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Resum
Les cèŀlules mare embrionàries humanes (hESC) són una font potencial per a la curació de moltes malalties con-
seqüència d’un dèficit de funció ceŀlular. Per a ser acceptades per a la seva utilització clínica són necessàries
unes condicions de cultiu lliures de xenobiòtics i sota condicions de good manufacturing practices (GMP). Aquí
presentem les nostres dades actuals de derivacions de línies de hESC i de la caracterització inicial del protocols
dels medis xenobiotic-free i químicament definit per la propagació de hESC. En concret, presentem la derivació
de cinc noves línies de hESC. A més a més, proposem que el plasma humà i els seus derivats poden ser una bona
alternativa als derivats de sèrum animal extensament utilitzats i que el medi químicament definit N2-B27 prèvia-
ment caracteritzat pot mantenir el cultiu de les nostres línies de hESC. Finalment, presentem evidències que la
laminina, la fibronectina i el coŀlagen IV humans són tres possibles alternatives per a mantenir aquest cultiu evi-
tant l’ús de cèŀlules de suport.
Paraules clau    Cèŀlules mare embrionàries, xenobiotic-free, derivació, condicions definides.

Abstract
Human embryonic stem cells (hESC) represent a potential source for the cure of many loss-of-function cellular
diseases. However, if hESC are to be used in clinical applications, their derivation and culture should be carried
out under xenobiotic-free and good manufacturing practice conditions. Here we present our current data on
derivation of hESC lines and on the initial characterization of protocols for both xenobiotic-free and chemically-
defined media for hESC propagation. Specifically, we present the derivation of five new hESC lines. In addition,
we show that human plasma and its derivates may be good alternatives to the widely used animal-derived serum
products and that the previously characterized chemically-defined medium N2-B27 supports the propagation of
our hESC lines. Finally, we present evidence showing that human laminin, fibronectin and collagen IV may be
valid alternatives to feeder cells for hESC culture.

INTRODUCCIÓ

Les cèŀlules mare embrionàries humanes han esde-
vingut una revolució científica els últims anys a cau-
sa de la seva capacitat potencial de formar qualsevol
tipus ceŀlular del organisme. Moltes malalties produ-
ïdes per un dèficit de funció ceŀlular tenen amb les
hESC una porta oberta a la curació (Thomson et al.,
1998).

Tot i això, la seva aplicació en teràpia clínica re-
quereix unes condicions de cultiu concretes per tal
d’evitar riscs potencials alhora que un rebuig immu-
nitari addicional o la possible transmissió de malalti-

es de qualsevol origen. La derivació i el cultiu tradi-
cional  de  hESC inclou  l’ús  de  productes  d’origen
animal, tal com el KO-Serum Replacement, la gela-
tina i la pronasa. Publicacions recents descriuen pos-
sibles noves fonts de proteïna humana que permeten
substituir les d’origen boví (Amit et al., 2004; Gen-
bacev et al., 2005), i alternatives a l’ús de pronasa o
gelatina durant la derivació i cultiu de les línies (Kli-
manskaya et al., 2005; Elleström et al., 2006). 

Una vegada s’aconsegueixen eliminar els xenobi-
òtics del cultiu de les hESC, el següent pas és acon-
seguir  derivar  una línia  en aquestes  condicions  de
cultiu i sota condicions de treball de good manufac-
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turing practice (GMP), per tal de possibilitar la seva
futura utilització en teràpia clínica.

Per una altra banda, la tendència dels laboratoris
de recerca en hESC es mantenir les cèŀlules en unes
condicions de cultiu el més definides possible (Lu et
al., 2006; Ludwig et al., 2006; Shuyuan Yao et al.,
2006). D’aquesta manera es pot mantenir un control
absolut sobre els factors que les mantenen indiferen-
ciades i, per tant, quins són els factors que, afegits al
medi, poden induir una diferenciació dirigida envers
una estirp ceŀlular en concret.

MATERIAL I MÈTODES

Derivació i cultiu

Els embrions, procedents de cicles de fecundació in
vitro,  van  ser  donats  per  les  parelles  progenitores
desprès de cinc o més anys d’emmagatzement en ni-
trogen líquid, un cop obtingut el  seu consentiment
informat,  l’aprovació  del  comitè  ètic  de  l’Institut
Universitari Dexeus, l’aprovació de l’Instituto de Sa-
lud Carlos III i del Departament de Salut de la Gene-
ralitat de Catalunya.

Després de la descongelació, els embrions van ser
cultivats fins l’estadi de blastocist. La zona peŀlúcida
es va eliminar incubant els embrions amb pronasa o
Acid Tyrode’s, segons el cas. Els embrions sense zo-
na van ser transferits a plaques d’un pou central amb
gelatina (Cambrex) sobre una monocapa de  human
foreskin fibroblasts (HFF) irradiats  a  37º  C i  5 %
CO2 en medi hES (hESm: Knockout Dulbecco’s mo-
dified  Eagle’s  KO-DMEM)  suplementat  amb
2 mmol/l  GlutaMAX (Gibco, InVitrogen corporati-
on), 0,05 mmol/l 2-mercaptoetanol (Gibco, InVitro-
gen  corporation),  8  ng/ml  basic  fibroblast  growth
factor (bFGF) (Invitrogen), 1 % non-essential amino

acids (Cambrex), 20 % knockout serum replacement
(InVitrogen), 50 u/ml de peniciŀlina i 50 µg/ml d’es-
treptomicina (ambdues de Gibco, InVitrogen corpo-
ration). El medi es va reemplaçar diàriament a partir
del tercer dia de cultiu.

Les  HFF  van  ser  cultivades  amb  Iscove’s  Mo-
dified Dulbecco’s Medium (IMDM) (InVitrogen) su-
plementat  amb  10  %  de  sèrum  fetal  boví  (FBS)
(Gibco, InVitrogen corporation), 100 u/ml de peniciŀ-
lina i 100 µg/ml d’estreptomicina (ambdues de Gib-
co, InVitrogen corporation).

Les plaques es van controlar diàriament fins que
es va veure un creixement de les cèŀlules de la massa
ceŀlular  interna (ICM) prou gran per a fer  un  split
mecànic de la colònia inicial  (figura 1).  D’aquesta
manera, cada 5-7 dies es van passar mecànicament
les colònies en petits fragments a una placa amb una
monocapa de HFF nova.

Les  colònies  van  ser  criopreservades  periòdica-
ment  en  petits  fragments  en  criotubs  (NUNC,
Roskilde, Dinamarca) en 90 % FBS i 10 % DMSO
(Sigma) a una taxa de refrigeració d’1º C/min i em-
magatzemats en nitrogen líquid. Les cèŀlules van ser
descongelades a 37º C i cultivades per a assegurar la
seva capacitat de supervivència.

Caracterització de les línies hESC 

Es van realitzar cariotips mitjançant el mètode de G-
banding analitzant 15 metafases després de cultivar
les colònies 30 minuts amb 2 μl/ml de colcemid (In-
vitrogen).

L’activitat fosfatasa alcalina es va provar mitjan-
çant  el  kit Alkaline  Phosphatase  Red  Membrane
Substrate Solution (Sigma) després de fixar les cèl-
lules dos minuts amb paraformaldehid (PFA) al 4 %
a temperatura ambient (TA).

Els  marcadors  de indiferenciació es  varen posar
de  manifest  mitjançant  un  test  immunocitoquímic.

Figura 1    Creixement de la ICM de l’ES[3] després de
dotze dies en cultiu sobre una monocapa de HFF.
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Les colònies varen ser cultivades sobre  polystyrene
slide flasks (NUNC, Roskilde, Denmark) i fixades 5
minuts amb PFA 4 % a TA. Les colònies varen ser
incubades amb els anticossos primaris per a stage-s-
pecific  embryonic  antigen (SSEA)-3,  SSEA-4,  tu-
mor-related antigen TRA-1-60 i TRA-1-81, SOX-2
(Chemicon International, Inc., Temecula, CA), octa-
mer binding transcription factor-4 (OCT-4) (Santa
Cruz  Biotechnology,  Califòrnia,  EUA)  i  NANOG
(Abcam, Cambridge, RU). A continuació, els portes
van ser incubats dues hores a TA amb els anticossos
secundaris  Cy2  and  Cy3  (Jackson  Immuno  Re-
search,  Suffolk,  RU).  Els  anticossos primaris  i  se-
cundaris varen ser diluïts  1:20 i  1:100, respectiva-
ment, excepte NANOG, que es va diluir 1:500.

L’antigen leucocitari humà (HLA) es va analitzar
mitjançant la metodologia de tipificació basada en la
seqüència amb el  kit AlleleSEQR HLA Sequencing
(Atria Genetics). Per l’estudi de microsatèŀlits es va
realitzar  una  PCR  multiplex de  9  microsatèŀlits  o
STR (short tandem repeats) més el gen de l’amelo-
genina (per a detectar el cromosoma Y), amb mar-
catge  fluorescent  amb  el  kit AmplFlSTR  Profiler
Plus (Applied Biosystems).

Per a la demostració de la pluripotencialitat in vi-
tro es  van generar  embryoid bodies (EB) aixecant
mecànicament colònies senceres de hESC i mante-
nint-les en suspensió 3-4 dies en hESm. A continua-
ció  es  van cultivar sobre  slide flasks amb gelatina
durant 15-25 dies abans de fixar-les 15 minuts amb
PFA al 4 %. Com a anticossos primaris es varen fer
servir α-actinina (SIGMA) com a marcador de me-
soderm,  β-tubulina  (Covance)  com a  marcador  de

ectoderm i  α-fetoproteïna  (Dako)  com a marcador
d’endoderm.

La pluripotencialitat in vivo de les hESC es va de-
mostrar mitjançant la injecció intramuscular d’apro-
ximadament 1 milió de cèŀlules en ratolins amb una
immunodeficiència severa combinada (SCID) per a
induir la formació de teratomes. Després de dos me-
sos  els  ratolins  van  ser  sacrificats  i  els  teratomes
desenvolupats  van  ser  analitzats  mitjançant  tècni-
ques  d’histologia  convencionals  i  immunofluores-
cència. 

Cultiu lliure de xenobiòtic

Es van testejar quatre medis diferents de composició
idèntica a l’hESm en els quals se substitueix el KO-
Serum Replacement per plasma humà (HP) (Grifols)
al 10 i al 20 % i per sobrenedant de crioprecipitat de
plasma humà (SCP) (Grifols) al 10 i al 20 %.

El medi es va anar canviant progressivament afe-
gint un 25 % més de medi xenofree el tercer dia des-
prés de cada split fins arribar a un 100 % del medi
propi de cada condició.

Cultiu en condicions definides

Es van testejar dos medis químicament definits. Un,
el N2-B27, conté DMEM/F12, suplements N2 (1×) i
B27 (1×) (ambdós de Gibco, InVitrogen corporati-
on),  Glutamax  2 mM,  2-mercaptoetanol  0,11 mM,
NEAA (100×), bFGF 100 µg/ml, 50 u/ml de penicil-
lina i 50 µg/ml d’estreptomicina (ambdues de Gibco,
InVitrogen corporation). El segon medi testejat (N2-
B27-LC) incorpora un suplement de lipid concentra-
te (Gibco,  InVitrogen corporation).  Les cèŀlules es
cultiven  originàriament  en  medi  condicionat  per

Figura 3    Creixement diferenciat de ES[2] positiu per α-
actinina.

Figura 4    Teixit condroide present en un teratoma pro-
cedent  de  la  injecció  de  cèl·lules  de  l’ES[2]  a  raolins
SCID.
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fibroblasts embrionaris murins (MEF) i es canvia a
un 25 % addicional de medi definit a cada split.

Per una altra banda es van testejar matrius de pro-
teïnes extraceŀlulars humanes o sintètiques. Les ma-
trius provades contenien laminina a 5 µg/cm2 (Sig-
ma),  fibronectina  a  5 µg/cm2 (BD),  coŀlagen  IV  a
0,1-10 µg/cm2 (BD), PuraMatrix (BD) i fibrina (Gri-
fols) (Ludwig et al., 2006).

RESULTATS

En una sèrie es van descongelar sis blastocists dels
quals quatre (66,7 %) van sobreviure i es van sem-
brar.  D’aquests  quatre  van  resultar  dues  línies  de
hESC: l’ES[2] i  l’ES[3].  En una sèrie posterior es
van descongelar 55 embrions en estadis primerencs
(pronuclis o cèŀlules), dels quals 38 (69,1 %) van so-
breviure i 13 (34,2 %) van arribar a blastocist. D’a-
quests  13,  van resultar  tres  noves línies  de hESC:
ES[4], ES[5] i ES[6].

L’ES[2] i l’ES[3] procedeixen d’embrions d’una
mateixa parella. Ambdues línies varen presentar un
cariotip normal (46, XY). També van donar resultat
positius  per  a  tots  els  marcadors  d’indiferenciació
testejats:  SSEA3,  SSEA4,  TRA-1-60,  TRA-1-81,
Nanog, SOX2 i Oct4 (figura 2 i  resultats  no mos-
trats) i per a l’activitat fosfatasa alcalina. La tipifica-
ció HLA va ser idèntica i homozigòtica en les dues
línies, mentre que l’anàlisi de microsatèŀlits mostra-
va una compatibilitat pròpia de línies germanes.

La diferenciació  in vitro va posar de manifest la
capacitat de les dues línies de formar teixits proce-
dents de les tres capes germinals: mesoderm (α-acti-
nina)  (figura 3),  ectoderm (β-tubulina)  i  endoderm
(α-fetoproteïna). Els teratomes resultants de la dife-
renciació in vivo estaven composts de teixits proce-
dents  de les  tres  capes  germinals,  tals  com epiteli

respiratori, teixit condroide (figura 4) i acúmuls neu-
ronals.

L’embrió del qual procedeix l’ES[4] va ser tractat
amb pronasa, mentre que l’ES[5] i l’ES[6] van ser
derivades prèvia eliminació de la zona peŀlúcida amb
Acid Tyrode’s, evitant d’aquesta manera la pronasa
a les derivacions, un dels xenobiòtics d’us freqüent.
Les tres línies es troben actualment en procés de ca-
racterització.

El cultiu en condicions lliures de xenobiòtics, amb
els medis amb HP i SCP, mostren una clara tendèn-
cia a la diferenciació. Tot i això, el cultiu amb HP i
SCP (100 % de medi xenofree) permet mantenir les
línies  indiferenciades  de  manera  continuada i  amb
una eficàcia suficient. En una anàlisi preliminar sem-
bla que les cèŀlules cultivades en HP al 20 % (figura
5) són les que més tendeixen a la diferenciació, men-
tre que les cultivades en SCP al 10 % mostrarien la
tendència més baixa.

El procés de test els nous medis definits es troba
en les  fases  inicials.  Actualment  les  cèŀlules  estan
sent cultivades en paraŀlel amb N2-B27 i N2-B27-
LC amb un 25 % de medi definit i un 75 % de medi
condicionat i no s’observa cap alteració al cultiu.

Pel que fa a les matrius extraceŀlulars, uns resul-
tats  molt  preliminars  mostren  que  la  laminina,  la
fibronectina, el coŀlagen IV i les seves combinacions
ofereixen un suport acceptable al creixement de les
hESC.

CONCLUSIONS

La derivació de línies de hESC sobre HFF i el seu
cultiu en presència de xenobiòtics és una tècnica ja
descrita i reproduïble en les condicions publicades.
Tot i això, prèviament a la seva possible utilització
clínica s’han d’aconseguir derivar i mantenir noves
línies en condicions GMP i lliures de xenobiòtics.

L’eliminació de la gelatina del cultiu de les HFF,
la  substitució  de la  pronasa per  Acid  Tyrode’s,  la
sembra del blastocist sencer o aïllar la ICM mecàni-
cament per evitar la utilització d’anticossos i com-
plement d’origen animal, i també la substitució del
KO-SR per una font de sèrum humà són possibles i
suposen el primer pas per a assolir una derivació en
condicions lliures de xenobiòtics. 

De les  fonts  humanes testejades,  tant  l’HP com
l’SCP al 10 o al 20 % poden representar una font de
proteïna acceptable per a substituir el KO-SR, però
sembla que el SCP al 10 % és capaç de mantenir mi-
llor l’estat indiferenciat de les colònies. Una vegada
es pugui mantenir amb èxit el cultiu de les actuals lí-
nies en aquestes condicions, serà possible plantejarFigura 5    Colònies de l’ES[2] cultivades 1:1 HP (20%) /

hESm.
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la derivació de noves línies de hESC en condicions
totalment lliures de xenobiòtics.

Un altre objectiu important a assolir és el d’acon-
seguir cultivar les colònies de hESC en les condici-
ons químicament més definides possibles per tal de
poder controlar en tot moment quins són els factors
que afecten la seva diferenciació o indiferenciació.
Els medis definits N2-B27 i N2-B27-LC poden man-
tenir el cultiu indiferenciat de les hESC. Per una al-
tra banda, sembla que la laminina, la fibronectina i el
coŀlagen són  capaços  de  mantenir  el  cultiu  de  les
hESC per si sols o combinant-los entre si.
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