen con un conjunto de puntos de luz que se transmiten a través de la aperturas en
un disco giratorio Nipkow o Nipkov. Cada técnica tiene caracteristicas de rendimiento que las hace ventajosas para
aplicaciones confocales especificas, pero que limitan el uso de la caracteristica para otras aplicaciones.

Todas las microscopias confocales cuentan con la capacidad de la técnica para producir imagenes de alta
resolucion, secciones Opticas terminadas, en secuencia a través de las secciones relativamente gruesas o del
montaje completo de los especimenes. Basado en la seccion éptica como la unidad de imagen basica, los datos se
pueden recoger a partir de especimenes fijados y tefiidos en modos de iluminaciéon en solitario, doble, triple, o
multiple longitud de ondas, y las imagenes recogidas con las diferentes estrategias de iluminacion y marcaje se
registraran unos con los otros. Son posibles las imagenes de células vivas y de secuencias en un periodo de tiempo,
y los métodos de procesamiento de imagen digital aplicado a las secuencias de imagenes permiten la
representacion de series-z y tridimensionales de los especimenes, asi como la presentacion de datos 3D de
secuencias a lo largo del tiempo como imagenes en cuatro dimensiones. Se abarca también en los aspectos
descritos en la presente memoria que el uso de los microscopios confocales anteriores no limitan a otros
microscopios confocales actuales o que se descubran posteriormente.

Esta disponible un gran nimero de sondas fluorescentes que, cuando se incorporan en protocolos relativamente
simples, pueden tefiir determinados marcadores de superficie celular y/o proteinas y organulos y estructuras
intracelulares, por ejemplo, Celltracker, Dil, tintes nucleares, y similares. Los marcadores fluorescentes que se unen
de forma especifica directa o indirectamente a determinados marcadores de superficie celular, pueden ser Utiles
especialmente para la identificacion de, por ejemplo, tipos celulares indeseados. En un aspecto preferido, las
imagenes in vivo a tiempo real para la presencia de células pluripotentes encapsuladas proporcionan un medio para
detectar, y por lo tanto, el potencial para prevenir, la formacion de teratoma causado por las células madre
pluripotentes, tal como hES o células gonadales embrionarias humanas o por células madre pluripotentes inducidas
(IPs) o células parthenote, y similares. Los mismos medios de deteccién pueden también identificar células madre
pluripotentes que se han escapado o fugado del dispositivo (0 no estan encapsuladas). La identificacion de tales
células se puede realizar también empleando genes promotores marcados fluorescentemente OCT4 y NANOG que
estan regulados al alza en la expresion de células madre pluripotentes. De manera similar, determinados
marcadores fluorescentes intracelulares que marcan el nucleo, el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico, y la
mitocondria, e incluso tintes tales como faloidinas marcadas fluorescentemente que marcan la actina polimerizada
en las células, estan también disponibles comercialmente y pueden proporcionar informacion crucial a cerca del
destino de una célula.

En otro aspecto, la microscopia de fluorescencia de excitacion de dos fotones (TPEF) es un medio no invasivo para
controlar la diferenciacion o, de forma inversa, para identificar células madre pluripotentes (por ejemplo, células
hESCs o IPS o células parthenote) que no se diferenciaron y se implantaron inadvertidamente como un porcentaje
muy pequefio de células de producto que se encapsularon en el dispositivo descrito en la presente memoria. La
microscopia de fluorescencia de excitacion de dos fotones se basa sustancialmente en fuentes endégenas de
contraste, pero puede detectar también, por ejemplo, moléculas de matriz fibrilar a través de una generacion
armonica secundaria. En resumen, la microscopia de dos fotones se basa en una emision de fluorescencia similar a
la que se emplea en la microscopia confocal. Rice et al. (2007) describieron que la TPFE se puede emplear para
revelar diferencias cuantitativas en el estado bioquimico y en la forma de diferenciacion y no diferenciacion de las
células madre en dos dimensiones (2-D). Véase Rice et al. (2007) J Biomed Opt. 2007 Nov-Dic; 12(6). En un
aspecto, las células madre pluripotentes se pueden modificar genéticamente para expresar una proteina
fluorescente, por ejemplo, una proteina fluorescente verde mejorada, y conducir a células madre pluripotentes
promotoras (por ejemplo, OCT4 o NANOG o cualquier otra célula madre pluripotente promotora identificada
posteriormente). Para los dispositivos implantables que son mas profundos que los implantes subcutaneos, es decir,
profundidad por debajo de la superficie de la piel, la microscopia de fluorescencia de dos fotones proporciona
imagenes no invasivas mas profundas que para la microscopia confocal. Ademas, como la energia del foton
requerida para la excitacion de fluorescencia solo ocurre en el plano de enfoque y no se experimenta en las células
o tejidos en los planos desenfocados, la luz infrarroja que se usa es menos dafina para las células vivas que la
exposicioén a la luz visible o ultravioleta.
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En otro aspecto, el ultrasonido es portatil, esencialmente inocuo, versatil, y se puede realizar a tiempo real en el
momento de la implantacion del producto celular encapsulado y/o agente activo biolégicamente encapsulado. En
particular, el ultrasonido en alta frecuencia tal como el que se describe por VisualSonics. Las imagenes de alta
resolucion permiten el ensayo in vivo de las estructuras anatomicas y de la funcién hemodinamica en estudios
longitudinales de mamiferos. Por ejemplo, Vevo de VisualSonics ofrece: (1) la capacidad de realizar estudios
longitudinales de la progresion y regresion de la enfermedad en sujetos individuales; (2) resolucién de imagen de
estructuras anatémicas y fisioldégicas de pocas a 30 micras; (3) capacidad para visualizar guias de imagenes de una
inyeccion y extraccion con aguja; (4) valoracion del flujo sanguineo microcirculatorio y cardiovascular; (5) alto
rendimiento a través de equipos de uso sencillo e interconexion dirigida a la investigacion; y (6) arquitectura abierta
que permite la medicién completa y anotaciones y analisis de datos sin conexién. La capacidad para ensayar el flujo
sanguineo microcirculatorio y cardiovascular ayudara a determinar la capacidad de las células, por ejemplo el flujo y
el reparto de O..

En otro aspecto, la imagen de resonancia magnética (MRI) se puede utilizar para distinguir entre un tejido sano y
uno enfermo usando un agente de contraste. Pero, en otro aspecto, la tomografia computarizada (CT) o escaneos
CT se pueden utilizar para crear un dibujo detallado de los tejidos y estructuras corporales. De nuevo aqui, se utiliza
un agente de contraste y hace facil visualizar el tejido anormal debido a tasas de absorcion especificas. Un uso de
un agente de contraste, tal como el Indio-111(l-111) oxina, es el seguimiento de las células madre a pesar de tener
una vida media corta. En otro aspecto, se puede emplear la tomografia por emision de positrones (PET) para medir
las emisiones a partir de moléculas que emiten positrones, por ejemplo, carbono, nitrégeno, y oxigeno por nombrar
algunas, y proporcionar informacion funcional util. En otro aspecto, se pueden emplear también la tomografia de
coherencia 6ptica (OCT) o la tomografia fotoacustica (PAT) para examinar las células y los tejidos dentro y fuera del
dispositivo. La OCT detecta diferencias en la reflectividad de varios tejidos mientras que la PAT detecta ondas
ultrasonicas creadas cuando los tejidos se calientan mediante la exposicion a luz laser de baja energia.

Se pueden emplear varios métodos y técnicas o herramientas, solos o combinados, para visualizar, analizar y
ensayar las células implantadas dentro del dispositivo in vivo. Estas y otras tecnologias ahora conocidas o que se
desarrollen mas tarde se pueden utilizar para permitir obtener imagenes in vivo y controlar las células y/o agentes
como se describe en la presente memoria.

Ejemplos
Ejemplo1
Funcion in vivo de los progenitores pancreaticos encapsulados

El siguiente ejemplo se realizd, al menos en parte, para determinar, primero, la integridad de los métodos de
encapsulacion de células progenitoras pancreaticas, que incluyen un dispositivo bio-compatible y un dispositivo
médico/mecanico; y segundo, para determinar si las células progenitoras pancreaticas encapsuladas completamente
sobreviven y maduran para hacer funcionar a las células que secretan hormonas in vivo en comparacion con células
progenitoras pancreaticas sin encapsular (controles).

Los métodos para producir lineas celulares pancreaticas a partir de células madre embrionarias humanas (hES) son
sustancialmente como se describen en la Patente U.S. N° 7.534.608, titulada METHODS OF PRODUCING
PANCREATIC HORMONES, Solicitud de Patente U.S. N° 12/264.760, titulada STEM CELL AGGREGATE
SUSPENSION COMPOSITIONS AND METHODS OF DIFFERENTIATION THEREOF, presentada el 4 de Octubre,
2008; la Solicitud U.S. N° 11/773.944, titulada METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES,
presentada el 5 de Julio, 2007; la Solicitud U.S. N° 12/132.437, GROWTH FACTORS FOR PRODUCTION OF
DEFINITIVE ENDODERM, presentada el 3 de Junio, 2008, Solicitud U.S. N° 12/107.020, titulada METHODS FOR
PURIFYING ENDODERM AND PANCREATIC ENDODERM CELLS DERIVED FROM HUMAN EMBRYONIC STEM
CELLS, presentada el 8 de Abril, 2008; Solicitud U.S. N° 11/875.057, titulada METHODS AND COMPOSITIONS
FOR FEEDER-FREE PLURIPOTENT STEM CELL MEDIA CONTAINING HUMAN SERUM, presentada el 19 de
Octubre, 2007; Solicitud U.S N° 11/678.487, titulada COMPOSITIONS AND METHODS FOR CULTURING
DIFFERENTIAL CELLS, presentada el 23 de Febrero, 2007; Patente U.S. N° 7.432.104, titulada ALTERNATIVE
COMPOSITIONS & METHODS FOR THE CULTURE OF STEM CELLS; Kroon et al. (2008) Nature Biotechnology
26(4): 443-452; D’Amour et al. 2005 Nat Biotechnol. 23:1534-41; D’Amour et al. 2006 Nat Biotechnol. 24(11):1392-
401; McLean et al., 2007 Stem cells 25:29-38.

En resumen, las células madre embrionarias humanas (hES) se mantuvieron sobre capas de alimentacion de
fibroblastos de embriones de raton (medio especializado) en DMEM/F12 (Mediatech) enriquecido con suero
Genosuprimido al 20% de reemplazamiento (KOSR, GIBCO BRL), aminoacidos no esenciales 1 mM (GIBCO BRL),
Glutamax (GIBCO BRL), penicilina/estreptomicina (GIBCO BRL), 2-mercaptoetanol 0,55 mM (GIBCO BRL) y 4
ng/mL de FGF2 humano recombinante (R&D Systems) y enriquecido alternativamente en 10-20 ng/mL de Activina A
(R&D Systems). Los cultivos de las células ES humanas se pasaron manualmente de aproximadamente 1:4 a 1:8,
1:9, 0 1:10 de relacion de separaciéon cada 5 a 7 dias. Antes de la diferenciacién tanto los cultivos adherentes como
las suspensiones de agregados celulares, se lavaron brevemente en PBS™* (que contiene Mg** y Ca**, Invitrogen).
Las lineas celulares ES humanas pueden incluir, pero no se limitan a, CyT49, CyT203, Cyt25, BG01 y BG02.
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Métodos para el cultivo y la diferenciacion de células o poblaciones celulares en suspension se describen en detalle
en la solicitud Internacional PCT/US2007/062755, COMPOSITIONS AND METHODS FOR CULTURING
DIFFERENTIAL CELLS, presentada el 23 de Febrero 2007 y la Solicitud U.S. Nimero 12/264.760, STEM CELL
AGGREGATE SUSPENSION COMPOSITIONS AND METHODS OF DIFFERENTIATION THEREOF, presentada el
4 de Noviembre 2008.

Las condiciones del cultivo de diferenciacion fueron sustancialmente similares a las que se describen en D’Amour et
al. 2006, anteriormente citado, y el Ejemplo 4 de a continuacién, describen ambos un protocolo de diferenciacion de
5 etapas: etapa 1 (endodermo definitivo; d 1-d 4), etapa 2 (tubo digestivo primitivo o endodermo del tracto digestivo
superior; d 5 a d 8), etapa 3 (tracto digestivo superior posterior o endodermo Pdx1-positivo; d 9 a d 12), etapa 4
(progenitor pancreatico, epitelio pancratico y/o precursor endocrino; d 13 a d 15) y etapa 5 (célula endocrina que
expresa hormonas, d 16 o mas).

En la etapa 4, el acido retinoico (RA) se retiré de los cultivos de la etapa 3, los cultivos se lavaron una vez con
DMEM mas B27 (1:100 Gibco), y después del lavado se reemplazé bien con suplemento DMEM+1XB27 solo o con
cualquier combinacion de cualquiera de los siguientes factores: Nogina (50 ng/ml), FGF10 (50 ng/ml), KGF (25-50
ng/ml), EGF (25-50 ng/ml), FBS 1-5% durante 4-8 dias. En los casos donde no se afiadié RA, se afiadié nogina a
30-100 ng/mL (R&D systems) al medio durante 1-9 dias. Alternativamente, en la etapa 4 no se afadieron factores de
crecimiento adicionales. También, se pueden afiadir a los cultivos agentes de supervivencia celular tal como Y-
27632, fasudil, H-1152P, y una mezcla que comprende insulina/transferrina/selenio (ITS).

Independientemente de si los progenitores pancreaticos se produjeron a partir de cultivos adherentes o de
suspensiones de agregados, todas las poblaciones celulares progenitoras pancreaticas se desarrollaron y
maduraron en tejidos endocrinos funcionales cuando se trasplantaron en mamiferos in vivo. La produccion de
insulina in vivo mediante las células trasplantadas derivadas de hES se describen en las Solicitudes U.S. y
referencias anteriores, por ejemplo, la Solicitud U.S N° 11/773.944, titulada METHODS OF PRODUCING
PANCREATIC HORMONES y Kroon et al. 2008, anteriormente citado.

A diferencia de las composiciones celulares descritas en la Solicitud U.S. N° 11/773.944 y Kroon et al. 2008,
anteriormente citado, los progenitores pancreaticos se aislaron o encapsularon in vivo completamente en este
estudio. Las células progenitoras pancreaticas se encapsularon empleando polietilenglicol (PEG) bio-compatible,
que se describe en mas detalle en la Patente U.S. N° 7.427.415, titulada IMPLANTATION OF ENCAPSULATED
BIOLOGICAL MATERIALS FOR TREATING DISEASES. Los progenitores pancreaticos encapsuladas con PEG se
trasplantaron debajo de la bolsa de grasa epididimal (EFP, de sus siglas en inglés); se determinaron los niveles de
suero de péptido-C en varios puntos de tiempo después de la estimulacion de glucosa; y se realizé el analisis
inmunohistoquimico en los explantes encapsulados con PEG. De nuevo, estos métodos han sido descritos
previamente en la Solicitud U.S. N° 11/773.944, titulada METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES y
Kroon et al. 2008, anteriormente citado (datos no mostrados). Los analisis inmunohistoquimicos demostraron que las
células progenitoras pancreaticas eran capaces de madurar in vivo y contenian células que expresan hormonas,
tales como insulina, glucagéon y somatostatina.

La encapsulacion de las células progenitoras pancreaticas también se realizé empleando un dispositivo médico o
mecanico, por ejemplo, un dispositivo de encapsulacion celular TheraCyte. Todas las referencias de los dispositivos
de encapsulacion celular TheraCyte son dispositivos que se adquirieron directamente desde el fabricante /Theracyte,
Inc., Irvine, California) y ademas se describen en las Patentes U.S. N° 6.773.458; 6.156.305; 6.060.640; 5.964.804;
5.964.261; 5.882.354, 5.807.406; 5.800.529; 5.782.912; 5.741.330; 5.733.336; 5.713.888; 5.653.756; 5.593.440;
5.569.462; 5.549.675; 5.545.223; 5.453.278; 5.421.923; 5.344.454; 5.314.471; 5.324.518; 5.219.361; 5.100.392; y
5.011.494. Las células progenitoras pancreaticas se cargaron bien en los dispositivos ex vivo, o bien una vez que los
dispositivos se implantaron durante un periodo de tiempo que permita la revascularizacion del dispositivo, después
las células se cargaron in vivo a través de un puerto de carga en uno de los lados del dispositivo.

Por lo tanto, el dispositivo contiene una primera membrana que es impermeable a las células (0,4 micras) pero al
mismo tiempo no restringe el movimiento del oxigeno y de los distintos nutrientes dentro y fuera de la membrana
interna, por ejemplo, la glucosa de fuera de la membrana interna puede penetrar en la capsula que contiene las
células que secretan la hormona pancreatica madura, que en respuesta a la glucosa, pueden secretar insulina que
pasa después fuera de la membrana interna. El dispositivo contiene también una membrana de vascularizacion
externa.

Para usar un dispositivo en cualquier terapia celular, el dispositivo tiene que contener completamente las células in
vivo (por ejemplo, células derivadas de hES inmuno aisladas a partir del hospedador). Para determinar la integridad
del dispositivo TheraCyte, se compararon los dispositivos intactos que contienen las células progenitoras
pancreaticas con dispositivos que tenian agujeros perforados en las membranas in vivo. Los agujeros perforados en
los dispositivos permiten la invasion celular del hospedador y establecen, por lo tanto, el contacto célula a célula del
injerto del hospedador.
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Se pre-vascularizaron primero dos dispositivos TheraCyte de 4,5 yL mediante implantacion quirdrgica bajo la bolsa
de grasa epididimal (EFP) o subcutdaneamente (SQ) en cada raton macho beige (BG) con inmunodeficiencia
combinada grave (SCID, de sus siglas en inglés). Esto es, un animal recibié 2 dispositivos bajo el EFP, y otro animal
recibié 2 dispositivos SQ. Estos dispositivos intactos pero vacios (sin células progenitoras pancreaticas) permanecen
en el animal durante un periodo de tiempo suficiente como para permitir a las estructuras de la vasculatura del
hospedador formarse y asociarse con el dispositivo, por ejemplo, al menos de 2 a 8 semanas. Después de 8
semanas, se cargaron aproximadamente 1,5x10° células progenitoras pancreaticas derivadas de células hES dentro
de cada uno de los 4 dispositivos. Al mismo tiempo en el que se cargaron los animales con los dispositivos
prevascularizados, a 3 de los otros animales se les implanté dos dispositivos TheraCyte modificados en donde un
dispositivo TheraCyte original del mismo tamafio (4,5 pL) se modificé con perforaciones en las membranas del
dispositivo. Estos dispositivos perforados (2 dispositivos perforados por animal) se cargaron con células ex vivo con
aproximadamente la misma dosificacién de células con las que se cargd los dispositivos perforados. También al
mismo tiempo, se realizaron dos controles positivos paralelamente a estos experimentos y a ambos animales se les
injerté con progenitores pancreaticos en Gelfoam como se describe en la Solicitud U.S. N° 11/773.944, titulada
METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES y Kroon et al. 2008, anteriormente citado, aunque en un
animal dos injertos se colocaron bajo el EFP y en el otro animal solo se colocd un injerto en el EFP. La Tabla 1
resume los resultados de los experimentos anteriores.

Tabla 1: Niveles séricos de péptido-C humano a partir de las células que secretan hormonas pancreaticas maduras
encapsuladas

9 semanas 12 semanas 15 semanas
Implante Animal n° Tiempo Pep-C Tiempo Pep-C Tiempo Pep-C
GSIS (min) | Humano GSIS Humano GSIS Humano
pM pM pM
PV EFP 675 0 91 0 186
2x1,5M 60 224 30 304
60 419
PV SQ 676 0 157 0 322 0 908
2x1,5M 60 610 30 532 5 874
60 2637 30 3037
nPV + | 679 0 239 0 374
perforaciones
EFP 60 727 30 482
2 x1,5M 60 2259
680 0 218 0 329
60 899 30 506
60 2177
681 0 408 0 422 0 1554
60 2136 30 1059 5 1615
60 2751 30 10330
EFP GF 682 0 912 0 488 0 1504
2x1,5M 60 3716 30 3025 5 1878
60 3673 30 4288
EFP GF 684 0 279 0 444 0 1498
1x1,5M 60 580 30 751 5 1411
60 3000 30 4698
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Con respecto a la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS), 0 se refiere al tiempo 0; 5 se refiere a 5
minutos después de la estimulacion por glucosa; 30 se refiere a 30 minutos después de la estimulacion por glucosa;
60 se refiere a 60 minutos después de la estimulacion por glucosa; PV TC EFP, TheraCyte prevascularizado bajo la
bolsa de grasa epididimal; PV TC SQ, TheraCyte prevascularizado subcutaneo; nPV TC +perforaciones EFP,
TheraCyte no prevascularizado perforado bajo la bolsa de grasa epididimal; y EFP GF, dos construcciones con
aproximadamente 1,5x106 células sobre Gelfoam, 2 x 1,5M en la bolsa de grasa epididimal.

A las células progenitoras pancreaticas se las dejé desarrollarse y madurar in vivo y se determind la secrecion de
insulina, y la respuesta a glucosa de las células que secretan hormonas maduras de manera sustancial a la que se
describe en la Solicitud U.S. N° 11/773.944, titulada METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES y
Kroon et al. 2008, anteriormente citado. Véase la Tabla 1. Adicionalmente, para determinar la integridad de los
dispositivos, se sacrificaron algunos animales y se les realizé6 un examen inmunohistoquimico de los dispositivos.
Los solicitantes demostraron previamente que los niveles de suero de péptido-C humano por debajo de 50 pM, o los
niveles de insulina por debajo de 25 pM, son insignificantes para demostrar que las células que secretan insulina son
en respuesta a la glucosa in vivo. Este mismo estandar se empled en estos estudios. Los resultados de los estudios
se muestran en la Tabla 1. Tanto el dispositivo TheraCyte original como el dispositivo TheraCyte modificados tenian
niveles de péptido C de suero humano comparables después de 8, 12 y 15 semanas (animales nos. 675-676 y 679-
681), con la excepcion del animal nimero 681 a los 30 minutos después de la estimulacion de glucosa en el cual los
niveles de péptido C sérico era mucho mas alto que en cualquier otro animal en este periodo de tiempo.

En primer lugar, en lo que respecta a la integridad del dispositivo de encapsulacion TheraCyte, se realizaron las
tinciones de hematoxilina y eosina estandar del dispositivo TheraCyte original y el dispositivo TheraCyte modificados
(animales nos. 675-676 y 679-681, respectivamente). El examen microscopico de estos dispositivos mostré que los
dispositivos TheraCyte originales tenian varias estructuras vasculares del hospedador que incluian células de tipo
vascular alrededor del dispositivo, pero no se observaron estructuras similares invadiendo la membrana celular
interna impermeable y en el espacio que contienen las células derivadas de hES. Esto es, no se observaron
estructuras vasculares del hospedador dentro de la membrana celular interna impermeable que alberga las células
derivadas de hEs, o del injerto. Por el contrario, el examen microscopico de los dispositivos TheraCyte modificados
mostraron que no soélo habia estructuras vasculares asociadas en el exterior del dispositivo, sino que también habia
estructuras vasculares y células vasculares dentro de la membrana celular interna impermeable perforada. Por lo
tanto, los dispositivos TheraCyte originales pueden contener completamente las células derivadas de hES pero no
se observaron células hospedadoras y tejidos en el espacio que alberga a las células derivadas de hES.

En resumen, el dispositivo TheraCyte es capaz de encapsular (aislar) completamente células derivadas de hES in
vivo, y las células progenitoras pancreaticas pueden sobrevivir y madurar para hacer funcionar a las células que
secretan hormonas in vivo en estos dispositivos.

Ademas de demostrar la integridad del dispositivo TheraCyte, los presentes estudios demuestran también que los
dispositivos intactos completamente permiten el suficiente intercambio de oxigeno y de los distintos nutrientes entre
las células derivadas de hES y el medio del hospedador, y los progenitores pancreaticos son capaces de sobrevivir y
madurar in vivo. Por ejemplo, los niveles de péptido C del suero humano en los dispositivos prevascularizados a las
9 y 12 semanas no fueron tan sélidos como el momento equivalente en comparacién con los controles (animales
682 y 684). Sin embargo, en la 152 semana (post-implante con células), los niveles de péptido C del suero humano
en los dispositivos prevascularizados eran comparables a los de los controles sin encapsular (Gelfoam).

Ademas, los animales con los dispositivos TheraCyte (prevascularizados) se sacrificaron y se les extrajeron los
dispositivos (o0 explantes) (animales nos. 675 y 676). Se realizd el analisis inmunohistoquimico de nuevo como se
describe sustancialmente en Kroon et al. 2008 anteriormente citado, mediante la fijacion de los dispositivos y/o
explantes extraidos y cortando las 10 secciones en secciones delgadas de micras. Las secciones se lavaron con
PBS dos veces, seguido de PBST (PBS/0,2% (p/v) Tween 20; Thermo Fisher Scientific). El bloqueo se realizé
durante 1 hora a 24°C con 5% de suero normal de burro (Jacksons Immuno Research Labs)/PBSTr (PBS/0,1% (p/v)
Triton X-100 (Sigma)). Los anticuerpos primario y secundario se diluyeron en BSA 1% (Sigma)/PBSTr para injertos.
Los anticuerpos primarios se incubaron a 4°C durante la noche y los anticuerpos secundarios durante
aproximadamente 1 hora 15 minutos en una camara de hidratacion. Se usaron los siguientes anticuerpos primarios y
diluciones; anti-insulina de cerdo de guinea (INS), 1:500 (Dako, A0564); anti-somatostatina de conejo (SST), 1:500
(Dako, A0566); anti-somatostatina de cabra (SST), 1:300 (Santa Cruz Biotechnology, SC-7819); anti-glucagén de
cabra (GCG), 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, SC-7780). La imagen se tom6 mediante microscopia confocal
(Nikon, Eclipse 80i, Ci).

El examen inmunohistologico de los dispositivos/explantes TheraCyte demostraron de forma clara células
hormonales positivas Unicamente, por ejemplo, células que expresan GCG, INS y SST. Estos datos respaldan los
datos del péptido C de suero humano demostrando la capacidad de respuesta a la glucosa de las células derivadas
de hES trasplantadas. La presencia de células que secretan hormonas demuestra que los progenitores pancreaticos
son capaces de sobrevivir y madurar in vivo, incluso cuando se encapsulan completamente.

21



10

15

20

25

30

ES 2 667 493 T3

Los estudios anteriores demuestran claramente la eficacia tanto del dispositivo TheraCyte original como el
modificado para contener completamente las células progenitoras pancreaticas derivadas de hES sin la invasion
celular del hospedador a través de la membrana celular impermeable interna. Estos estudios demuestran también
que la membrana celular impermeable interna de los dispositivos, si bien es impermeable para las células, es
permeable al oxigeno y a distintos nutrientes requeridos para la supervivencia de los progenitores pancreaticos
derivados de hES en el dispositivo, tal que las células progenitoras son capaces de madurar a células que secretan
hormonas in vivo, que son células que funcionan y responden a la glucosa.

Ademas, esta previsto que las poblaciones de lineas celulares pancreaticas, en particular, al menos los progenitores
pancreaticos descritos en la presente memoria, maduraran y funcionaran también in vivo cuando se encapsulen en
dispositivos mejorados, por ejemplo, al menos los que se describen en las FIGS.1-11.

Ejemplo 2
Progenitores pancreaticos encapsulados in vivo en ausencia de contacto con células del injerto del hospedador

Para determinar si se requeria el contacto célula a célula con el injerto del hospedador para el funcionamiento in vivo
de las poblaciones celulares progenitoras pancreaticas trasplantadas, las células se cargaron en dispositivos de
encapsulacion de células no prevascularizados.

Las poblaciones celulares de progenitores pancreaticos se generaron sustancialmente como se describe en el
Ejemplo 1 anterior. Los dispositivos de este estudlo no se prevascullzaron y todos los dispositivos TheraCyte (4,5
uL) se cargaron ex vivo con al menos 1,5x10° células (1,5M) o 4,5x10° células (4,5M) en cada dispositivo. Los tres
dispositivos que contlenen células 1,5M se implantaron subcutaneamente (TC SQ 1,5), y 3 dispositivos que
contienen 4,5x10° células (4,5M), o aproximadamente 15 L, se implantaron subcutaneamente (TC SQ 4,5) ex vivo.
Al contrario, y como controles, a los animales implantados con progenitores pancreaticos sin encapsular, se
realizaron experimentos frente a los encapsulados pero sin prevascularizar. A tres ratones se les |mplanto a cada
uno subcutaneamente dos construcciones de Gelfoam cargadas con aproximadamente 1,9- 2,4x10° células (total
para las dos construcciones), o aproximadamente 4 plL/construccion, y a 2 ratones se les implanté bajo el EFP con
dos construcciones de Gelfoam cargadas con aproximadamente 1,9-2,4x10° células (total para las dos
construcciones), o aproximadamente 4 plL/construccion. La Tabla 2 resume los resultados de los experimentos
anteriores.

Tabla 2: Niveles de péptido C de suero humano a partir de células que secretan hormona pancreatica madura
encapsuladas no prevascularizadas

Implante Animal n° Tiempo GSIS Pep-C Pep-C Pep-C
(min) 6 semanas 8,5 semanas 10 semanas
(pM) (PM) (PM)
SQ 1,5M 833 0 nd 3,5 20,9
60 5,8 60,9 167,7
834 0 nd 0,3 32,5
60 0,6 32,6 97,5
835 0 102,8 168,3 153,1
60 77,2 197,8 440,0
SQ 4,5M 836 0 nd 11,4 39,3
60 nd nd 29,9
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Implante Animal n° Tiempo GSIS Pep-C Pep-C Pep-C
(min) 6 semanas 8,5 semanas 10 semanas
(pM) (pM) (pM)
837 0 6,8 60,9 85,8
60 8,3 137,3 188,4
838 0 4,2 21,6 64,4
60 39,5 36,4 98,0
SQ GF 819 0 nd 26,9 0,4
1,9-2,4M 60 4,2 26,9 79,4
820 0 nd 4,7 11,8
60 4,2 20,7 12,9
821 0 nd 10,9 12,3
60 2,7 69,1 54,3
EFP GF 822 0 nd 22,5 57,3
1,9-2,4M 60 4,7 95,0 132,8
823 0 nd 11,8 33,5
60 46,0 2433 170,3

Con respecto a la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS), 0 se refiere al tiempo 0; 60 se refiere a 60
minutos después de la estimulacion por glucosa; SQ, dispostivo subcutaneo; SQ GF, Gelfoam subcutaneo, EFP GF,
EFP, Gelfoam bajo la bolsa de grasa epididimal; 1,5M, 1,5x‘|06 células; 4,5M, 4,5x‘|06 células; 1,9-2,4M, 1,9-2,4x106
células; nd, no detectado.

Aunque el Ejemplo 1 demostré que las células derivadas de hES pueden sobrevivir, madurar y funcionar in vivo en
dispositivos prevascularizados, en base a la Tabla 2 la prevasculariacion no es esencial para la supervivencia,
crecimiento y/o maduracion celular. La Tabla 2 compara células progenitoras pancreaticas encapsuladas con células
progenitoras pancreaticas sin encapsular sobre Gelfoam, las Ultimas se han documentado por producir el
funcionamiento de células que secretan hormonas in vivo, véase Kroon et al. 2008, anteriormente citado. De hecho,
a los 60 minutos después de la estimulaciéon con glucosa, los niveles de péptido-C del suero a partir de las células
encapsuladas fueron comparables a los niveles de péptido-C de suero observados a partir de las células que no se
encapsularon. Comparar los animales nimeros 833-838 con los animales nimeros 819-823. De hecho, las células
encapsuladas consiguen mejores resultados que las que no lo estan cuando se implantan subcutdneamente,
comparar por ejemplo los animales numeros 833-835 (TC SQ 1,5M) con los nimeros 819-821 (SQ 1,9-2,4M). Por lo
tanto, el contacto célula a célula del injerto del hospedador no es esencial ya que como se demuestra claramente en
este ejemplo, las células completamente encapsuladas sobreviven, crecen y maduran en ausencia de cualquier
contacto célula a célula del injerto del hospedador en conjunto.
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Los métodos, composiciones, y dispositivos descritos en la presente memoria son representativos de aspectos
preferidos en la actualidad y son ejemplarizantes y no pretenden ser limitaciones del alcance de la patente. Por
ejemplo, los dispositivos TheraCyte vienen en tamafios de 4,5 pL, 20 pL, y 40 pL, por lo tanto, un experto en la
técnica puede ampliar los estudios anteriores si emplea un dispositivo que sea capaz de contener mas células.
Ademas, ya que Kroon et al. 2008 anteriormente citado ha demostrado la eficacia de los progenitores pancreaticos
para liberar estreptozotocina (STZ) inducida en ratones diabéticos antes y después de la implantacion del injerto, un
experto en la técnica puede realizar estudios analogos empleando las células encapsuladas descritas en la presente
memoria. También, se describen en detalle métodos para purificar o enriquecer determinadas poblaciones derivadas
de hES en la Solicitud U.S 12/107.020, titulada METHODS FOR PURIFYING ENDODERM AND PANCREATIC
ENDODERM CELLS DERIVED FROM hES CELLS, presentada el 8 de Abril, 2008. Por tanto, un experto en la
técnica puede enriquecer células derivadas de hES especificas que incluyen, pero no se limitan, a células
progenitoras pancreaticas, células precursoras endocrinas pancreaticas y/o células precursoras endocrinas.

Ejemplo 3
Progenitores pancreaticos crioconservados cuando se implantan se desarrollan y funcionan in vivo

Debido a que el trasplante celular se dificulta por la falta de fuentes celulares disponibles y por problemas
operacionales y logisticos, existe una necesidad de proporcionar una fuente celular ilimitada para el trasplante en
horas convenientes para el paciente.

Las células ES humanas se diferenciaron como se describe sustancialmente en los Ejemplos 1 y 2 y Kroon et al.,
2008, anteriormente citado, asi como en las Tablas 3a-h de a continuacion. En el dia 14 de la diferenciacion, los
progenitores pancreaticos se centrifugaron y luego se resuspendieron en un medio de congelaciéon que contiene
DMEM con 30% de suero de reemplazamiento genosuprimido xeno-libre, HEPES 25mM y 10% de una disolucion de
dimetilsulfoxido. Las células se tomaron en alicuotas en viales de congelacion. Las células se reequilibraron en un
medio de congelacion durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente, después 45 minutos a 4°C,
luego se colocaron sobre hielo en un congelador programado que se equilibré a 0°C.

Las células y la camara de congelacion se llevaron a -9°C a una velocidad de 2°C/min. La camara y la muestra se
mantuvieron a esta temperatura durante aproximadamente 10 minutos, y los viales se sembraron manualmente. La
muestra se mantuvo a -9°C durante aproximadamente 10 minutos y a continuacion se enfrid a una velocidad de
0,2°C/minuto hasta que la muestra alcanz6 -40°C. La camara de congelacion se enfrio posteriormente a una
velocidad de 25°C/minuto hasta que la muestra alcanzé aproximadamente -150°C. Las células en los viales se
movieron a la fase de vapor de un congelador de almacenamiento de nitrégeno liquido.

En los tiempos deseados, los viales se descongelaron rapidamente mediante la transferencia de las células a un
bafio de agua de 37°C. Las células se transfirieron a un tubo estéril de 15 ml, que contiene DMEM con B-27 (1:100)
y KGF + EGF (50 ng/mL cada uno), se mezclé6 suavemente y se centrifugé brevemente a 50 x g. Se elimind el
sobrenadante y las células se resuspendieron en el mismo tampon mas ADNasa en 25ug/mL y se colocd en un
cultivo de rotacion.

Se cuantificaron las células supervivientes mediante fotografia de los agregados progenitores pancreaticos cuando
se removieron hacia el centro del pocillo de cultivo tisular, se descongelaron de inmediato antes de que apareciera
cualquier pérdida celular significativa, y a los 4 dias después de la descongelacion cuando se completd la
disminucion en la masa celular. Se cuantifico el area ocupada por las células en las fotografias, y se expresé como
un porcentaje de supervivencia a los 4 dias después de descongelar. En este ejemplo, se obtuvo al menos el 52%
de supervivencia. La morfologia de las células progenitoras pancreaticas cultivadas después de la crioconservacion
y la descongelacion fue idéntica a las de las células en fresco.

Después de 4 dias de descongelar el cultivo, las células se cargaron en los dispositivos como se describe
sustancialmente anteriormente y se implantaron quirirgicamente en el mamifero como se describe anteriormente.
Las células crioconservadas fueron capaces de desarrollar y madurar in vivo a células acinares y células que
secretan hormonas funcionales del pancreas de forma similar a la que se describe para los agregados celulares de
progenitores pancreaticos en fresco. Véase el Ejemplo 4.

Por lo tanto, la crioconservacion de progenitores pancreaticos humanos in vitro derivados de células hES no tienen o
tienen un efecto pequefio en el desarrollo después de la implantacién. Por tanto, la crioconservaciéon demuestra ser
un método de almacenamiento fiable de células pancreaticas derivadas de hESC adecuado para el trasplante.

Ejemplo 4
Métodos para proporcionar progenitores pancreaticos humanos para el tratamiento de la diabetes
Condiciones de cultivo de células madre pluripotentes

El cultivo, proliferacion y mantenimiento de células madre pluripotentes, células ES y IPS en particular, se realizan
sustancialmente como se describe en D’Amour et al. 2005 y 2006 y Kroon et al. 2008, citado anteriormente. Se uso
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el medio base ES de DMEM/F12/1% Glutamax/1% de aminoacidos no esenciales/1%Pen-Estrep/0,2% de b-
mercaptoetanol. Durante la etapa 0 o de proliferacion de células hES, los niveles de varios factores de crecimiento y
o insulina y factores de crecimiento similares a insulina, se mantuvieron muy bajos. Las células madre pluripotentes
libres de alimentacion se cultivaron empleando bajos niveles de suero humano. Las células madre pluripotentes se
mantuvieron empleando un inhibidor Y27632 Rho-quinasa. Se apreciara que se pueden emplear otros inhibidores
Rho-quinasa con resultados similares. Las condiciones de cultivo de células madre pluripotentes o ES son similares
sustancialmente a las de los Ejemplos 1y 2 descritos anteriormente.

Se apreciara que el medio base ES puede contener habitualmente aproximadamente 20% de Suero de
Reemplazamiento Genosuprimido (KSR) o Suero de Reemplazamiento Genosuprimido libre de Xeno (XF).

Se apreciara que los cultivos de células hES pueden contener habitualmente aproximadamente 0 ng/mL,
aproximadamente 4 ng/ml o aproximadamente 10 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF). Como se
demostré anteriormente, bajo determinadas condiciones bajos niveles de Activina A ayudan a promover la
proliferacién de células madre pluripotentes sin promover la diferenciacion de células hES. Por lo tanto, cultivos de
células madre pluripotentes normalmente contienen aproximadamente 5 ng/mL, aproximadamente 10 ng/mL, o
aproximadamente 20 ng/mL de Activina A o B, u otras familias del factor de crecimiento TGF-8 activo biolégicamente
de manera similar, por ejemplo, al menos GDF-8 y GDF-11. En otros cultivos de células madre pluripotentes, un
ligando de union a Errb2 a niveles bajos, tal como heregulina, ayuda también a promover la proliferacion de células
hES, por ejemplo, de aproximadamente 5 a 10 ng/mL. También, se puede emplear para promover las cultivos de
células hES cualquier combinacion de diferentes o bajos niveles de bFGF, Activina A, B u otros miembros de la
familia del factor de crecimiento TGF-, especificamente GDF-8 y -11, y ligandos de unién a Errb2, tales como
heregulina, siempre y cuando los niveles de los factores de crecimiento se mantengan para promover la proliferacion
y pluripotencia de las células hES y la no diferenciacion de las células de los mismos. Aspectos descritos en la
presente memoria describen varios factores de crecimiento (en algunos casos grandes proteinas) para mantener y
proliferar cultivos de células madre pluripotentes, sin embargo, el alto coste de estas proteinas sobre una base de
fabricacion a gran escala la vuelve prohibitiva econémicamente. Como tal, puede ser beneficioso identificar y
caracterizar moléculas pequefias determinadas para reemplazar las grandes proteinas de factor de crecimiento. Una
de tales moléculas es nor-epinefrina (NE), que se describe en mas detalle la Solicitud U.S. 61/172.998, titulada
SMALL MOLECULES SUPPORTING PLURIPOTENT CELL GROWTH AND METHODS THEREOF, y presentada el
27 de Abril de 2009. En un aspecto, aproximadamente 5 ng/mL, aproximadamente 10 ng/mL, aproximadamente 20
ng/mL, aproximadamente 30 ng/mL, aproximadamente 40 ng/mL, aproximadamente 50 ng/mL, aproximadamente 60
ng/mL, aproximadamente 70 ng/mL, aproximadamente 80 ng/mL, aproximadamente 90 ng/mL, aproximadamente
100 ng/mL o mas, se emplea para mantener los cultivos de células madre pluripotentes, por ejemplo, cultivos de
hES 0 iPS. En un aspecto preferido, se puede emplear aproximadamente 50 ng/mL en los cultivos de células hES.

Se apreciara que la proliferacion de células madre pluripotentes se sostienen habitualmente sobre células de
alimentacion de fibroblastos. Alternativamente, las células ES se pueden cultivar sobre placas recubiertas de una
matriz extracelular (Corning). Ademas, Bodnar et al. (Geron Corporation, Menlo Park, California, EE.UU) describen
el crecimiento de cultivos de células hES sobre una matriz extracelular monocapa, cuya matriz se derivd mediante
lisis de la capa alimentadora de fibroblastos en la Patente U.S. N° 6.800.480. Sin embargo, en un aspecto preferido,
las células madre pluripotentes libres de alimentador se cultivaron usando bajos niveles de suero humano, por
ejemplo, aproximadamente 0,1%, aproximadamente 0,2%, aproximadamente 0,3%, aproximadamente 0,4%,
aproximadamente 0,5%, aproximadamente 0,6%, aproximadamente 0,7%, aproximadamente 0,8%,
aproximadamente 0,9%, aproximadamente 1%, aproximadamente 1,2%, aproximadamente 1,4%, aproximadamente
1,6%, aproximadamente 1,8%, aproximadamente 2%, a aproximadamente 10% o mas en una base de un medio de
células ES. El suero humano se afiadioé al medio base simultaneamente evitando asi cualquier necesidad de placas
de cultivo tisular pre-recubiertas como se contempla en la Patente U.S. N° 6.800.480 o que se proporcionan por
Corning. El uso de suero humano para el cultivo, mantenimiento y proliferacion de cultivos de células madre
pluripotentes se describe en mas detalle en la solicitud U.S. 11/875.057, titulada METHODS AND COMPOSITIONS
FOR FEEDER-FREE PLURIPOTENT STEM CELL MEDIA CONTAINING HUMAN SERUM, presentada el 19 de
Octubre de 2007.

Las células madre pluripotentes se pueden mantener también mediante la adicion de inhibidores de la familia Rho-
quinasa, por ejemplo al menos Y27632. Se ha encontrado recientemente que la Y27632 previene la apoptosis, asi
como mejora la supervivencia y eficacia de clonacion de células madre pluripotentes humanas disociadas sin afectar
las propiedades de auto-renovacion o de pluripotencia.

Aunque los aspectos descritos en la presente memoria emplean Y27632 debido a su disponibilidad comercial, se
pueden utilizar otros inhibidores quinasa.

Condiciones para la Etapa 1 de diferenciacion de células madre pluripotentes

La diferenciacion dirigida de células madre pluripotentes, en particular de células ES y IPS, se realizd
sustancialmente como se describe en D’Amour et al. 2005 y 2006 y Kroon et al. 2008, citado anteriormente y en
Solicitudes U.S. relacionadas anteriormente, que incluyen la Solicitud U.S. 61/171.759, titulada CELL
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COMPOSITIONS DERIVED FROM DEDIFERENTIATED REPROGRAMMED CELLS, presentada el 22 de abril de
20009.

Antes de la Etapa 1 de diferenciacion, o en el dia 0 del proceso de diferenciacion, las células madre pluripotentes se
cultivaron en un medio que comprende de RPMI1640/1% de Glutamax/1% de Pen-Estrep y sustancialmente sin
suero y/o aproximadamente 0,1% de Albumina Sérica Bovina (BSA). También, se afiadio 1:5000 o 1:1000 o
aproximadamente 0,02% o 0,1%, respectivamente, de suplemento de Insulina/Transferrina/Selenio (ITS). Ademas,
se afadieron al medio de diferenciacion varios factores de crecimiento que incluyen factor de crecimiento de la stper
familia TGF- B y un miembro de la familia Wnt.

Se apreciara que los factores de crecimiento de la super familia TGF- 8 afiadidos incluyen pero no se limitan a,
Activina A, Activina B, GDF-8 o GDF-11. En algunos aspectos se puede emplear un activador de la ruta Wnt. En otro
aspecto, se emplea Wnt-3a junto con uno de los factores de crecimiento de la super familia TGF- B. En otro aspecto
preferido, se emplea aproximadamente 50 ng/mL de Wnt-3a con aproximadamente 100 ng/mL de un miembro de la
super familia TGF- B, tal como Activina A, Activina B, GDF-8 y GDF-11. En otros aspectos, moléculas pequeias que
activan rutas de traduccion de sefales similares se pueden sustituir por factores de crecimiento. Véase, por ejemplo,
Borowiak, M. et al. (2009) que describe dos moléculas pequefias que dirigen la diferenciacion de células madre
embrionarias humanas y de ratén hacia el endodermo. Borowiak, M. et al. (2009) Cell Stem Cell, 4(4):348-358.

Las células pluripotentes se incubaron en las condiciones de medio anteriores durante al menos 24 horas,
transcurrido el cual el medio se cambid a un medio que comprende RPMI1640/1% de Glutamax/1% de Pen-Estrep y
un ligero incremento en FBS, aproximadamente 0,2% de FBS y que contiene ademas aproximadamente 100 ng/mL
de un miembro de la super familia TGF- 3. No se afiadié un miembro de la familia Wnt. Se apreciara que se puede
afiadir un miembro de la familia Wnt al cultivo después de aproximadamente 24 horas.

Las células se cultivaron en este medio durante otras 24 horas. Después de aproximadamente un total de 48 horas
desde que las células se habian diferenciado (dia 0 a dia 2), las células en el cultivo comprenden de células del
endodermo definitivo diferenciado.

Se apreciara que el numero total de dias de diferenciacion en la etapa 1, comenzando con el dia 0 (células madre
pluripotentes), pueden ser de aproximadamente 1-3 dias, preferiblemente aproximadamente 1-2 dias, y incluso mas
preferible, aproximadamente 2 dias. Se apreciara que después de la etapa 1 de diferenciacién, las células en el
cultivo comprenderan aproximadamente 10%, aproximadamente 20%, aproximadamente 30%, aproximadamente
40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente
98%, o aproximadamente 99% de células del endodermo definitivo diferenciado.

Se han descrito previamente métodos para determinar la composicién de los cultivos en las solicitudes relacionadas
anteriormente, pero son bien conocidos en la técnica principalmente los ensayos mediante ARN y proteina. Las
células del endodermo definitivo expresan niveles aumentados de determinados marcadores de superficie celular
caracteristica, tal como SOX17 y FOXA2, pero pueden expresar también niveles aumentados de CER y CXCR4,
pero no expresan HNF4-a de manera apreciable el cual se expresa apreciablemente en las células del endodermo
del tracto digestivo superior (o tracto digestivo PDX1-negativo). Las células del endodermo definitivo tampoco
expresan de manera apreciable marcadores observados posteriormente en células de la Etapa 3, 4 6 5, tales como
PDX1, NNF6, SOX9 y PROX1 expresados en células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo, o
PDX1, NKX6., PTF1A, CPA y cMYC expresados en células pancreaticas PDX1-positivo o en células progenitoras
pancreaticas PDX1/NKX6.1 co-positivo., o0 NGN3, PAX4, ARX y NKX2.2 expresados en células precursoras
endocrinas, o INS, GCG, GHRL, SST o PP expresados en células endocrinas pancreaticas monohormonales o
polihormonales.

Condiciones de diferenciacion para la Etapa 2

Después de aproximadamente 48 horas (aproximadamente 2 dias) de diferenciacion de las células madre
pluripotentes a DE, el medio de diferenciacion DE se reemplazé por otro medio que promueve la Etapa 2 o
formacion de las células del endodermo del tracto digestivo superior humano (endodermo del tracto digestivo
superior PDX1-negativo). Este medio de cultivo celular comprende RPMI1640/1% de Glutamax/1% de Pen-Estrep y
0,2% de FBS o un incremento adicional de FBS, por ejemplo, aproximadamente 2% de FBS. De manera similar al
medio de cultivo de la Etapa 1 anterior, se afiadié6 aproximadamente 1:5000 6 1:1000 o aproximadamente 0,02% o
0,1%, respectivamente, de suplemento ITS.

Se apreciara que el medio de diferenciacion DE no siempre se suplementa con ITS.

Sin embargo, en el medio no se incluyeron intencionadamente factores de crecimiento de diferenciacion DE, tal
como factores de crecimiento de la super familia TGF-f o miembros de la familia Wnt. Al medio se afiadié un
inhibidor TGF- quinasa.

Puesto que la eliminacién de los miembros de la super familia TGF- es beneficiosa para la formacién adecuada del
endodermo del tracto digestivo superior, el uso de inhibidores de miembros de la super familia TGF-8, tal como
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inhibidores de TGF-B quinasa, asegura que los efectos de la accién de los miembros de la super familia TGF-3 se
inhiban sustancialmente. Esto permite dirigir eficazmente la diferenciacion de los DE hacia el endodermo del tracto
digestivo superior (endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo) sin que permanezcan los efectos de la
diferenciacion DE en el cultivo.

En lugar de anadir miembros de la super familia TGF-@3, se afiadio el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF)
para promover la formacion del endodermo del tracto digestivo superior. Las células se incubaron en este medio
durante aproximadamente 24 horas, después de las cuales el medio se reemplazé sustancialmente con el mismo
medio, excepto que ahora se elimind del cultivo el inhibidor de TGF-B quinasa. Las células se incubaron entonces en
este medio (sin el inhibidor de TGF-B quinasa) durante 5 dias con cambios en el medio.

Se apreciara que las células se pueden incubar en este medio (sin inhibidor de TGF-B quinasa) hasta
aproximadamente 3 dias durante la Etapa 2 con cambios permisibles en el medio. El nimero total de dias de
diferenciacion, comenzando con el dia 0 y células madre pluripotentes, es aproximadamente 3-5 dias,
preferiblemente aproximadamente 4-5 dias, y mas preferible, aproximadamente 5 dias.

De nuevo, los métodos para determinar la composicién de los cultivos, se han descrito previamente en las
solicitudes relacionadas anteriores, pero son bien conocidos en la técnica principalmente los ensayos mediante ARN
y proteina. Las células del endodermo del tracto digestivo superior, o células del endodermo del tracto digestivo
superior PDX1-negativo, expresan niveles aumentados de determinados marcadores de superficie celular
caracteristica, tal como SOX17, HNF3-B y HNF4-a. Esto se distingue de las DE de la Etapa 1, que no expresan de
manera apreciable HNF4-a, pero que expresan apreciablemente otros dos marcadores, SOX17 y HNF3-3. Las
células del tracto digestivo superior PDX1-negativo no expresan apreciablemente marcadores observados
posteriormente en las células de la Etapa 3, 4, ¢ 5, tal como PDX1, NNF6, SOX9 y PROX 1 expresados en células
del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo, o PDX1, NKX6.1, PTF1A, CPA y cMYC expresados en
células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo o células progenitoras pancreaticas PDX1/NKX6.1 co-positivo, o
NGN3, PAX4, ARX y NKX2.2 expresados en células precursoras endocrinas, o INS, GCG, GHRL, SST o PP
expresados en células endocrinas pancreaticas monohormonales o polihormonales.

Condiciones de diferenciacion de la Etapa 3

Para promover la diferenciacion de células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo de las células
del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo de la Etapa 2, se cambié el medio de cultivo de las
células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-negativo y se incub6 en un medio que comprende DMEM
con glucosa elevada/1% Glutamax /1%Pen-Estrep/1% de suplemento de B27 con bien aproximadamente 1 6 2 uM
de Acido Retinoico (RA), aproximadamente 0,25 uM de KAAD-Cyclopamina, y con o sin aproximadamente 50 ng/mL
de Nogina. Alternativamente, algunos cultivos en lugar de recibir RA, recibieron 1nM a aproximadamente 3 nM del
retinoide aromatico acido (E)-4-[-2-(5,6,7,8-tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-2-naftilenil)-1-propenil] benzoico (TTNPB).
Otros cultivos recibieron aproximadamente 1 mM de dorsomorfina. Las células se incubaron en este medio de cultivo
durante aproximadamente 3 dias. Se apreciara que las células se pueden incubar aproximadamente 1-5 dias,
preferiblemente 2-4 dias, y mas preferiblemente 3 dias.

De manera similar a lo anterior, los métodos para determinar la composiciéon de los cultivos, se han descrito
previamente en las solicitudes relacionadas anteriores, pero son bien conocidos en la técnica principalmente los
ensayos mediante ARN y proteina. Las células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo, expresan
niveles aumentados de determinados marcadores de superficie celular caracteristica, aparte de PDX1, tal como
SOX9,HNF6 y PROX1, pero no expresan apreciablemente otros marcadores de células de las Etapas posteriores 4
6 5, tal como PDX1, NKX6.1, PTF1A, PCA y cMYC encontrados en células progenitoras pancreaticas, o NGN3,
PAX4, ARX y NKX2.2 expresados en células precursoras endocrinas, o INS, GCG, GHRL, SST o PP expresados en
células endocrinas pancreaticas monohormonales o polihormonales.

Condiciones de diferenciacion para la Etapa 4

Para promover la diferenciacion de células progenitoras pancreaticas PDX1/NKX6.1 co-positivo diferenciadas
adecuadamente a partir de células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo, el medio de cultivo de
las células del endodermo del tracto digestivo superior PDX1-positivo se cambié e incubd en un medio que
comprende un medio base similar al de la Etapa 3 anterior, DMEM con glucosa elevada/1% Glutamax /1%Pen-
Estrep/1% de suplemento de B27, excepto que no hay RA o derivado del acido retinoico, tal como TTNPB o Nogina
o dorsomorfina. En su lugar, se afiadié al medio aproximadamente 50 ng/mL de Nogina, KGF y FGF. Se apreciara
que se puede anadir al cultivo de aproximadamente 10 a 100 ng/mL de factores de crecimiento de fibroblastos y
epidermo (EGF y FGF). Hay preferiblemente aproximadamente 10 a 50 ng/mL, o preferiblemente aproximadamente
10 ng/mL de EFG y aproximadamente 50 ng/mL de FGF afiadido al cultivo. Alternativamente se puede no afadir
FGF a los cultivos, o se afiadié aproximadamente 25 a 100 ng/mL de Nogina, KGF, FGF, o se uso preferiblemente
aproximadamente 50 ng/mL de Nogina, KGF y FGF. Las células se mantuvieron en este medio con cambios del
medio durante aproximadamente 4 a 5 dias. Se apreciara que las células se pueden mantener en el medio durante
aproximadamente 2 a 6 dias, preferiblemente de 3 a 5 dias, e incluso mas preferiblemente de 4 a 5 dias con
intercambio permisible del medio.
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De manera similar a lo anterior, los métodos para determinar la composiciéon de los cultivos, se han descrito
previamente en las solicitudes relacionadas anteriores, pero son bien conocidos en la técnica principalmente los
ensayos mediante ARN y proteina. Las células del endodermo o progenitoras pancreaticas PDX1/NKX6.1 co-
positivo, expresan niveles aumentados de determinados marcadores de superficie celular caracteristicos, tales como
PDX1, NKX6.1, PTF1A, CPA y cMYC, pero no expresan apreciablemente otros marcadores de células que se
encuentran en etapas posteriores, tal como NGN3, PAX4, ARX y NKX2.2 expresados en células precursoras
endocrinas, o INS, GCG, GHRL, SST o PP expresados en células endocrinas pancreaticas monohormonales o
polihormonales.

Trasplante y purificacion de progenitores pancreaticos PDX1-positivo

Después de aproximadamente 3-5 dias en el medio de cultivo de la Etapa 4, los cultivos celulares se prepararon
bien mediante: i) separacion por citometria de flujo y/o purificacion y analisis; ii) encapsulacién en dispositivos de
encapsulacion como se discutiéo en mas detalle anteriormente; y/o iii) trasplante en el mamifero. Alternativamente, el
cultivo celular de la Etapa 4 se transfirié o adapté en un medio DMEM con glucosa elevada/1% Glutamax /1%Pen-
Estrep/1% de suplemento de B27 sin factores de crecimiento durante aproximadamente 1 a 2 dias, antes de la
citometria de flujo y/o el trasplante.

Descripciones detalladas para enriquecer, separar, aislar y/o purificar progenitores pancreaticos y/o células
endocrinas pancreaticas o células precursoras endocrinas se describen en detalle en la solicitud U.S. Numero
12/107.020, titulada METHODS FOR PURIFYING ENDODERM AND PANCREATIC ENDODERM CELLS DERIVED
FROM hES CELLS, presentada el 8 de Abril de 2008.

En resumen, se us6 CD142 para enriquecer el progenitor pancreatico PDX1-positivo (o células del epitelio
pancreatico o PE) mediante lavado rapido con PBS y disocié enzimaticamente en una suspension celular
sustancialmente unica empleando 3% de TrypLE y FBS/PBS/EDTA 1 mM (tampdn de eleccién). La suspensién
celular Unica se paso a través de un filiro de 40-100 uM, y a continuacidon se granuldé y se lavd de nuevo en un
tampon de eleccidon, re-granuld, y después se resuspendié de nuevo como una suspension celular Unica
sustancialmente en un tampén de eleccién en aproximadamente 1x10® células/mL. Las células resuspendidas se
incubaron con anticuerpo CD142 anti-ratén conjugado con ficoeritrina (BD PHARMIGEN™) en 10ul por 1x10’
células. Las células se lavaron al menos una vez con tampon de eleccion, se granularon y resuspendieron de nuevo
como una suspension celular Unica sustancialmente en tampén de eleccidon que contiene una disolucién de
microesferas de anti-ficoeritrina (Miltenyi Biotec) y se incubaron. Las células se lavaron al menos una vez y se
realizo la seleccidon inmuno-magnética de células CD142 positivas. La pre-clasificacion, union y flujo a través de las
fracciones se recogieron y contabilizaron mediante tincion con anti-PDX1 y/o anti-CHGA.

La fraccion de union estaba altamente enriquecida por células CD142 positivas y por células progenitoras
pancreaticas PDX1-positivas en comparacion con las fracciones de pre-clasificacion y de flujo. Véase la Tabla 9 de
la Solicitud U.S. Numero 12/107.020. Por ejemplo, la fraccion anti-CD142-positiva o fraccion de uniéon se comprendia
de aproximadamente 71% de células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo en comparacion a aproximadamente
22% de células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo en la fraccion de pre-clasificacion, y aproximadamente 8%
de células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo en la fraccion de flujo. Por lo tanto, habia aproximadamente tres
veces mas enriquecimiento de células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo en la fraccion anti-CD142-positiva o
fraccién de unién en relacion a la poblacion de pre-clasificacion. También, la fracciéon CD142-positiva o fracciéon de
union era reducida en células cromogranina A (CHGA)-positivas indicando que las células endocrinas
monohormonales o multihormonales no se seleccionaron o enriquecieron en esta poblacion. Por lo tanto, las células
CD142 se pueden emplear para la inmuno-seleccion positiva para enriquecer y/o purificar células epiteliales o
células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo, mientras que la fraccion de flujo (la fraccion o células que no se
unen a la columna de anticuerpo; o CD142-) se enriquece con células de tipo endocrino pancreatico. También, se
refiere a la Tabla 10 de la Solicitud U.S. Numero 12/107.020.

Ejemplo 5
Maduracion in vivo de progenitores pancreaticos que mejora la hipoglucemia en animales con diabetes inducida

Para determinar si las poblaciones enriquecidas o los cultivos de células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo,
incluyendo las poblaciones crioconservadas, eran completamente capaces de desarrollar y madurar in vivo mediante
células que segregan insulina sensibles a glucosa, se cargaron las poblaciones progenitoras en los dispositivos de
encapsulacion de manera similar a la descrita anteriormente en los Ejemplos 1 y 2 empleando bien una jeringa
Hamilton con una aguja sin punta de calibre de tamafio adecuado o bien mediante el método de carga segun el
procedimiento del fabricante.

Antes de cargar las células en el dispositivo, el dispositivo se consideré adecuado para trasplante y uso en
mamiferos, incluyendo a los seres humanos, por ejemplo, el dispositivo ha pasado los estandares de control de
calidad habituales, incluyendo la esterilizacion. Debido a que los componentes de la membrana del dispositivo es
probable que comprendan membranas hidrofobas, por ejemplo, PTFE vy, por lo tanto, repelen el agua, la
esterilizacion de los dispositivos normalmente se realiza mediante la impregnacion en un disolvente alcohdlico de los
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dispositivos (por ejemplo, 95% ETOH) y después se lavan en disolucion salina repetidas veces. Los dispositivos
deberan, por lo tanto, mantenerse humedos antes de la carga. Lo ideal seria que cualquier método de carga del
dispositivo se realizara bajo condiciones estériles, asegurando que cualquier componente del dispositivo que se
implante no se contaminara con células no deseadas.

La carga del dispositivo se puede realizar bien empleando una jeringa Hamilton o similar mas una aguja sin punta de
calibre de tamafo adecuado (el tamafio dependera del diametro del puerto del dispositivo) o similares, por ejemplo,
una aguja de calibre 22. La aguja se conecta a una jeringa Hamilton adecuada y contiene aproximadamente 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas pL de volumen celular que recogen una
cantidad o dosis de células eficaz terapéuticamente. La aguja se inserta entonces a través de al menos un puerto del
dispositivo y a través del lumen (o camara o reservorio) pero sin tocar las paredes del dispositivo. Los contenidos
totales de la jeringa se expulsan lentamente en el dispositivo al mismo tiempo que la aguja se esta retirando.

Alternativamente, otro método para cargar el dispositivo empleando una aguja es mediante el empleo de un tubo de
puerto de plastico o silicona estéril que conecta el puerto del dispositivo a la aguja que se inserta en el puerto pero
no en el lumen. En este método, se inyecta un adhesivo de silicona en el tubo de puerto de silicona, sellando el
puerto del dispositivo. El tubo de puerto se corta después y se inspeccionan las fugas o roturas.

Para cargar el dispositivo empleando el método de centrifugacion, se prepara un determinado volumen celular que
contiene una cantidad o dosis de células eficaz terapéuticamente, en una punta de micropipeta y la punta se conecta
con el puerto del dispositivo. El dispositivo y la punta de la pipeta pueden ponerse también en un depdsito o tubo
coénico de centrifugar mas grandes, inmovilizado o no. A menudo determinados volimenes se estratifican por encima
de la suspension celular en la punta de la pipeta y también en el tubo cénico mas grande. El tubo cénico se
centrifuga entonces a aproximadamente 1000 rpms durante unos pocos minutos, preferiblemente de 20 segundos
hasta a aproximadamente 2 minutos o hasta que las células se cargan en el dispositivo. Después se eliminan con
mucho cuidado los componentes de carga y se garantiza el dispositivo cargado.

Las células encapsuladas en el dispositivo se prepararon entonces para la implantacién en un mamifero, por
ejemplo, un ratén inmuno-suprimido, tal como SCID/Bg, rata, un mamifero mas grande o un paciente humano. Los
métodos para implantar las células encapsuladas y el dispositivo son sustancialmente como los que se describen
anteriormente en los Ejemplos 1y 2 y en Kroon et al., 2008, excepto que en Kroon et al. las células se implantaron
sobre GELFOAM y no contenian dentro un dispositivo. Sin embargo, ya que la poblacion celular encapsulada
contiene sustancialmente una poblacion progenitora similar a la que se describe por Kroon et al. 2008, y la Patente
U.S. N° 7.534.608, titulada METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES, presentada el 5 de julio,
2007, los ensayos para determinar la funcion celular fueron esencialmente los mismos. En resumen, los animales se
ensayaron aproximadamente cada dos, tres o cuatro semanas inyectandoles un bolo de arginina o glucosa,
preferiblemente glucosa, en los que si las células encapsuladas han madurado adecuadamente en nuevas células
beta in vivo, secretaran insulina en respuesta a glucosa. Para resumir, las células beta maduras son sensibles a
glucosa de forma no diferente a la de las células beta que aparecen de manera natural. Se recogio la sangre de los
mamiferos para determinar los niveles de péptido C humano que se secreta a partir de las células progenitoras
trasplantadas que tienen células beta humanas maduras. Se detecté péptido-C humano en el suero animal como
muy pronto a las 4 a 6 semanas después del trasplante y los niveles de péptido-C humano incrementan con del
tiempo en células progenitoras o células precursoras endocrinas maduras en células beta que funcionan
adecuadamente. Cantidades habituales de péptido C humano por encima de 50 pM se consideraron una indicacion
de la funcion de las células trasplantadas. Se demostrd previamente que las células injertadas a partir de
progenitores pancreaticos PDX1-positivo dan lugar fielmente a células que expresan marcadores y caracteristicas
fisiolégicas de células que secretan hormonas pancreaticas funcionales. Véase Kroon et al. 2009, citado
anteriormente y la Solicitud U.S. 11/773.944, titulada METHODS OF PRODUCING PANCREATIC HORMONES,
presentada el 5 de Julio, 2007.

Se contempla la inmuno-supresién para determinados mamiferos durante un periodo de tiempo inicial hasta que los
progenitores dentro del dispositivo maduren completamente y sean sensibles a la glucosa. En algunos mamiferos
los regimenes de inmuno-supresion pueden ser durante aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 o0 mas semanas, y
dependen probablemente del mamifero.

Por ultimo, similar a Kroon et al 2008, las células encapsuladas no sélo maduran en las agrupaciones del islote
pancreatico con células endocrinas, sino que también se desarrollan dentro de células asociadas al islote, tal como
células acinares. Por tanto, los progenitores pancreaticos PDX1-positivo trasplantados no estaban comprometidas a
convertirse en células endocrinas que secretan una Unica hormona sino que fueron capaces de madurar y
desarrollarse en lo que es sustancialmente similar a un islote humano, que comprende tanto células endocrinas
como células acinares. Y esta maduracion in vivo y respuesta a glucosa de las células trasplantadas se observo si
las células progenitoras (PDX1/NKX6.1 co-positivas; precursores endocrinos, o determinadas células
monohormonales o polihormonales) se cultivaron y diferenciaron in vitro y posteriormente se trasplantaron, o si
determinados progenitores se purificaron o enriquecieron antes del trasplante, o si se produjeron previamente a
partir de uno o mas lotes y se crioconservaron, descongelaron y adaptaron en un cultivo antes del trasplante.
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En resumen, después del trasplante, a las células trasplantadas se les permitié diferenciarse y madurar in vivo. Para
determinar si las células trasplantadas tenian una funcion fisiolégica normal, por ejemplo, como la de la célula beta
que aparece de forma natural, se determinaron los niveles de insulina mediante el ensayo de los niveles de péptido-
C humano. El péptido-C humano se separa o procesa a partir de la pro-insulina humana, por tanto, la deteccion de
péptido-C humano, y la no deteccion de péptido-C enddgeno de ratén, indica que la secrecion de insulina se deriva
de las células injertadas (exdgenas).

Se midi6 la secrecion de péptido-C humano estimulado por glucosa de las células trasplantadas en el suero a varios
puntos de tiempo después del trasplante. Se apreciara que la secrecion de péptido-C humano estimulado por
glucosa se puede medir en varios puntos de tiempo, por ejemplo, al menos 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 y mas dias.
Los niveles de péptido-C humano estimulado por glucosa se podrian medir de manera profunda en el suero a partir
de aproximadamente 15 minutos después de la administracion o inyeccion de glucosa. A los animales se les extrajo
sangre aproximadamente a los intervalos de tiempo de 15, 30 y 60 minutos después de la administracion de
glucosa. El suero se separd de las células sanguineas mediante centrifugacion en micro-recipientes como se
describe por el fabricante (Becton Dickinson). Se realizé el analisis ELISA del suero empleando placas ELISA
especificas para el péptido-C humano ultrasensibles (Alpco). En general, la mayoria de los animales que reciben
células trasplantadas encapsuladas responden a glucosa, como se demuestra mediante los niveles de péptido-C
que son tres veces superiores a 50 pM.

En resumen, las células encapsuladas completamente mediante el dispositivo anteriores no afectan a la maduracién
de las células ni a la funcion fisiolégica de las células una vez han madurado. Ademas, se observo la mejora de la
hipoglucemia en estos animales con diabetes inducida, y era sustancialmente similar a la que se describe
previamente en Kroon et al. (2008), asi como en la Patente U.S. N° 7.534.608, aunque ninguno describe células o
injertos encapsulados completamente.

Como se empela en las reivindicaciones de a continuacion y a través de esta divulgacion, mediante la frase “que
consiste esencialmente en” significa que incluye cualquiera de los elementos enumerados después de la frase, y
limita a otros elementos que no interfieren con, o contribuyen en, la actividad o accién especificada en la divulgacion
para los elementos enumerados. Por tanto, la frase “que consiste esencialmente en” indica que los elementos
enumerados se requieren o son obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden o no presentarse
dependiendo de si afectan o no a la actividad o accién de los elementos enumerados.
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REIVINDICACIONES

Un ensamblaje de encapsulacion celular para implantar en un hospedador mamifero, comprendiendo dicho
ensamblaje una membrana semi-permeable y al menos una camara para encapsular células vivas, en
donde el ensamblaje comprende un primer cierre en el borde periférico del ensamblaje, formando asi el
ensamblaje de encapsulacion, y un segundo cierre que reduce el volumen de la camara, y en donde el
ensamblaje comprende ademas células vivas que son células progenitoras pancreaticas PDX1-positivo y
que maduran en células endocrinas capaces de secretar insulina en respuesta a la estimulacién por
glucosa.

El ensamblaje de la reivindicacion 1, en donde el ensamblaje tiene un tercer o cuarto cierre y reduce
ademas el volumen de la camara.

El ensamblaje de la reivindicaciéon 1 que comprende ademas al menos un puerto de carga.
El ensamblaje de la reivindicacién 1 que comprende dos puertos de carga.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde las células vivas maduran en un islote que comprende
células endocrinas y acinares en el hospedador mamifero.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde la membrana semi-permeable es permeable a los
nutrientes y el oxigeno.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde el ensamblaje comprende una pluralidad de camaras que
limitan las aglomeraciones de células dentro del ensamblaje.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde el ensamblaje promueve la secrecion o liberacion de un
agente o macromolécula activa biolégicamente a través del ensamblaje.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde el ensamblaje promueve la estabilidad a largo plazo de
las células vivas encapsuladas.

El ensamblaje segun la reivindicacién 1, en donde el ensamblaje aisla inmunolégicamente las células
trasplantadas del tejido del hospedador.

El ensamblaje segun la reivindicacion 1, en donde el ensamblaje esta vascularizado.
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