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Tratamiento de células pluripotentes

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se dirige a métodos para tratar las células pluripotentes, por lo que las células pluripotentes se 5
pueden ampliar de manera eficiente en la el cultivo y diferenciarse por el tratamiento de las células pluripotentes con 
un inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B.

FONDO
10

Los avances en la terapia de reemplazo de células para la diabetes mellitus de tipo I y la escasez de islotes 
trasplantables de Langerhans han centrado el interés en el desarrollo de fuentes de células productoras de insulina, 
o células β, apropiadas para el injerto. Un enfoque es la generación de células funcionales β a partir de células 
pluripotentes, tales como, por ejemplo, células madre embrionarias.

15
En el desarrollo embrionario de los vertebrados, una célula pluripotente da lugar a un grupo de células que 
comprenden tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) en un proceso conocido como la 
gastrulación. Los tejidos tales como, por ejemplo, la tiroides, el timo, el páncreas, el intestino y el hígado, se 
desarrollará a partir del endodermo, a través de una etapa intermedia. La etapa intermedia en este proceso es la 
formación de endodermo definitivo. Células de endodermo definitivas expresan un número de marcadores, tales 20
como, HNF-3 beta, GATA-4, Mix11, CXCR4 y Sox-17.

La formación del páncreas surge de la diferenciación de endodermo definitivo en endodermo pancreático. Las 
células del endodermo pancreático expresan el gen homeobox pancreaticduodenal, Pdx-1. En ausencia de Pdx-1, el 
páncreas no logra desarrollarse más allá de la formación de yemas ventral y dorsal. Así, la expresión Pdx-1 marca 25
un paso crítico en la organogénesis pancreática. El páncreas maduro contiene, entre otros tipos de células, tejido 
exocrino y tejido endocrino. Tejidos exocrinos y endocrinos surgen de la diferenciación de endodermo pancreático.

La generación de una cantidad suficiente de material celular para el trasplante requiere una fuente del material 
celular que se puede ampliar de manera eficiente en cultivo, y se puede diferenciar de manera eficiente en el tejido 30
de interés, por ejemplo, células funcionales β.

Los métodos actuales a células madre embrionarias humanas de cultivo son complejos; que requieren el uso de 
factores exógenos, o medios químicamente definidos a fin de que las células proliferen sin perder su pluripotencia. 
Además, la diferenciación de células madre embrionarias a menudo resulta en una disminución en las células para 35
expandir en cultivo.

En un ejemplo, Cheon et al. (BioReprod DOI: 10.1095/biolreprod.105.046870, 19 de octubre, 2005) describen un 
sistema de cultivo libre de suero libre de alimentador en el que se mantienen las células madre embrionarias en 
medio de sustitución de suero condicionado (SR) suplementado con factores de crecimiento diferentes capaces de 40
desencadenar autorrenovación de células madre embrionarias.

En otro ejemplo, US20050233446 describe un medio definido util en el cultivo de células madre, incluyendo células 
madre primordiales de primates no diferenciados. En solución, los medios son sustancialmente isotónicos en 
comparación con las células madre que se cultiven. En un cultivo dado, el medio particular comprende un medio 45
base y una cantidad de cada uno de bFGF, insulina y ácido ascórbico necesario para apoyar el crecimiento 
sustancialmente no diferenciado de las células madre primordiales.

En otro ejemplo, W02005086845 describe un método para el mantenimiento de una célula madre no diferenciada, 
comprendiendo dicho método la exposición de una célula madre a un miembro de familia de factor de crecimiento 50
transformante beta (TGFβ) de proteinas, un miembro de la familia de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) de 
proteínas, o nicotinamida (NIC) en una cantidad suficiente para mantener la célula en un estado no diferenciado 
durante una cantidad de tiempo suficiente para conseguir un resultado deseado.

Se conocen inhibidores de quinasa-3 de sintasa de glucógeno (GSK-3) para promover la proliferación y la expansión 55
de células madre adultas. En un ejemplo, Tateishi et al. (Biochemical and Biophysical Research Communications 
(2007) 352: 635) muestran que la inhibición de GSK-3 mejora el crecimiento y la supervivencia de las células 
humanas cardiacas madre (hCSCs) recuperadas del corazón humano neonatal o adulto y que tienen características 
mesenquimales.

60
Por ejemplo, Rulifson et al. (PNAS 144, 6247-6252, (2007)) establece que la "señalización Wnt estimula proliferación 
de islote de células β.

En otro ejemplo, WO2007016485 informa que la adición de los inhibidores de GSK-3 al cultivo de células madre no 
embriónicas, incluyendo las células progenitoras adultas multipotentes, conduce al mantenimiento de un fenotipo 65
pluripotente durante la expansión y resulta en una respuesta de diferenciación más robusta.
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En otro ejemplo, US2006030042 utiliza un método de inhibición de GSK-3, ya sea por adición de Wnt o un inhibidor 
de molécula pequeña de la actividad enzimática de GSK-3, para mantener células madre embrionarias sin el uso de 
una capa de células alimentadoras.

5
En otro ejemplo, WO2006026473 informa de la adición de un inhibidor GSK-3B, para estabilizar las células 
pluripotentes a través de la activación transcripcional de c-myc y estabilización de proteína c-myc.

En otro ejemplo, WO2006100490 informa del uso de un medio de cultivo de células madre que contiene un inhibidor 
de GSK-3 y un agonista gp130 para mantener una población de autorenovación de células madre pluripotentes, 10
incluyendo células madre embrionarias de ratón o humanas.

En otro ejemplo, Sato et al. (Nature Medicine (2004) 10:55-63) muestran que la inhibición de GSK-3 con un 
compuesto farmacológico específico puede mantener el fenotipo no diferenciado de las células madre embrionarias 
y sostener la expresión de factores de transcripción pluripotentes de estado específico tales como Oct-3/4, Rex-1, y 15
Nanog.

En otro ejemplo, Maurer et al. (Journal of Proteome Research (2007) 6: 1198-1208) muestran que las células madre 
adultas neuronales tratadas con un inhibidor de GSK-3 muestran mayor diferenciación neuronal, específicamente 
mediante la promoción de la transcripción de genes diana β-catenina y la disminución de la apoptosis.20

En otro ejemplo, Gregory et al. (Annals of the New York Academy of Sciences (2005) 1049: 97-106) informan de que 
los inhibidores de GSK-3B mejoran la osteogénesis in vitro.

En otro ejemplo, Feng et al. (Biochemical and Biophysical Research Communcations (2004) 324: 1333-1339) 25
muestran que la diferenciación hematopoyética a partir de células madre embrionarias se asocia con la regulación 
por disminución de la vía Wnt/ β-catenina, donde Wnt es un inhibidor natural de GSK-3.

Por lo tanto, sigue existiendo una importante necesidad de desarrollar métodos para el tratamiento de células madre 
pluripotentes tal que pueden ser expandidas para hacer frente a las necesidades clínicas actuales, al tiempo que 30
conserva el potencial de diferenciarse en células endocrinas pancreáticas, células pancreáticas que expresan 
hormona, o células pancreáticas que secretan hormonas.

RESUMEN
35

La invención proporciona un procedimiento para expandir y diferenciar las células pluripotentes, que comprende las 
etapas de:

a. El cultivo de células pluripotentes, y
40

b. El tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B en la que el 
inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B es 3-[1-(2-hidroxietilo)-1H-indol-3-ilo]-4-(1-piridina-3-ilo-1H-indol-3-
ilo)-pirrol-2,5-diona.

En una realización, las células pluripotentes se diferencian en células que expresan marcadores característicos del 45
linaje endodérmico definitivo.

Las células pluripotentes pueden ser células madre embrionarias humanas, o pueden ser células que expresan
marcadores de pluripotencia derivados de células madre embrionarias humanas, de acuerdo con los métodos 
descritos en 60/913475.50

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 17189731 en el número de 
células, como se determina por el número de núcleos observados (Panel A) y la expresión Sox-17, como se 55
determina por la intensidad de la tinción inmunofluorescente (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

La Figura 2 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 17163796 en número de 60
células, como se determina por el número de núcleos observados (Panel A) y expresión de Sox-17, tal como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron de células 
de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea humana embrionaria 
de células madre H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

65
La Figura 3 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 17223375 en el número de 
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células, como se determina por el número de núcleos observados (Panel A) y expresión Sox 17, tal como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

5
La Figura 4 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 18157698 en el número de 
células, como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y la expresión Sox-17, como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).10

La Figura 5 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 26158015 en el número de 
células, como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y la expresión Sox-17, como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 15
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

La Figura 6 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 26483197 en el número de 
células, como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y expresión Sox-17, tal como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 20
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

La Figura 7 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 26483249 en el número de 
células, como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y la expresión Sox-17, como se 25
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

La Figura 8 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 10220067 en el número de 30
células, como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y Expresión Sox 17, tal como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de 
células de la línea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la línea de células 
madre embrionarias humanas H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

35
La Figura 9 muestra la expresión de CXCR4 en la superficie de las células, como se determina por la tinción de 
inmunofluorescencia y análisis de citometría de flujo, en las células tratadas con los compuestos que se muestran, 
de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 8.

La Figura 10 muestra la expresión de CXCR4 (Panel A), HNF-3 beta (Panel B), y Sox-17 (Panel C), según lo 40
determinado por PCR en tiempo real, en las células tratadas con los compuestos mostrados, de acuerdo con los 
métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 8.

La Figura 11 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en el número 
de células, como se determina por el número de núcleos observados (Panel A) y la expresión de Pdx1, como se 45
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B), usando el IN CELL Analyzer 1000 (GE 
Healthcare). Las células se trataron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 9.

La Figura 12 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en expresión
Pdx-1 (barras blancas) y HNF-6 (barras negras), según lo determinado por PCR en tiempo real. Las células fueron 50
tratadas de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 9.

La Figura 13 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en el número 
de célula, tal como se determina por el número de núcleos observado (Panel A) y la expresión de insulina, tal como 
se determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 55
(GE Healtheare). Las células se trataron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 10.

La Figura 14 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en la 
expresión Pdx-1 (barras blancas) y la insulina (barras negras), según lo determinado por PCR en tiempo real. Las 
células se trataron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 10.60

La Figura 15 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en el número 
de células, como se determina por el número de núcleos observados (Panel A) y la expresión de insulina, como se 
determina por la intensidad de la tinción de inmunofluorescencia (Panel B), usando la célula en Analizador de 1000 
(GE Healthcare). Las células se trataron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 11.65
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DESCRIPCIÓN DETALLADA

Para claridad de la descripción, y no a modo de limitación, la descripción detallada de la invención se divide en las 
siguientes subsecciones que describen o ilustran ciertas características, realizaciones o aplicaciones de la presente 
invención.5

Definiciones

Las células madre son células no diferenciadas definidas por su capacidad en el nivel de células individuales tanto
para autorenovación y se diferencian para producir células de la progenie, incluyendo progenitores de 10
autorenovación, progenitores de no renovación y células diferenciadas terminalmente. Las células madre también se 
caracterizan por su capacidad para diferenciarse in vitro en células funcionales de diversos linajes celulares de 
múltiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), así como para dar lugar a tejidos de múltiples 
capas germinales después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoría, si no a todos, los tejidos 
después de la inyección en blastocistos.15

Las células madre se clasifican por su potencial de desarrollo como: (1) totipotentes, es decir, capaz de dar lugar a 
todos los tipos de células embrionarias y extraembrionarias; (2) pluripotentes, lo que significa capaz de dar lugar a 
todos los tipos de células embrionarias; (3) multipotentes, que significa capaz de dar lugar a un subconjunto de los 
linajes de células, pero todos dentro de un tejido, órgano o sistema fisiológico particular (por ejemplo, células madre20
hematopoyéticas (HSC) pueden producir una progenie que incluyen HSC (autorrenovación), progenitores 
oligopotentes de células sanguineas restringidas y todos los tipos y elementos celulares (por ejemplo, plaquetas) 
que son componentes normales de la sangre); (4) oligopotentes, que significa capaz de dar lugar a un subconjunto 
más restringido de linajes de células que las células madre multipotentes; y (5) unipotentes, que significa capaz de 
dar lugar a un único linaje celular (por ejemplo células madre de espermatogénesis).25

La diferenciación es el proceso por el cual una célula no especializada ("no comprometida") o menos especializada
adquiere las características de una célula especializada, tales como, por ejemplo, una célula nerviosa o una célula 
muscular. Una célula diferenciada o inducida por diferenciación es una que se ha llevado en una posición más 
especializada ("comprometida") dentro del linaje de una célula. El término "comprometido", cuando se aplica al 30
proceso de diferenciación, se refiere a una célula que ha procedido en la vía de diferenciación a un punto en el que, 
en circunstancias normales, continuará para diferenciarse en un tipo celular específico o un subconjunto de tipos de 
células, y no puede, en circunstancias normales, diferenciarse en un tipo de célula diferente o volver a un tipo de 
células menos diferenciadas. La desdiferenciación se refiere al proceso por el cual una célula vuelve a una posición 
menos especializada (o comprometida) dentro del linaje de una célula. Tal como se usa en el presente documento, 35
el linaje de una célula define la heredibilidad de la célula, es decir, las células de las que provenía y a qué células 
puede dar lugar. El linaje de una célula coloca la célula dentro de un esquema hereditario de desarrollo y 
diferenciación. Un marcador de linaje específico se refiere a una característica asociada específicamente con el 
fenotipo de las células de un linaje de interés y se puede utilizar para evaluar la diferenciación de una célula no 
comprometida con el linaje de interés.40

"Linaje de células β" se refiere a células con la expresión de genes positiva para el factor de transcripción Pdx1 y por 
lo menos uno de los siguientes factores de transcripción: NGN-3, Nkx2.2, Nkx6.1, NeuroD, Isl-1, HNF-3 beta, MAFA,
Pax-4 y Pax6. Las células que expresan marcadores característicos del linaje de células β incluyen células β.

45
"Células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo" como se usa en este documento 
se refieren a células que expresan al menos uno de los siguientes marcadores: SOX-17, GATA-4, HNF-3 beta, GSC, 
Cerl, Nodal, FGF8, Brachyury, proteína homeobox de tipo mezcla, FGF4, CD48, eomesodermina (EOMES), DKK4, 
FGF17, GATA-6, CXCR4, C-Kit, CD99, o OTX2. Las células que expresan marcadores característicos del linaje 
endodérmico definitivo incluyen células precursoras de racha primitiva, células de racha primitiva, células 50
mesendodérmicas y células endodérmicas definitivas.

"Células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático", como se usa en el presente 
documento se refiere a células que expresan al menos uno de los siguientes marcadores: Pdx-1, HNF-1beta,
PTF1alfa, HNF-6, o HB9. Las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático 55
incluyen células del endodermo pancreático.

"Células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático", como se usa en el presente 
documento se refiere a células que expresan al menos uno de los siguientes marcadores: NGN-3, NeuroD, Islote-1,
Pdx-1, NKX6.1, Pax-4, o PTF1alfa. Las células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino 60
pancreático incluyen células pancreáticas endocrinas, células que expresan la hormona pancreática, y células 
secretoras de hormona pancreática y células del linaje de células β.

"Endodermo definitivo", como se usa aquí se refiere a células que llevan las características de las células derivadas 
del epiblasto durante la gastrulación y que forman el tracto gastrointestinal y sus derivados. Las células 65
endodérmicas definitivas expresan los siguientes marcadores: HNF-3 beta, GATA-4, SOX-17, Cerberus, OTX2, 
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goosecoide, C-Kit, CD99, y Mixl1.

"Endodermo extraembriónico" tal como se utiliza aquí se refiere a una población de células que expresan al menos 
uno de los siguientes marcadores: SOX-7, AFP, y SPARC.

5
"Marcadores", como se usa en el presente documento, son moléculas de ácido nucleico o polipeptídico que se 
expresan diferencialmente en una célula de interés. En este contexto, la expresión diferencial significa un aumento 
del nivel de un marcador positivo y una disminución del nivel de un marcador negativo. El nivel detectable del ácido 
marcador nucleico o polipéptido es suficientemente más alto o más bajo en las células de interés en comparación 
con otras células, de tal manera que la célula de interés puede identificarse y distinguirse de otras células utilizando 10
cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la técnica.

"Célula mesendodérmica" tal como se utiliza aquí se refiere a una célula que expresa al menos uno de los siguientes 
marcadores: CD48, eomesodermina (EOMES), SOX-17, DKK4, HNF-3 beta, GSC, FGF17, GATA-6.

15
"Célula endocrina pancreática", o "célula que expresa hormonas pancreáticas" como se usa en el presente 
documento se refiere a una célula capaz de expresar al menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagón,
somatostatina y polipéptido pancreático.

"Célula secretora de la hormona pancreática" tal como se utiliza aquí se refiere a una célula capaz de secretar al20
menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagón, somatostatina, y polipéptido pancreático.

"Células de racha preprimitiva" tal como se utiliza aquí se refiere a una célula que expresa al menos uno de los
siguientes marcadores: Nodal, o FGF8.

25
"Célula línea primitiva" como se usa aquí se refiere a una célula que expresa al menos uno de los siguientes 
marcadores: Brachyury, proteínas homeobox de tipo mezcla, o FGF4

En una realización, la presente descripción proporciona un método para la expansión y diferenciación de células 
pluripotentes que comprende el tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad de la enzima 30
GSK-3B.

En una realización, la presente descripción proporciona un método para expandir y diferenciar células pluripotentes, 
que comprende las etapas de:

35
c. El cultivo de células pluripotentes, y

d. El tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B.

En una realización, las células pluripotentes se diferencian en células que expresan marcadores característicos del 40
linaje endodérmico definitivo.

Los marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se seleccionan del grupo que consiste en SOX17, 
GATA4, Hnf-3beta, GSC, Cerl, Nodal, FGF8, Brachyury, proteína homeobox de tipo mezcla, FGF4 CD48, 
eomesodermina (EOMES), DKK4, FGF17, GATA-6, CXCR4, C-Kit, CD99, y OTX2. Contemplada en la presente 45
invención es una célula, derivada de una célula pluripotente que expresa al menos uno de los marcadores 
característicos del linaje endodérmico definitivo. En un aspecto de la presente invención, una célula que expresa 
marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo es una célula precursora línea primitiva. En un aspecto 
alternativo, una célula que expresa marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo es una célula 
mesendodérmica. En un aspecto alternativo, una célula que expresa marcadores característicos del linaje 50
endodérmico definitivo es una célula de endodermo definitivo.

Las células pluripotentes pueden ser tratadas con el inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B durante 
aproximadamente una a aproximadamente 72 horas. Alternativamente, las células pluripotentes pueden ser tratadas 
con el inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B durante aproximadamente 12 a aproximadamente 48 horas. 55
Alternativamente, las células pluripotentes pueden ser tratadas con el inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B 
durante aproximadamente 48 horas.

En una realización, el inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B se utiliza a una concentración de 
aproximadamente 100nM a aproximadamente 100µM. Alternativamente, el inhibidor de la actividad enzimática GSK-60
3B se utiliza a una concentración de aproximadamente 1µM a aproximadamente 10µM. Alternativamente, el inhibidor 
de la actividad enzimática GSK-3B se utiliza a una concentración de aproximadamente 10µM.

El inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B es:
65
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Compuesto Nombre

4a 3-[1-(2-hidroxietilo)-1H-indol-3-ilo]-4-(1-piridina-3-ilo-1H-indol-3-ilo)-pirrol-2,5-diona,

5

10

15

20

Compuesto 4a

Las células adecuadas para el tratamiento según los métodos de la presente invención
25

Las células pluripotentes, adecuadas para uso en la presente invención expresan al menos uno de los siguientes 
marcadores de pluripotencia seleccionados del grupo que consiste en ABCG2, cripto, FoxD3, conexina43, 
conexina45, Oct4, SOX-2, Nanog, hTERT, UTF-1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tral-60 y Tral-81.

En una realización, las células pluripotentes son las células madre embrionarias. En una realización alternativa, las 30
células pluripotentes son las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados de células madre 
embrionarias. En una realización, las células madre embrionarias son humanas.
Aislamiento, expansión y cultivo de células madre embrionarias humanas

Aislamiento, expansión y cultivo de células madre embrionarias humanas
35

Caracterización de células madre embrionarias: Células madre de embriones humanos pueden expresar uno o más 
de los antígenos embrionarios de etapa específica (SSEA) 3 y 4, y marcadores detectables usando los anticuerpos 
designados Tra-1-60 y Tra-1-81-(Thomson et al., Science 282:1145, 1998). La diferenciación de células madre 
embrionarias humanas en los resultados in vitro en la pérdida de expresión SSEA-4, Tra- 1-60, y Tra-1-81 (si está 
presente) y expresión incrementada de SSEA-1. Las células madre embrionarias humanas no diferenciadas tienen 40
típicamente actividad de fosfatasa de alcalina, que se puede detectar mediante la fijación de las células con 
paraformaldehído al 4%, y luego en desarrollo con Vector Red como sustrato, como se describe por el fabricante 
(Vector Laboratories, Burlingame Calif.). Células madre indiferenciadas pluripotentes también expresan típicamente
Oct-4 y TERT, según lo detectado por RT-PCR.

45
Otro fenotipo deseable de células madre embrionarias humanas propagadas es un potencial de diferenciarse en 
células de las tres capas germinales: tejidos endodérmicos, mesodérmicos y ectodérmicos. Pluripotencia de las 
células madre embrionarias humanas se puede confirmar, por ejemplo, mediante la inyección de células en ratones 
SCID, fijando los teratomas que se forman usando 4% de paraformaldehído, y después de examinarlos 
histológicamente para la evidencia de tipos de células de las tres capas germinales. Alternativamente, la 50
pluripotencia se puede determinar mediante la creación de cuerpos embrioides y la evaluación de los cuerpos 
embrioides para la presencia de marcadores asociados con las tres capas germinales.

Líneas de células madre embrionarias humanas propagadas pueden cariotiparse utilizando una técnica de bandeo G 
estándar y comparadas a cariotipos publicados de las especies de primates correspondientes. Es deseable obtener 55
células que tienen un "cariotipo normal", lo que significa que las células son euploides, en las que todos los 
cromosomas humanos están presentes y no notablemente alterados.

Fuentes de células madre embrionarias humanas: Tipos de células madre embrionarias humanas que se pueden 
usar incluyen líneas de células embrionarias humanas derivadas de tejido formadas después de la gestación, 60
incluyendo el tejido pre-embrionario (tales como, por ejemplo, un blastocito), tejido embrionario o tejido fetal tomado 
en cualquier momento durante la gestación, por lo general, pero no necesariamente antes de aproximadamente 10-
12 semanas de gestación. Los ejemplos no limitantes son líneas de células madre embrionarias humanas o células 
germinales embrionarias humanas, tales como, por ejemplo las líneas de células madre embrionarias humanas H1, 
H7 y H9 (WiCell). También se contempla el uso de las composiciones de la presente divulgación durante el 65
establecimiento inicial o estabilización de tales células, en cuyo caso las células de origen serían células 
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pluripotentes primarias tomadas directamente de los tejidos de origen. También son adecuadas las células tomadas 
de una población de células madre pluripotentes ya cultivadas en ausencia de células alimentadoras. También son 
adecuadas líneas mutantes humanas de células madre embrionarias, tales como, por ejemplo, BG01v (BresaGen, 
Athens, GA).

5
En una realización, las células madre embrionarias humanas se prepararon como se describe por Thomson et al.
(Patente de Estados Unidos Nº 5.843.780; Science 282: 1145, 1998; Curr. Top. Dev. Biol. 38:133 ss., 1998; Proc. 
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92: 7844, 1995).

Cultivo de células madre embrionarias humanas: En una realización, las células madre embrionarias humanas se 10
cultivan en un sistema de cultivo que está esencialmente libre de células alimentadoras, pero no obstante apoya la 
proliferación de células madre embrionarias humanas, sin someterse a la diferenciación sustancial. El crecimiento de 
las células madre embrionarias humanas en cultivo libre de alimentador sin diferenciación se apoya usando un 
medio acondicionado mediante el cultivo previamente con otro tipo de célula. Alternativamente, el crecimiento de las 
células madre embrionarias humanas en cultivo libre de alimentador sin diferenciación se apoya usando un medio 15
químicamente definido.

En una realización alternativa, las células madre embrionarias humanas son inicialmente capa cultivada de células 
alimentadoras que soportan las células madre embrionarias humanas de varias maneras. El embrionario humano se 
transfiere entonces a un sistema de cultivo que está esencialmente libre de células alimentadoras, pero no obstante 20
apoya la proliferación de células madre embrionarias humanas, sin someterse a la diferenciación sustancial.

Los ejemplos de medios condicionados adecuados para su uso en la presente invención se describen en 
US200200721 17, US6642048, W02005014799, y Xu et al. (Stem Cells 22: 972980, 2004).

25
Un ejemplo de un medio químicamente definido adecuado para su uso en la presente invención se puede encontrar 
en US20070010011.

Medios de cultivo adecuados puede estar hechos de los siguientes componentes, tales como, por ejemplo, medio de 
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Gibco nº 11965092; medio de Knockout Dulbecco modificado de Eagle (KO 30
DMEM), Gibco nº 10829018; medio de base DMEM de Ham F12/50%; L-glutamina 200 mM, Gibco nº 15039027; 
solución de aminoácidos no esenciales, Gibco 11140-050; β-mercaptoetanol, Sigma nº M7522; factor humano 
recombinante de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), Gibco nº 13256-029.

En una realización, las células madre embrionarias humanas se cultivan en placas sobre un sustrato de cultivo 35
adecuado que es tratado antes del tratamiento de acuerdo con los métodos de la presente invención. En una 
realización, el tratamiento es un componente de la matriz extracelular, tal como, por ejemplo, aquellos derivados de 
membrana basal o que pueden formar parte de acoplamientos de receptor-ligando de molécula de adhesión. En una 
realización, un sustrato del cultivo adecuado es Matrigel® (Becton Dickenson). Matrigel® es una preparación soluble 
a partir de células tumorales Engelbreth-Holm-Swarm que los geles a temperatura ambiente para formar una 40
membrana basal reconstituida.

Otros componentes de la matriz extracelular y mezclas de componentes son adecuados como una alternativa. Esto 
puede incluir la laminina, fibronectina, proteoglicanos, entactina, heparán sulfato, y similares, solos o en varias 
combinaciones.45

Las células madre embrionarias humanas se sembraron en el sustrato en una distribución adecuada y en presencia 
de un medio que promueve la supervivencia celular, propagación, y la retención de las características deseables. 
Todas estas características se benefician de una cuidadosa atención a la distribución de la siembra y se pueden 
determinar fácilmente por un experto en la técnica.50

Aislamiento, expansión y cultivo de células que expresan marcadores de pluripotencia que se derivan de 
células madre embrionarias humanas

En una realización, las células que expresan marcadores de pluripotencia se derivan de células madre embrionarias 55
humanas por un método que comprende las etapas de:

a. El cultivo de células madre embrionarias humanas,

b. Diferenciación de las células madre embrionarias humanas en células que expresan marcadores60
característicos de las células endodérmicas definitivas, y

c. Extracción de las células, y, posteriormente, el cultivo de las mismas en condiciones de hipoxia, sobre un 
sustrato de cultivo de tejidos que no se tratan previamente con una proteína o una matriz extracelular antes de 
cultivar las células.65
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En una realización, las células que expresan marcadores de pluripotencia se derivan de células madre embrionarias 
humanas por un método que comprende las etapas de

a. El cultivo de células madre embrionarias humanas, y
5

b. La extracción de las células, y, posteriormente, el cultivo de las mismas en condiciones de hipoxia, sobre un 
sustrato de cultivo de tejidos que no se tratan previamente con una proteína o una matriz extracelular.

Cultivo de células en condiciones hipóxicas en un sustrato de cultivo de tejidos que no está pretratado con 
una proteína o una matriz extracelular10

En una realización, las células se cultivan en condiciones de hipoxia, sobre un sustrato de cultivo de tejidos que no 
está recubierto con una matriz extraccllular durante aproximadamente 1 a aproximadamente 20 días. En una 
realización alternativa, las células se cultivan en condiciones de hipoxia, sobre un sustrato de cultivo de tejidos que 
no está recubierto con una matriz extracelular por alrededor de 5 a aproximadamente 20 días. En una realización 15
alternativa, las células se cultivan en condiciones de hipoxia, sobre un sustrato de cultivo de tejidos que no está 
recubierto con una matriz extracelular durante unos 15 días.

En una realización, la condición hipóxica es de aproximadamente 1% O2 a aproximadamente 20% O2. En una forma 
de realización alternativa, la condición hipóxica es de aproximadamente 2% O2 a aproximadamente 10% O2. En una20
forma de realización alternativa, la condición hipóxica es de aproximadamente 3% O2.

Las células se pueden cultivar, bajo condiciones de hipoxia en un sustrato de cultivo de tejidos que no es tratado
previamente con una proteína o una matriz extracelular, en medio que contiene suero, activina A, y un ligando de 
Wnt. Alternativamente, el medio puede contener también IGF-1.25

El medio de cultivo puede tener una concentración en suero en el intervalo de aproximadamente 2% a 
aproximadamente 5%. En una realización alternativa, la concentración en suero puede ser de aproximadamente 2%.

La activina A se puede usar a una concentración de aproximadamente 1pg/ml a aproximadamente 100µg/ml. En una 30
realización alternativa, la concentración puede ser de aproximadamente 1pg/ml a aproximadamente 1 µg/ml. En otra 
realización alternativa, la concentración puede ser de aproximadamente ml de 1pg/ml sobre 100ng/ml. En otra 
realización alternativa, la concentración puede ser de aproximadamente 50ng/ml a aproximadamente 100ng/ml. En 
otra realización alternativa, la concentración puede ser de aproximadamente 100ng/ml.

35
El ligando Wnt puede ser seleccionado del grupo que consiste de Wnt-1, Wnt-3a, Wnt-5a y Wnt7a. En una 
realización, el ligando Wnt es Wnt-1. En una realización alternativa, el ligando Wnt es Wnt-3a.

El ligando Wnt se puede usar a una concentración de aproximadamente 1ng/ml a aproximadamente 1000ng/ml. En 
una realización alternativa, el ligando Wnt se puede usar a una concentración de aproximadamente 10ng/ml a 40
aproximadamente 100ng/ml. En una realización, la concentración del ligando Wnt es de aproximadamente 20ng/ml.

IGF-1 puede ser usado en una concentración de aproximadamente 1ng/ml a aproximadamente 100ng/ml. En un 
realización alternativa, el IGF-1 puede utilizarse a una concentración de aproximadamente de 10ng/ml a 
aproximadamente 100ng/ml . En una realización, la concentración de IGF-1 es de aproximadamente 50ng/ml.45

Las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados por los métodos de la presente invención son 
capaces de expansión en cultivo en condiciones de hipoxia, en sustrato de cultivo de tejidos que no se trata 
previamente con una proteína o una matriz extracelular.

50
Las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados por los métodos de la presente invención expresan 
al menos uno de los siguientes marcadores de pluripotencia seleccionados del grupo que consiste en. ABCG2, 
cripto, FoxD3, conexina43, conexina45, Oct4, SOX-2, Nanog, hTERT, UTF-1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tral-60 y
Tral-81.

55
Diferenciación adicional de las células que expresan marcadores característicos del linaje definitivo 
endodérmico

Las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo pueden estar diferenciadas en 
células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático endodérmico por cualquier método en la 60
técnica.

Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se pueden 
diferenciar en células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico de páncreas de acuerdo con 
los métodos descritos en D'Amour et a!., Nature Biotechnology 24, 1392 1401 (2006).65
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Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se diferencian 
además en células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático, tratando las células 
que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo con un factor de crecimiento de 
fibroblastos y KAAD-ciclopamina, retirando el medio que contiene el factor de crecimiento de fibroblastos y 
KAADciclopamina y, posteriormente, cultivar las células en medio que contiene ácido retinoico, un factor de 5
crecimiento de fibroblastos y KAADciclopamina. Un ejemplo de este método se describe en D' Amour et al.,  Nature 
Biotechnology, 24: 13921401, (2006).

Los marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático se seleccionan del grupo que consiste en Pdx-1, 
HNF-1Beta, PTF1a, HNF-6, HB9 y PROX1. Adecuado para uso en la presente invención es una célula que expresa 10
al menos uno de los marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático. En un aspecto de la presente 
invención, una célula que expresa marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático es una célula de 
endodermo pancreático.

Diferenciación adicional de las células que expresan marcadores característicos del linaje pancreático 15
endodérmico

Las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático pueden ser diferenciadas 
en células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático por cualquier método en la 
técnica.20

Por ejemplo, las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático se pueden 
diferenciar en células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático de acuerdo con los 
métodos descritos en D'Amour et al., Nature Biotechnology 24, 1392 - 1401 (2006).

25
Los marcadores característicos del linaje endocrino pancreático se seleccionan del grupo que consiste en NGN-3, 
NeuroD, Islote-1, Pdx-1, NKX6.1, Pax-4, y PTF1 alfa. En una realización, una célula endocrina pancreática es capaz 
de expresar al menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagón, somatostatina y polipéptido pancreático. 
Adecuada para uso en la presente invención es una célula que expresa al menos uno de los marcadores 
característicos del linaje endocrino pancreático. En un aspecto de la presente invención, una célula que expresa 30
marcadores característicos del linaje endocrino pancreático es una célula endocrina pancreática. La célula endocrina 
pancreática puede ser una célula que expresa hormona pancreática. Alternativamente, la célula endocrina 
pancreática puede ser una célula de la hormona secretora pancreática.

En un aspecto de la presente invención, la célula endocrina pancreática es una célula que expresa marcadores 35
característicos del linaje de células β. Una célula que expresa marcadores característicos del linaje de células β 
expresa Pdx-1 y al menos uno de los siguientes factores de transcripción: NGN-3, NKX2.2, NKX6.l1, NeuroD, Isl-1, 
HNF-3 beta, MAFA, Pax4 y Pax6. En un aspecto de la presente invención, una célula que expresa marcadores 
característicos del linaje de células β es una célula β.

40
La detección de las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo

La formación de células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo se puede 
determinar mediante pruebas de la presencia de los marcadores antes y después de seguir un protocolo particular. 
Las células madre pluripotentes normalmente no expresan tales marcadores. Por lo tanto, la diferenciación de 45
células pluripotentes se detecta cuando las células comienzan a expresarlas.

La eficiencia de la diferenciación se puede determinar mediante la exposición de una población celular tratada a un 
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteína expresada por células que 
expresan marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo.50

Los métodos para evaluar la expresión de proteínas y marcadores de ácido nucleico en células cultivadas o aisladas 
son estándares en la técnica. Estos incluyen la reacción cuantitativa en cadena de l polimerasa inversa (RT-PCR), 
transferencias Northern, hibridación in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 
al.,  Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el análisis inmunohistoquímico de material 55
seccionado, Western Blot, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, el análisis de citometría de 
flujo (FACS) (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Using Antibodies: a Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press (1998)).

Los ejemplos de anticuerpos útiles para la detección de ciertos marcadores de proteínas se enumeran en la Tabla 60
IA. Cabe señalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los 
anticuerpos listados en la Tabla IA están disponibles, o se pueden desarrollar fácilmente. Tales anticuerpos 
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresión de marcadores en las células aisladas de acuerdo 
con la presente invención.

65
Por ejemplo, características de las células madre pluripotentes son bien conocidas para los expertos en la técnica, y 
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las características adicionales de las células madre pluripotentes continúan identificándose. Marcadores de células 
madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, la expresión de uno o más de los siguientes: ABCG2, cripto, FoxD3, 
conexina43, conexina45, Oct4, Sox-2, Nanog, hTERT, UTF1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tral60, Tral-81.

Después de tratar células madre pluripotentes con los métodos de la presente invención, las células diferenciadas se 5
pueden purificar mediante la exposición de una población celular tratada con un agente (tal como un anticuerpo) que 
reconoce específicamente un marcador de proteína, tal como CXCR4, expresado por las células que expresan 
marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo.

La detección de las células que expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático10

Los marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático son bien conocidos para los expertos en la 
técnica, y los marcadores adicionales característicos del linaje endodérmico pancreático continúan identificándose. 
Estos marcadores se pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invención se 
han diferenciado para adquirir las propiedades características del linaje endodérmico pancreático. Marcadores 15
específicos de linaje pancreático endodérmico incluyen la expresión de uno o más factores de transcripción tales 
como, por ejemplo, HlxB9, PTFla, Pdx1, HNF-6, HNFlbeta.

La eficiencia de la diferenciación se puede determinar mediante la exposición de una población celular tratada a un 
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteína expresada por células que 20
expresan marcadores característicos del linaje endodérmico pancreático.

Los métodos para evaluar la expresión de proteínas y marcadores de ácido nucleico en células cultivadas o aisladas 
son estándares en la técnica. Estos incluyen la reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa inversa (RT-PCR), 
transferencias Northern, hibridación in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 25
al.,  Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el análisis inmunohistoquímico de material 
seccionada, transferencia de Western, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, análisis de 
citometría de flujo (FACS) (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Nueva York: 
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1998)).

30
Los ejemplos de anticuerpos útiles para la detección de ciertos marcadores de proteínas se enumeran en la Tabla 
IA. Cabe señalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los 
anticuerpos listados en la Tabla IA están disponibles, o se pueden desarrollar fácilmente. Tales anticuerpos 
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresión de marcadores en las células aisladas de acuerdo 
con la presente invención.35

La detección de las células que expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático

Marcadores característicos de las células del linaje endocrino pancreático son bien conocidos para los expertos en la 
técnica, y los marcadores adicionales característicos del linaje endocrino pancreático continúan identificándose. 40
Estos marcadores se pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invención se 
han diferenciado para adquirir las propiedades características del linaje endocrino pancreático. Marcadores 
específicos de linaje endocrino pancreático incluyen la expresión de uno o más factores de transcripción tales como, 
por ejemplo, NGN-3, NeuroD, Islote-1.

45
Marcadores característicos de las células del linaje de células β son bien conocidos para los expertos en la técnica, y 
los marcadores adicionales característicos del linaje de células β continúan identificándose. Estos marcadores se 
pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invención se han diferenciado para 
adquirir las propiedades características del linaje de células β. Características específicas de linaje de células β
incluyen la expresión de uno o más factores de transcripción tales como, por ejemplo, Pdx1 (gene de homeobox 50
pancreático y duodenal 1), Nkx2.2, Nkx6.1, Isl1, Pax6, Pax-4, NeuroD, Hnflb, Hnf-6, Hnf-3beta y AFP, entre otros. 
Estos factores de transcripción están bien establecidos en la técnica para la identificación de células endocrinas. 
Véase, por ejemplo, Edlund (Nature Reviews Genetics 3: 524-632 (2002)).

La eficiencia de la diferenciación se puede determinar mediante la exposición de una población celular tratada a un 55
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteína expresada por células que 
expresan marcadores característicos del linaje endocrino pancreático.

Alternativamente, la eficiencia de diferenciación puede ser determinada por la exposición de una población de 
células tratada a un agente (tal como un anticuerpo) que reconoce específicamente un marcador de proteína60
expresado por células que expresan marcadores característicos del linaje de células β.

Los métodos para evaluar la expresión de proteínas y marcadores de ácido nucleico en células cultivadas o aisladas 
son estándares en la técnica. Estos incluyen la reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa inversa (RT-PCR), 
transferencias Northern, hibridación in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 65
al.,  Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el análisis inmunohistoquímico de material 
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seccionado, Western Blot, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, el análisis de citometría de 
flujo (FACS) (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Using Antibodies: a Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press (1998)).

Los ejemplos de anticuerpos útiles para la detección de ciertos marcadores de proteínas se enumeran en la Tabla 5
IA. Cabe señalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los 
anticuerpos listados en la Tabla IA están disponibles, o se pueden desarrollar fácilmente. Tales anticuerpos 
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresión de marcadores en las células aisladas de acuerdo 
con la presente invención.

10
La presente invención se ilustra adicionalmente, pero no se limita por los siguientes ejemplos.

Ejemplo de referencia 1

Cultivo de células madre embrionarias humanas15

Las células madre son células no diferenciadas definidas por su capacidad en el nivel de células individuales tanto
para autorenovarse como diferenciarse para producir células de la progenie, incluyendo progenitores de 
autorenovación, progenitores de no renovación y células diferenciadas terminalmente. Las células madre también se 
caracterizan por su capacidad para diferenciarse in vitro en células funcionales de diversos linajes celulares de 20
múltiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), así como para dar lugar a tejidos de múltiples 
capas germinales después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoría, si no todos, los tejidos 
después de la inyección en blastocistos.

Las líneas de células madre embrionarias humanas H1, H7 y H9 se obtuvieron de WiCell Research Institute, Inc., 25
(Madison, WI) y se cultivaron según las instrucciones proporcionadas por el instituto de origen. Brevemente, las 
células se cultivaron en células de alimentación de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) en medio de células ES 
que consisten en DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) suplementado con sustitución de suero de knockout 20%, 100 nM 
MEM aminoácidos no esenciales, 0,5 mM beta-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina con 4ng/ml de factor de 
crecimiento de fibroblastos humano básico (bFGF) (todos de Invitrogen/GIBCO). Células MEF, derivadas de E13 a 30
13,5 embriones de ratón, fueron adquiridos de Charles River. Células MEF se expandieron en medio DMEM 
suplementado con 10% FBS (Hyclone), 2 mM glutamina, y 100 mM MEM de aminoácidos no esenciales. Los cultivos 
de células MEF subconfluentes se trataron con 10µg/ml de mitomicina C (Sigma, St. Louis, MO) durante 3h para 
detener la división celular, a continuación, se tripsinizaron y se sembraron en placas a 2x104/cm2 en 0,1% placas 
revestidas de gelatina bovina. Las células MEF de paso a través de dos de cuatro fueron utilizadas como capas de 35
alimentación. Las células madre embrionarias recubiertas de capas alimentadoras de células MEF se cultivaron a 
37°C en una atmósfera de 5% CO2/dentro de un incubador de cultivo de tejidos humidificado. Cuando confluentes
(aproximadamente 5-7 días después de la siembra), las células madre embrionarias humanas fueron tratadas con 1 
mg/ml de colagenasa de tipo IV (Invitrogen/GIBCO) durante 5-10 min y luego suavemente raspadas de la superficie 
usando una pipeta de 5 ml. Las células se centrifugaron a 900 rpm durante 5 mm, y el sedimento se resuspendió y 40
se volvió a sembrar en una relación de células de 1: 3 a 1: 4 en medio de cultivo fresco.

En paralelo, células madre embrionarias humanas H1, H7, y H9 también fueron sembradas en placas revestidas con 
una dilución 1:30 de factor de crecimiento reducido MATRIGELTM (BD Biosciences) y se cultivaron en medios
condicionados por MEF suplementados con 8 ng/ml de bFGF. Las células cultivadas en MATRIGELTM se pasaron 45
rutinariamente con colagenasa IV (Invitrogen/GIBCO), dispasa (BD Biosciences) o enzima de liberasa (Fuente). 
Algunas de los cultivos de células madre embrionarias humanas se incubaron en condiciones de hipoxia 
(aproximadamente 3% O2).

Ejemplo de referencia 250

Derivación y cultivo de células que expresan marcadores de pluripotencia, derivados de células madre 
embrionarias humanas

Las células de las líneas de células madre embrionarias humanas H1 y H9 varios pasajes (Pasaje 30-54) se 55
cultivaron en condiciones de hipoxia (aproximadamente 3% O2) para al menos tres pasajes. Las células se cultivaron 
en MEF-CM suplementadas con 8 ng/ml de bFGF y se sembraron en placas recubiertas de MATRIGEL de acuerdo 
con el Ejemplo de referencia 1.

Las células se trataron entonces con medio DMEM/FL2 suplementado con 0,5% de FBS, 20 ng/ml de WNT-3a60
(Catálogo nº 1324WN002, R&D Systems, MN), y 100 ng/ml Activina-A (R&D Systems, MN) durante dos días seguido 
de tratamiento con medios DMEM/F12 suplementados con FBS al 2% y 100 ng/ml Activina-A (AA) por un período 
adicional de 3 a 4 días. Este protocolo resultó en la regulación positiva significativa de los marcadores endodérmicos 
definitivos.

65
Las células se trataron entonces con solución TrypLETM Express (Invitrogen, CA) durante 5 minutos. Las células 
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liberadas se resuspendieron en medio DMEM-F12 + 2% de FBS, se recuperó por centrifugación, y se contaron 
usando un hemocitometro. Las células liberadas se sembraron a 1000-10.000 células/cm2 en matraces tratadas con
poliestireno de cultivo tisular (TCPS) y se cultivaron en DMEM-F12 + 2% de FBS + 100 ng/ml activina-A + 20 ng/ml 
de WNT-3A en condiciones de hipoxia (aproximadamente 3% O2) a 37°C en una incubadora de cultivo de tejidos 
estándar. Los matraces TCPS no se recubrieron con MATRIGEL u otras proteínas de la matriz extracelular. El medio 5
se cambió diariamente. En algunos cultivos, el medio se suplementó adicionalmente con 10-50 ng/ml de IGF-I (factor 
de crecimiento de insulina I de R&D Systems, MN) o IX ITS (insulina, transferina, y el selenio de Invitrogen, Ca). En 
algunas de las condiciones de cultivo del medio de base (DM-F12 + 2% FBS) se complementó adicionalmente con 
0,1 mM mercaptoctanol (Invitrogen, CA) y aminoácidos no esenciales (IX, NEAA de Invitrogen, CA).

10
Después de 5 a 15 días de cultivo, las colonias de células distintas aparecían rodeadas por un gran número de 
células agrandadas que parecen estar en senescencia. En aproximadamente 50 a 60% de confluencia, los cultivos 
se pasaron por la exposición a solución TrypLETM Express para 5 minutos a temperatura ambiente. Las células 
liberadas se resuspendieron en DMEM-F12 + 2% medio FBS, recuperado por centrifugación, y se sembraron a 
10.000 células/cm2 en matraces tratados con poliestireno de cultivo de tejidos (TCP5) en DMEM-F12 + 2% de FBS + 15
100 ng/ml activina-A + 20 ng/ml de WNT-3A +/- 50 ng/ml de IGF-I. Este medio se denominará en adelante el "medio 
de cultivo".

Ejemplo de referencia 3
20

Derivación de células que expresan marcadores de pluripotencia a partir de una suspensión de células 
individuales de las células madre embrionarias humanas

Las células líneas de células madre embrionarias humanas H1 P33 y H9 P45 se cultivaron en condiciones de 
hipoxia (aproximadamente 3% O2) durante al menos tres pasajes. Las células se cultivaron en MEF-CM 25
suplementado con 8 ng/ml de bFGF y se sembraron en placas recubiertas MATRIGEL de acuerdo con el Ejemplo 
de referencia 1. En aproximadamente 60% de confluencia, los cultivos se expusieron a la solución TrypLETM

Express (Invitrogen, CA) durante 5 minutos. Las células liberadas se resuspendieron en DMEM-F12 + medio FBS al 
2%, se recuperó por centrifugación, y se contaron usando un hemocitómetro. Las células liberadas se sembraron a 
1.000 a 10.000 células/cm2 en matraces tratados de poliestireno de cultivo tisular (TCPS) y se cultivaron en DM-F12 30
+ 2% FBS + 100 ng/ml activina-A + 20 ng/ml WNT-3A + 50 ng/ml de IGF-I + 0,1 mM mercaptoetanol (Invitrogen, CA) 
y aminoácidos no esenciales (1X, NEAA de Invitrogen, CA) en condiciones hipóxicas (aproximadamente 3% O2) a 37 
ºC en incubadora de cultivo de tejidos estándar. Los matraces TCPS no se recubrieron con MATRIGEL u otras 
proteínas de la matriz extracelular. El medio se cambió diariamente. Las primeras células de paso se conocen como
P1.35

Ejemplo de referencia 3b

Varios medios de crecimiento útil para la expansión de células que expresan marcadores de pluripotencia 
derivados de células madre embrionarias humanas40

Las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados de células madre embrionarias humanas han sido 
cultivadas con éxito en las siguientes composiciones de medios para al menos 230 pasajes:

1. DM-F12 + 2% de FBS + 100 ng/mI AA 20 ng/ml WNT-3A45

2. DM-F12 + 2% de FBS + 100 ng/ml AA + 20 ng/ml de WNT-3A + 50 ng/ml IGF-I

3. DM-F12 + 2% de FBS + Loong/m1AA + 20 ng/ml de WNT-3A + 10 ng/ml IGF-I
50

4. DM-F12 + 2% de FBS + 50 ng/ml AA + 20 ng/ml de WNT-3A + 50 ng/ml IGF-I

5. DM-F12 + 2% de FBS + 50 ng/ml AA + 10 ng/ml de WNT-3A + 50 ng/ml IGF-I

6. DM-F12 + 2% de FBS + 50 ng/ml AA + 20 ng/ml de WNT-3A + 10 ng/ml IGF-I55

7. DM-F12 + 2% de FBS + 100 ng/ml AA + 10 ng/ml WNT-3A + 10 ng/ml IGF-I

8. Medios definidos HEScGRO (Chemicon, CA)
60

El componente basal de los medios arriba mencionados puede ser sustituido por medios similares, tales como, 
RPMI, DMEM, CRML, Knockout TMDMEM y F12.

Ejemplo de referencia 4
65

Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3β en la viabilidad de células que expresan 
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marcadores de pluripotencia

La derivación y mantenimiento de las células que expresan los fabricantes de pluripotencia se llevó a cabo como se 
ha descrito en el Ejemplo de referencia 2. Las células se cultivaron en DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS 
(Invitrogen), 100 ng/mI Activina A, 20 ng/mI Wnt-3a, y 50 ng/ml de IGF (R&D Biosystems). Las células se sembraron 5
a una densidad de 10.000 células/cm2 en matraces de poliestireno Falcon y se cultivaron en cultivo en monocapa a 
37°C, 5% de CO2. bajo oxígeno. Después de alcanzar 60-70% de confluencia, las células se pasaron por lavado de 
la monocapa con PBS e incubación con TrypLE (Invitrogen) durante 35 minutos para permitir la separación y la 
dispersión de células individuales.

10
El cribado se llevó a cabo utilizando los compuestos de ensayo de una biblioteca patentada de moléculas pequeñas 
seleccionadas por su capacidad para inhibir la actividad de la enzima GSK-3B. Se hicieron disponibles compuestos 
de esta biblioteca como 1 mM reservas, en un formato de placa de 96 pocillos en 50 mM HEPES, 30% de DMSO. 
Para el ensayo, se lavaron las células que expresan marcadores de pluripotencia, se contaron, y se sembraron en 
medio de cultivo normal en una densidad de siembra de 20.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo 15
claro, de pocillo oscuro (Costar). Esta densidad de siembra se determinó previamente para producir la formación de 
monocapa óptima en cultivo durante la noche. Al día siguiente, se eliminó el medio de cultivo, las monocapas de 
células se lavaron tres veces con PBS, y se añadieron los compuestos de ensayo a los pocillos en alícuotas de 80µl, 
cada una diluida en medio de ensayo a una concentración de ensayo final de 10µM. En el día 2 del ensayo, el medio 
se retiró de cada pocillo y se reemplazó con una alícuota fresca de compuestos de ensayo diluidos en medio de 20
ensayo. El medio de ensayo en los días 1 y 2 de cultivo consistió en DMEM:F12 suplementado con 0,5% de FCS y 
100ng/ml de Activina A. En los días 3 y 4 de cultivo, el medio se retiró de cada pocillo y se reemplazó con 
DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml de Activina A (sin compuesto de ensayo). En el día 4 de 
ensayo, se añadió 15µl de MTS (Promega) a cada pocillo y las placas se incubaron a 37°C durante 1,5 a 4 horas 
antes de la lectura de la densidad óptica a 490 nm en un instrumento SpectraMax (Molecular Devices). Se 25
calcularon medidas estadísticas que constan de media, desviación estándar y coeficiente de variación para cada 
conjunto duplicado. La toxicidad se calcula para cada pocillo de ensayo con relación a un control positivo (pocillos 
tratados con Activina A y Wnt3a en los días 1 y 2 del cultivo).

La Tabla II es una recopilación de todos los resultados de la prueba. Las células que expresan marcadores de 30
pluripotencia se sembraron inicialmente como una monocapa confluente en este ensayo; por lo tanto, los resultados 
son representativos de una medida de toxicidad durante el período de cultivo de cuatro días. Los resultados se 
expresan como porcentaje de viabilidad de control, y demuestran la toxicidad variable para algunos compuestos a la 
concentración de cribado de 10µM utilizada. Una mayor proporción de los compuestos tienen toxicidad mínima o no
mensurable en este ensayo a base de células.35

Un pequeño panel de compuestos selectos se puso a prueba de repetición durante un estrecho intervalo de dosis de 
titulación, usando de nuevo las células que expresan marcadores de pluripotencia en un ensayo similar al descrito 
anteriormente. La Tabla III es un resumen de estos resultados, demostrando efectos de titulación de dosis variable
para una gama de compuestos tóxicos y no tóxicos.40

Ejemplo de referencia 5

Efectos de los inhibidores de la actividad enzimática GSK-3β en la diferenciación y proliferación de células 
madre embrionarias humanas determinadas utilizando un ensayo de cribado de alto contenido45

Se llevó a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (línea H9) como se describió en el 
Ejemplo de referencia 1. Las colonias de células en un estado indiferenciado, pluripotente con el paso en promedio
cada cuatro días. El paso se realizó mediante la exposición de cultivos de células a una solución de colagenasa (1
mg/ml; Sigma-Aldrich) durante 10 a 30 minutos a 37°C seguido por raspado suave con una punta de pipeta para 50
recuperar grupos de células. Las agrupaciones se dejan sedimentar por gravedad, seguido de lavado para eliminar 
la colagenasa residual. grupos de células se dividieron en una relación 1: 3 para el cultivo de mantenimiento de 
rutina o una relación 1: 1 para el ensayo inmediato. Las líneas de células madre embrionarias humanas utilizadas se 
mantuvieron a números de pasos de menos de paso 50 y se evalúan rutinariamente para fenotipo cariotípico normal 
y ausencia de contaminación por micoplasma.55

Los grupos de células utilizados en el ensayo se volvieron a suspender uniformemente en medio de cultivo normal y 
se sembraron en Packard VIEWPLATES de 96 pocillos revestido de MATRIGEL (PerkinElmer) en volúmenes de 
100µl/pocillo. El medio acondicionado MEF suplementado con bFGF 8ng/ml se utilizó para el revestimiento y la 
recuperación inicial. La alimentación diaria se llevó a cabo mediante la aspiración de medio de cultivo gastado de 60
cada pocillo y la sustitución con un volumen igual de medio fresco. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2 en 
una caja humidificada durante la duración del ensayo.

El cribado se llevó a cabo utilizando los compuestos de ensayo de una biblioteca patentada de moléculas pequeñas 
seleccionadas por su capacidad para inhibir la actividad de la enzima GSK-3B. Se hicieron disponibles compuestos 65
de esta biblioteca como 1 mM reservas, en un formato de placa de 96 pocillos en 50 mM de HEPES, 30% de DMSO. 
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Compuestos de cribado se ensayaron por triplicado o conjuntos duplicados. Los ensayos de cribado primarios se 
iniciaron mediante la aspiración de medio de cultivo de cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar 
los factores de crecimiento residuales y suero. Volúmenes de ensayo de 80 a 100 µl por pocillo se añadieron de 
nuevo conteniendo medio de base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de FCS (HyClone) y 100ng/ml
de activina-A (R&D Biosystcms) más un compuesto de ensayo 10µM. Los pocillos de control positivos contenían el 5
mismo medio de base, sustituyendo 10-20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems) para el compuesto de ensayo. Pocillos de 
control negativo contenían medio de base con 0,5% de FCS y Activina A sola (AA solamente) o alternativamente, 
0,5% de FCS sin Activina A o Wnt3a (sin tratamiento). Los pocillos se aspiraron y se alimentaron de nuevo con 
soluciones idénticas en el día 2 de ensayo. En los días 3 y 4, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se 
convirtieron en DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml de Activina A (sin compuesto de ensayo o10
Wnt-3a); pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2% y la
Activina A (sólo AA) o alternativamente, 2% de FCS sin Activina A (sin tratamiento).

Al final del cultivo, las células en placas de 96 pocillos se fijaron con paraformaldehído al 4% a temperatura ambiente 
durante 20 minutos, se lavaron tres veces con PBS, y después se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 15
minutos a temperatura ambiente. Alternativamente, las células se fijaron con hielo frío de etanol al 70% durante la 
noche a 20°C, se lavaron tres veces con PBS, y luego se permeabilizaron con Triton X-100 durante 5 minutos a 4°C. 
Después de la fijación y permeabilización, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y después se 
bloquearon con suero de pollo al 4% (Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos primarios (Sox17 antihumano de cabra y HNF-3beta antihumano de cabra; R&D Systems) se diluyeron 20
1: 100 en suero de pollo al 4% y se añadieron a las células durante una hora a temperatura ambiente. Anticuerpo 
secundario conjugado Alexa Fluor 488 (IgG anti-cabra de pollo; Molecular Probes) se diluyó 1: 200 en PBS y se 
añadió después de lavar las células tres veces con PBS. Para contrateñir los núcleos, se añadió 5 mM Draq5 (Alexis 
Biochemicals) durante cinco minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y se dejaron 
en 100 ml/pocillo de PBS para visualizaron.25

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la 51008bs dicroico para 
las células teñidas con Draq5 y Alexa Fluor 488. Tiempos de exposición fueron optimizados utilizando pocillos de 
control positivos y pozos con secundario sólo para los controles negativos sin tratar. Se obtuvieron doce campos por 
pocillo para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y de tinción. Los 30
números de células totales y la intensidad total de células para Sox-17 y HNF-3beta se midieron utilizando el 
software IN Cell Developer Toolbox 1.6 (GE Healthcare). Se determinó la segmentación para los núcleos sobre la 
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamaño nuclear. Promedios y 
desviaciones estándar se calcularon para repeticiones. La expresión de proteína total se informó como intensidad 
total o intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de la zona de tiempos celulares de la célula. Los 35
antecedentes fueron eliminados en base a criterios de aceptación de los rangos de escala de grises entre 300 a 
3.000 y factores de forma mayores que o iguales a 0,4. Los datos de intensidad totales se normalizaron dividiendo 
las intensidades totales para cada pocillo por la intensidad total media para el control positivo Wnt-3a/activina A. Los 
datos normalizados se calcularon para los promedios y desviación estándar para cada conjunto de réplica.

40
La Tabla IV es un resumen representativo de todos los resultados de detección. La Tabla V es una lista de 
resultados positivos de este examen. Resultados fuertes se definen como los mayores o igual a 120% de los valores 
de control; resultados moderados se definen como los que caen dentro del intervalo de 60-120% de los valores de 
control. Un número significativo de compuestos inducen una respuesta proliferativa en este ensayo. En paralelo, un 
número significativo de compuestos induce la diferenciación en este ensayo, tal como se mide por la expresión de la 45
proteína de factores de transcripción Sox17 y Hnf-3b.

Ejemplo de referencia 6

Efectos de inhibidores de la actividad enzimática GSK-3β en la proliferación de células madre embrionarias 50
humanas determinadas usando un ensayo de lector de placas

Se llevó a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (líneas H9 o H1) como se describe en el 
Ejemplo de referencia 1. Las colonias de células se mantuvieron en un estado indiferenciado, pluripotente con el 
paso, en promedio, cada cuatro días. El paso se realizó mediante la exposición de cultivos de células a una solución 55
de colagenasa (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) durante 10 a 30 minutos a 37°C seguido por raspado suave con una punta 
de pipeta para recuperar grupos de células. Los grupos se sedimentaron y se lavaron para eliminar la colagenasa 
residual. Grupos de células se dividieron en una proporción de 1: 3 de área de monocapa para cultivo de rutina o 
una proporción 1: 1 para el ensayo inmediato. Las líneas de células madre embrionarias humanas utilizadas para 
estos ejemplos se mantuvieron a números de paso de menos de 50 y se evalúaron rutinariamente para fenotipo 60
cariotípico normal, así como ausencia de contaminación de micoplasma.

Grupos de células utilizadas en el ensayo se volvieron a suspender de manera uniforme en un medio de cultivo 
normal y se sembraron en Packard VIEWPLATES de 96 pocillos revestido de MATRIGEL (PerkinElmer) en 
volúmenes de 100 µl/pocillo. Medio acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF) se utilizó para el 65
revestimiento y la recuperación inicial. La alimentación diaria se llevó a cabo mediante la aspiración de medio de 
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cultivo gastado de cada pocillo y la sustitución con un volumen igual de medio fresco. Las placas se mantuvieron a 
37°C en una caja humidificada, 5% de CO2 durante la duración del ensayo.

Los ensayos de cribado primario se iniciaron mediante la aspiración de medio de cultivo de cada pocillo, seguido de 
tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. Volúmenes de ensayo de 80-100µl 5
por pocillo se añadieron de nuevo conteniendo medio de base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de 
FCS (Hyclone) y 100 ng/ml activina A (R&D Biosystems) y compuesto de prueba 10µM. los pocillos de control 
positivos contenían el mismo medio de sustitución de 10-20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems). Pocillos de control 
negativos contenían medio de base con 0,5% de FCS sin activina A o Wnt-3a. Los compuestos de cribado se 
ensayaron por triplicado. Los pocillos se aspiraron y se alimentaron de nuevo con soluciones idénticas en el día 2 del 10
ensayo. En los días 3 y 4, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se convirtieron en DMEM:F12 suplementado 
con 2% de FCS y 100ng/ml de activina A con la excepción de los pocillos de control negativos que se mantuvieron 
en medio base de DMEM:F12 con 2% de FCS .

En el día 4 de ensayo, se añadió 15-20µl de MTS (Promega) a cada pocillo y las placas se incubaron a 37°C durante 15
1,5 a 4 horas. Lecturas densitométricas en OD490 se determinaron usando un lector de placas espectrofotómetro de 
Molecular Devices. Lecturas medias para series de replicación se calcularon junto con la desviación y el coeficiente 
de variación. Pocillos experimentales se compararon con el control positivo de Activina A/Wnt3A para calcular un 
valor de control de por ciento como una medida de la proliferación.

20
La Tabla VI es un resumen representativo de todos los resultados de detección. La Tabla VII es una lista de los 
éxitos de esta prueba de detección. Los resultados positivos fuertes se definen como mayor que o igual a 120% de 
los valores de control; resultados positivos moderados se definen como aquellos que caen dentro del intervalo de 
60-120% de los valores de control. Un número significativo de compuestos inducen una respuesta proliferativa en 
este ensayo.25

Ejemplo de referencia 7

Efectos de inhibidores de enzima GSK-3β en la diferenciación y proliferación de células madre embrionarias 
humanas: Titulación de dosis de compuestos principales30

Era importante confirmar la actividad de resultados identificados a partir de cribado primario y analizar aún más la 
gama de la actividad por titulación de la dosis. Nuevas muestras de un subconjunto selectivo de los resultados de 
cribado primario se obtuvieron como polvos secos, solubilizados para hacer nuevos reactivos de reserva frescos, y 
se diluyeron en ensayos de confirmación secundarios para evaluar los efectos sobre las células madre embrionarias 35
humanas.

Se llevó a cabo el cultivo de dos células madre embrionarias humanas (H1 y H9) como se describe en el Ejemplo 
de referencia 1. Las colonias de células se mantuvieron en un estado indiferenciado, pluripotente en plástico de 
poliestireno recubierto de MatrigelTM (Invitrogen), usando una dilución 1:30 de MatrigelTM en DMEM:F12 para recubrir 40
la superficie. Las células se dividieron por el paso enzimático cada cuatro días en promedio. El paso se realizó 
mediante la exposición de monocapas de células a una solución de colagenasa (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) durante 10 
a 60 minutos a 37°C seguido por raspado suave con una punta de pipeta para recuperar grupos de células. Las 
agrupaciones se dejaron sedimentar por gravedad, después se lavaron para eliminar la colagenasa residual. Los 
grupos de células se dividieron en una relación 1: 3 para el cultivo de mantenimiento o una relación 1:1 para el 45
ensayo subsiguiente. Las líneas de células madre embrionarias humanas se mantuvieron a menos del paso 50 y se 
evaluaron rutinariamente para el fenotipo de cariotipo normal y ausencia de contaminación por micoplasma.

Preparación de células para ensayo: Agrupaciones celulares de las líneas celulares H1 o H9 madre embrionarias 
humanas utilizadas en el ensayo se volvieron a suspender uniformemente en medio de cultivo y se colocaron en50
Packard VIEWPLATES de 96 pocillos revestido de MATRIGELTM (PerkinElmer) en volúmenes de 100µl/pocillo. 
Medio acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF se utilizó para la siembra inicial y la expansión. La 
alimentación diaria se llevó a cabo mediante la aspiración de medio de cultivo gastado de cada pocillo y la 
sustitución con un volumen igual de medio fresco. Se permitió que los cultivos se expandieran uno a tres días 
después de la siembra antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2 en una caja 55
humidificada durante la duración del ensayo.

Preparación de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de resultados que resultan del cribado primario se 
utilizó para el estudio de seguimiento y ensayos secundarios posteriores. Veinte compuestos disponibles como 
polvos secos se solubilizaron como 10mM de reservas en DMSO y se almacenaron desecados a -20ºC hasta su 60
uso. Inmediatamente antes del ensayo, las acciones de compuestos se diluyeron 1: 1000 para obtener el compuesto 
de prueba 10µM en medio de base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de FCS (Hyclone) y 100ng/ml 
de activina A (R&D Biosystems). Esta se diluyó adicionalmente dos veces en serie para hacer una curva de dilución 
de siete puntos para cada compuesto, también en medio de base DMEM:F12 con 0,5% de FCS y 100ng/mI de 
Activina A.65
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Ensayo de cribado secundario: El ensayo se inició mediante la aspiración de medio de cultivo de las monocapas de 
células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. 
Volúmenes de ensayo de 100µl por pocillo se añadieron de nuevo que contenía medio con 0,5% de FCS y diferentes 
concentraciones de compuestos inhibidores con 100ng/ml de activina A, sin Wnt-3a. Los pocillos de control 
positivos contenían el mismo medio de base con 0,5% de FCS y con 20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia 5
de compuesto de ensayo. Los pocillos de control negativo contenían el mismo medio de base con 0,5% de FCS, en 
ausencia de activina A, Wnt-3a, o compuesto de ensayo. Los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron de 
nuevo con concentraciones idénticas del compuesto de prueba o soluciones de control en el día 2 de ensayo. En los 
días 3 y 4, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS 
y 100ng/ml de activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como de Wnt-3a. Los pocillos de control 10
negativo paralelos se mantuvieron en los días 3 y 4 en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%.

Evaluación del ensayo: Al final del cultivo, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con PBS luego 
se fijaron con 4% de paraformaldehído a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavó tres veces más con 
PBS, y luego se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la 15
fijación y permeabilización, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y después se bloquearon con suero 
de pollo 4% (Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios (Sox17 
antihumano de cabra; R&D Systems) se diluyeron 1: 100 en suero de pollo al 4% y se añadió a las células durante 
una hora a temperatura ambiente. anticuerpo secundario conjugado por Alexa Fluor 488 (IgG anti-cabra de pollo; 
Molecular Probes) se diluyó 1: 200 en PBS y se añadió a cada pocillo después de lavar las células tres veces con 20
PBS. Para contrateñir los núcleos, 2µg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) se añadió durante diez minutos a temperatura 
ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y se dejaron en 100 µl/pocillo de PBS para visualizaron.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando dicroico 51008bs para las 
células teñidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposición fueron optimizados usando pocillos 25
de control positivo y pocillos teñidos con anticuerpo secundario solo como un control negativo sin tratar. Imágenes 
de 15 campos por pocillo fueron adquiridos para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos 
de tratamiento y de tinción. Se obtuvieron mediciones para el número total de células y la intensidad total de Sox-17 
para cada pocillo utilizando software IN Cell Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determinó la segmentación 
para los núcleos sobre la base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamaño nuclear. 30
Promedios y desviaciones estándar se calcularon para cada conjunto de datos de replicados. La expresión de 
proteínas total Sox17 se informó como intensidad total o intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de 
la zona de tiempos de células de la célula. Los antecedentes se eliminaron en base a criterios de aceptación de los 
rangos de escala de grises entre 300 a 3.000 y factores de forma mayores que o iguales a 0,4. Datos de intensidad 
totales se normalizaron dividiendo las intensidades totales para cada pocillo por la intensidad total media para el 35
control positivo Wnt-3a/Activina A. Los datos normalizados se calcularon para las medias y las desviaciones 
estándar para cada conjunto de duplicados.

Resultados
40

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de la enzima GSK-3b donde se confirmó la actividad y la potencia 
se determinó por valoración en este ensayo secundario. Los datos presentados muestran los efectos del compuesto 
sobre el número de células e intensidad de Sox-17 donde respectivos puntos de datos se promediaron a partir de un 
conjunto duplicado y extraído para cada parámetro de los campos y pozos idénticos. En este ejemplo, la expresión 
de Sox-17 es indicativa de la diferenciación endodérmica definitiva. Los resultados para el número de células y la 45
intensidad de Sox17, respectivamente, utilizando la línea de células madre embrionarias humanas H1 se muestran 
en las Tablas VIII y IX. Resultados para la línea de células madre embrionarias humanas H9 se muestran en las 
Tablas X y XI. Los valores de control positivos se normalizaron a 1.000 para el número de células y la intensidad de 
Sox17. los valores de control negativo eran menos que 0,388 para el número de células y menos que 0,065 para la 
intensidad de Sox17 con ambas líneas celulares. Una representación gráfica de estos datos, comparando ambas 50
líneas de células madre embrionarias humanas y que incluyen un ajuste de la dosis de cada compuesto, se
proporciona en las Figuras 1 a 8. El número de células se presenta en el panel A; la intensidad Sox 17 se muestra 
en el panel B. Estos datos confirman que cada compuesto puede promover la proliferación celular hES y la 
diferenciación endodérmica definitiva e identificar un intervalo óptimo de actividad.

55
Ejemplo de referencia 8

Efectos de inhibidores de enzima GSK-3β sobre la expresión de marcadores adicionales asociados con 
endodermo definitivo

60
Era importante demostrar que los compuestos principales también podrían inducir otros marcadores indicativos de 
diferenciación endodérmica definitiva, además del factor de transcripción Sox17. Un subconjunto seleccionado de 
los resultados se examinó por su capacidad para promover la expresión de CXCR4, una proteína receptora de la 
superficie, y HNF-3 beta, un factor de transcripción también asociado a la diferenciación endodérmica definitiva.

65
Preparación de células para el ensayo: agrupaciones celulares de las líneas de células madre embrionarias
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humanas H1 utilizadas en el ensayo se volvieron a suspender uniformemente en medio de cultivo y se colocaron en 
placas en placas de 6 pocillos (Corning) revestidas de MATRIGELTM (dilución 1:30) en volúmenes de 2 ml/pocillo. 
Medio acondicionado MEF suplementado con 8 ng/ml de bFGF fue utilizado para la siembra inicial y la expansión. 
La alimentación diaria se llevó a cabo mediante la aspiración de medio de cultivo gastado de cada pocillo y la 
sustitución con un volumen igual de medio fresco. Se permitió que los cultivos se expandieran uno a tres días 5
después del revestimiento antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2 durante la 
duración del ensayo.

Preparación de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de siete resultados resultantes de cribado primario 
se usó para el estudio de seguimiento y ensayos secundarios posteriores. Los compuestos puros se solubilizaron 10
como reservas de 10mM en DM50 y se almacenaron desecados a -20°C hasta su uso. Inmediatamente antes del 
ensayo, las reservas de compuestos se diluyeron a una concentración final que oscila entre 1µM y 5µM en medio de 
base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de FCS (HyClone) y 100ng/ml de Activina A (R&D 
Biosystems).

15
Ensayo: El ensayo se inició mediante la aspiración de medio de cultivo de las monocapas de células en cada pocillo, 
seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. Volúmenes de ensayo 
de 2ml por pocillo se añadieron de nuevo que contenía medio con 0,5% de FCS y diferentes concentraciones de 
compuestos inhibidores con 100ng/ml de Activina A, sin Wnt3a. los pocillos de control positivos contenían el mismo 
medio de base y 0,5% de FCS con 100ng/mI de activina A y 20ng/ml de Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia de 20
compuesto de ensayo. Los pocillos de control negativo contenían medio de base con 0,5% de FCS, en ausencia de
Activina A, Wnt3a, o compuesto de ensayo. Los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron de nuevo con 
concentraciones idénticas del compuesto de prueba o soluciones de control en el día 2 de ensayo. En los días 3 y 4, 
todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y
100ng/mI de Activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. Los pocillos de control negativo 25
paralelos se mantuvieron en los días 3 y 4 en Medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%.

Evaluación del ensayo: Al final del cultivo, las monocapas de células se lavaron con PBS y se cosecha a partir de 
placas de cultivo por incubación de 5 minutos con solución TrypLETM Express (Invitrogen, CA). Las células se 
resuspendieron en medio acondicionado MEF y se dividió en dos muestras iguales. Un conjunto de muestras se tiñó 30
adicionalmente con diversos anticuerpos marcados con fluorescencia y se sometió a análisis citométrico de flujo 
(FACS). Un segundo conjunto paralelo de muestras se sometió a PCR cuantitativa.

Las células para el análisis de FACS se lavaron en PBS y se bloquearon durante 15 minutos a 4°C en 0. 125% de 
gammaglobulina humana (Sigma cat nº G-4386) diluida en tampón de tinción PBS y BD FACS. Las alícuotas de 35
células (aproximadamente 105 células cada una) se tiñeron durante 30 minutos a 4°C con anticuerpos conjugados 
directamente a una etiqueta fluorescente y que tiene especificidad para CD9 PE (BD#555372), CD99 PE 
(Caltag#MHCD9904), o CXCR-4 APC (R&D Systems cat nº FAB173A). Tras una serie de lavados en tampón de 
tinción BD FACS, las células se tiñeron con 7-AAD (BD# 559925) para evaluar la viabilidad y se analizaron en un 
instrumento de matriz BD FACS (BD Biosciences), recogiendo al menos 10.000 eventos. Los anticuerpos de control 40
de isotipo IgG1k de ratón tanto para PE como para APC se utilizaron para separar secuencialmente células de 
porcentaje positivo.

Las células para la PCR cuantitativa se procesaron para extracción de ARN, purificación, y la síntesis a ADNc. Las 
muestras de ARN se purificaron mediante la unión a una membrana de gel de sílice (Rneasy Mini Kit, Qiagen, CA)45
en presencia de un tampon que contiene etanol, alta en sal seguido de lavado para eliminar los contaminantes. El 
ARN se purificó adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO (Ambion, Inc.), y el ARN de alta calidad se eluyó 
en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante lecturas de A260 y A280 en un espectrofotómetro. 
Copias de ADNc se hicieron a partir de ARN purificado utilizando un kit de archivo ADNc de alta capacidad de 
Applied Biosystems, Inc. (ABI, CA).50

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos para amplificación y cuantificación de PCR en tiempo real 
fueron adquiridos de ABI. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron usando el sistema de detección de 
secuencias ABT PRISM 7900. TAQMAN UNIVERSAL PCR MASTER MIX (ABI, CA) se utilizó con 20 ng de ARN 
inversamente transcrita en un volumen total de reacción de 20 µl. Cada muestra de ADNc se realizó por duplicado 55
para corregir los errores de pipeteo. Los cebadores y sondas TAQMAN etiquetados por FAM se utilizaron a 
concentraciones de 200 nM. El nivel de expresión de cada gen diana se normalizó usando control endógeno de
deshidrogenasa de gliceraldehida-3-fosfato humana (GAPDH) previamente desarrollado por ABI. Conjuntos de 
cebador y sonda se enumeran de la siguiente manera: CXCR4 (Hs00237052), GAPDH (4310884E), HNF3b 
(Hs00232764), SOX17 (parte de sonda # 450025, parte delantera y trasera # 4304971).60

Después de una incubación inicial a 50°C durante 2 min seguido de 95°C durante 10 min, las muestras se 
sometieron a ciclos 40 veces en dos etapas, una etapa de desnaturalización a 95°C durante 15 seg, seguido de una 
etapa de hibridación/extensión a 60°C para 1 min. El análisis de datos se realizó utilizando el software GENEAMP 
7000 Sequence Detection System. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor Ct se determinó como el ciclo en 65
el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzó un valor específico en el medio de la región exponencial de
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amplificación. los niveles de expresión génica relativa se calcularon utilizando el método comparativo Ct. 
Brevemente, para cada muestra de ADNc, el valor de control endógeno Ct se restó del gen de interés Ct para dar el 
valor delta Ct (∆Ct). La cantidad normalizada de objetivo se calculó como 2-∆Ct, suponiendo amplificación para ser 
de eficiencia al 100%. Los datos finales se expresaron en relación a una muestra del calibrador.

5
Resultados

La Figura 9 muestra el análisis FACS de células de por ciento positivas que expresan receptor de superficie CXCR4 
después del tratamiento con varios inhibidores de GSK3. Dos concentraciones de cada compuesto, que van desde 
1µM y 5µM, se muestran con relación a una población sin tratar de células (control negativo) o células tratadas con10
activina A y Wnt3 (control positivo). La Figura 10 paneles a, b, y c muestran datos de PCR en tiempo real para 
CXCR4, Sox17, y HNF3beta, que también se considera que son marcadores endodérmicos definitivos. Tanto
análisis FACS como PCR en tiempo real demuestran un aumento significativo en cada uno de estos marcadores 
observados en células diferenciadas respecto a las células de control sin tratar. Los niveles de expresión de estos 
marcadores endodérmicos definitivos fueron equivalentes en algunos casos con el control positivo, lo que demuestra 15
que un inhibidor de GSK-3 puede sustituir por Wnt3a en esta etapa de diferenciación.

Ejemplo de referencia 9

Efectos de inhibidores de enzima GSK-3β en la formación del endodermo pancreático20

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3β durante la inducción de endodermo 
definitivo no impidió la diferenciación subsiguiente de otros tipos de células, tales como endodermo pancreático, por 
ejemplo. Un subconjunto seleccionado de los resultados se examinó por su capacidad para promover la expresión 
de PDX1 y HNF6, factores de transcripción clave asociados con endodermo pancreático.25

Se llevó a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (líneas H1 y H9) como se describe en el 
Ejemplo de referencia 1. Las colonias de células se mantuvieron en un estado indiferenciado, pluripotente con el 
paso, en promedio, cada cuatro días. El paso se realizó mediante la exposición de cultivos de células a una solución 
de colagenasa (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) durante 10 a 30 minutos a 37°C, seguido por raspado suave con una punta 30
de pipeta para recuperar grupos de células. Las agrupaciones se dejan sedimentar por gravedad, seguido de lavado 
para eliminar la colagenasa residual. Grupos de células se dividieron en una relación 1: 3 para el cultivo de 
mantenimiento de rutina o una relación 1: 1 para el ensayo subsiguiente. Las líneas de célula madre embrionaria 
humana utilizadas se mantuvieron a menos que el paso 50 y se evalúan de forma rutinaria para el fenotipo de 
cariotipo normal y ausencia de contaminación por micoplasma.35

Preparación de células de ensayo: Agrupaciones celulares de la línea de células madre embrionarias humanas H1 
utilizadas en el ensayo se volvieron a suspender uniformemente en medio de cultivo y se colocaron en placas de 24 
pocillos revestidas en MATRIGELTM (1:30 dilución) (pocillo negro; Arctic White) en volúmenes de 1 ml/pocillo. Medio 
acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF se utilizó para la siembra inicial y la expansión. En un 40
segundo experimento, grupos de células hES de la línea H9 se sembraron en placas de 96 pocillos en capas de 
alimentador embrionario de ratón (MEF), previamente inactivadas por tratamiento con mitomicina C (Sigma Chemical 
Co). El medio de cultivo para las células hES en monocapas MEF consistía en DMEM:F12 con 20% Knockout 
Serum Replacer (Invitrogen) suplementado con aminoácidos esenciales mínimos (Invitrogen), L-glutamina, y 2-
mercaptoetanol. La alimentación diaria se llevó a cabo mediante la aspiración de medio de cultivo gastado de cada 45
pocillo y la sustitución con un volumen igual de medio fresco. Se permitió que los cultivos se expandieran uno a tres 
días después de la siembra antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2 durante la 
duración del ensayo.

Preparación de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de ocho resultados resultantes de cribado primario 50
se usó para el estudio de seguimiento y ensayos secundarios posteriores. Los compuestos puros se solubilizaron 
como reservas de 10mM en DMSO y se almacenaron desecados a -20°C hasta su uso. Inmediatamente antes del 
ensayo, las reservas de compuestos se diluyeron a una concentración final que oscila entre 1µM y 5µM en medio de 
base con aditivos.

55
Ensayo: En este ensayo, los inhibidores de GSK3 se incluyeron sólo en los días 1 y 2 de la etapa de diferenciación 
endodérmica definitiva, sustituyendo para Wnt3a. Se iniciaron cultivos de células madre embrionarias en
MATRIGELTM como se describe en los Ejemplos de Referencia 7 y 8 anteriormente mediante la aspiración de 
medio de cultivo de las monocapas de células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los 
factores de crecimiento residuales y suero. Para la diferenciación de endodermo definitivo, los volúmenes de ensayo 60
(0,5 ml por pocillo para placas de 24 pocillos, 100 µl por pocillo para placas de 96 pocillos) se añadieron conteniendo
medio DMEM:F12 con) 0,5% de FCS y diferentes concentraciones de compuestos inhibidores con 100 ng/ml de
Activina A, sin Wnt3a. Los pocillos de control positivos contenían el mismo medio de base con 0,5% de FCS y con
100ng/ml de Activina A y 20ng/ml de Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia de compuesto de ensayo. Pocillos de 
control negativo contenían el mismo medio de base con 0,5% de FCS, en ausencia de Activina A, Wnt3a, o 65
compuesto de ensayo. Pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron de nuevo con concentraciones idénticas del 

E09735702
05-05-2017ES 2 624 713 T3

 



20

compuesto de prueba o soluciones de control en el día 2 de ensayo. En los días 3 y 4, todos los pocillos de ensayo 
se aspiraron y se alimentaron con DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml activina A en ausencia 
tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en los días 3 y 4 
en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%. Para la diferenciación de endodermo pancreático, las células fueron 
tratadas durante tres días, la alimentación diaria con medio de base DMEM:F12 que contiene FCS al 2% con 0,25 5
µM KAAD ciclopamina (EMD Biosciences) y 20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las células se trataron después 
durante un período adicional de cuatro días, la alimentación diaria con DMEM:F12 que contenía 1% de B27
(Invitrogen), 0,25 µM KAAD ciclopamina, 2 µM de ácido retinoico (RA; Sigma-Aldrich) y 20 ng/ml FGF7. Pocillos de 
control negativo paralelos se mantuvieron en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2% (etapa 2) o 1% de B27
(etapa 3) y sin otros aditivos.10

Cultivos paralelos de células embrionarias humanas H9 fueron cultivados en capas alimentadoras MEF, y 
diferenciados a endodermo pancreático. La diferenciación endodérmica definitiva se consiguió cultivando las células
en medio que consistía en RPMI-1640 (Invitrogen) que no contenía suero en el día 1 y 0,2% de FCS en los días 2 y 
3 junto con diferentes concentraciones de compuestos inhibidores y 100 ng/ml de activina A. Pocillos de control 15
positivo contenían el mismo medio de base (con o sin suero) con 100ng/ml de activina A y 20ng/ml Wnt3a (R&D
Biosystems) en ausencia de compuesto de ensayo. Pocillos de control negativo contenían el mismo medio de base 
con o sin suero, en ausencia de activina A, Wnt3a, o compuesto de ensayo. Pocillos de ensayo se aspiraron y se 
alimentaron de nuevo con concentraciones idénticas del compuesto de prueba o soluciones de control en el día 2 de 
ensayo. En el día 3, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con RPMI 1640 suplementado con 20
2% de FCS y 100ng/ml de activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. Pocillos de control 
negativo paralelos se mantuvieron en el día 3 en medio de base RPMI-1640 con FCS al 2%. Las células se 
diferencian en endodermo pancreático mediante el tratamiento de las células durante cuatro días, la alimentación 
diaria con medio de base de RPMI-1640 que contiene FCS al 2% con 0,25 mM KAAD de ciclopamina (EMD 
Biosciences) y 50 ng/ml FGF10 (R&D Biosystems). Posteriormente, las células se trataron durante tres días de 25
duración, la alimentación diaria con RPMI-1640 que contiene 1% de B27 (Invitrogen), 0,25 mM KAAD de 
ciclopamina, 2 mM de ácido retinoico (RA; Sigma-Aldrich) y 50 ng/ml FGF10. Pocillos de control negativo paralelos 
se mantuvieron en medio base RPMT-1640 con 2% de FCS (etapa 2) o 1% de B27 (etapa 3) y sin otros aditivos.

Evaluación de ensayo. Al final de la diferenciación, las células se examinaron como se describe en el Ejemplo de 30
referencia 8 para la expresión génica mediante PCR en tiempo real. Para una alta tinción de fluorescencia de 
contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con PBS luego se fijaron con 4% de 
paraformaldehído a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces más con PBS, y después se 
permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la fijación y 
permeabilización, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y se bloquearon con 4% de suero de pollo 35
(Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo primario (Pdx-1 antihumano de cabra; 
Santa Cruz) se diluyó 1: 100 en 4% de suero de pollo y se añadió a las células durante dos horas a temperatura 
ambiente. Alexa Fluor 488 de anticuerpo secundario conjugado (IgG anti-cabra de pollo; Molecular Probes) se diluyó 
1: 200 en PBS y se añadió a cada pocillo después de lavar las células tres veces con PBS. Para contrateñir los 
núcleos, se añadió 2 µg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se 40
lavaron una vez con PBS y se dejaron en 100 µg/pocillo de PBS para visualización.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la dicroico 51008bs para 
las células teñidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposición fueron optimizados usando 
pocillos de control positivo y pozos teñidos con anticuerpo secundario solo. Las imágenes de 15 campos por pocillo 45
fueron adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tinción. 
Se obtuvieron mediciones para número total de células y la intensidad total de Pdx-1 para cada pocillo utilizando 
software IN CELL Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determinó la segmentación para los núcleos sobre la 
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamaño nuclear. Promedios y 
desviaciones estándar se calcularon para cada conjunto de datos replicado. La expresión de proteína total Pdx-1 se 50
informó como intensidad total o intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de la célula por el área de 
la células. Los antecedentes fueron eliminados en base a criterios de aceptación de los rangos de escala de grises 
entre 300 a 3000. Datos totales de intensidad se normalizaron dividiendo las intensidades totales para cada pocillo 
por la intensidad total media para el control positivo Wnt3a/Activina A. Los datos normalizados se calcularon para las 
medias y las desviaciones estándar para cada conjunto de duplicados.55

Las células para la PCR cuantitativa se lisaron en tampón RLT (Qiagen) y luego se procesaron para extracción de 
ARN, purificación, y la síntesis a ADNc. Las muestras de ARN se purificaron mediante la unión a una membrana de 
gel de sílice (RNeasy Mini Kit, Qiagen, CA) en presencia de un tampón que contiene etanol, de alta sal seguido de 
lavado para eliminar los contaminantes. El ARN se purificó adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO 60
(Ambion, Inc.), y luego el ARN de alta calidad se eluyó en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante 
lecturas de A260 y A280 en un espectrofotómetro. Las copias ADNc se hicieron a partir de ARN purificado utilizando 
un kit de archivo de ADNc de alta capacidad de Applied Biosystems, Inc. (ABI, CA).

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos para amplificación y cuantificación de PCR en tiempo real 65
fueron adquiridos de ABI. Reacciones en tiempo real de PCR se realizaron usando el sistema de detección de 
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secuencias ABI PRISM 7900. TAQMAN UNIVERSAL PCR MASTER MIX se utilizó con 20 ng de ARN transcrita a la 
inversa en un volumen total de reacción de 20 µl. Cada muestra de ADNc se realizó por duplicado para corregir los 
errores de pipeteo. Los cebadores y sondas TAQMAN etiquetados por FAM se utilizaron a concentraciones de 200 
nM. El nivel de expresión de cada gen diana se normalizó usando un control endógeno de deshidrogenasa 
gliceraldehido-3-fosfato humana (GAPDH) previamente desarrollada por ABI. El cebador y conjuntos de sonda se 5
enumeran del siguiente modo: PDX1 (Hs00236830_ml), GAPDH (4310884E), y HNF6 (Hs00413554_ml).

Después de una incubación inicial a 50°C durante 2 min seguida de 95°C durante 10 min, las muestras se 
sometieron a ciclos 40 veces en dos etapas, una etapa de desnaturalización a 95°C durante 15 segundos seguido 
por una etapa de recocido/extensión a 60°C para 1 min. El análisis de datos se realizó utilizando el software de 10
sistema de detección de secuencias GENEAMPÒ7000. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor Ct se 
determinó como el ciclo en el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzó un valor específico en el medio de la 
región exponencial de amplificación. Niveles de expresión génica relativa se calcularon usando el método 
comparativo Ct. Brevemente, para cada muestra de ADNc, el valor Ct de control endógeno se restó del gen de 
interés Ct para dar el valor Ct delta (∆Ct). La cantidad normalizada de diana se calculó como 2-∆Ct, suponiendo 15
amplificación para ser de eficiencia de 100%. Los datos finales se expresaron en relación a una muestra del 
calibrador.

Resultados
20

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de enzima GSK-3β. Los datos presentados en la Figura 11 de 
análisis de alto contenido muestran efectos en el número de células (panel A) e intensidad de Pdx1 (panel B) para la 
línea celular H1 hES, donde se promediaron respectivos puntos de datos a partir de un conjunto de muestras por 
duplicado y extraídos para cada parámetro de los campos y pozos idénticos. Los datos presentados en la Figura 12
de PCR en tiempo real muestran efectos de estos inhibidores de moléculas pequeñas sobre la expresión inducida de 25
dos factores de transcripción, Pdx-1 y HNF6. En estos ejemplos, expresión de Pdx-1 y Hnf-6 son indicativos de 
diferenciación endodérmica pancreática. Los compuestos de inhibidor GSK-3β en estos ensayos pueden sustituir 
para Wnt3a durante las primeras etapas de compromiso de linaje de células; células resultantes mantienen una 
capacidad para formar endodermo pancreático durante las etapas secuenciales posteriores de la diferenciación.

30
Ejemplo de referencia 10

Efectos de inhibidores de enzima GSK-3β sobre la formación de células pancreáticas endocrinas

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3 durante la inducción de endodermo definitivo 35
no impidió la diferenciación subsiguiente de otros tipos de células, tales como células endocrinas pancreáticas, o 
células productoras de insulina, por ejemplo. Un subconjunto selecto de resultados fue examinado por su capacidad 
para promover la expresión de las hormonas pancreáticas.

Preparación de células para el ensayo: Las células del endodermo pancreático obtenidas de acuerdo con los 40
métodos descritos en el Ejemplo de referencia 9 (cultivados en placas de 96 pocillos y placas de 24 pocillos) se 
sometieron posteriormente a los agentes que causan que las células se diferencien en células que expresan
hormonas pancreáticas.

Se inició el ensayo para cultivos de la línea de embriones humanos H1 de células madre en MATRIGELTM como se 45
describió en los Ejemplos de Referencia 7 - 9 anteriormente por medio de cultivo de aspiración de monocapas de 
células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. 
Para la diferenciación de endodermo definitivo, los volúmenes de ensayo (0,5 ml por pocillo para placas de 24 
pocillos, 100 µl por pocillo para placas de 96 pocillos) se añadieron conteniendo medio con 0,5% de FCS y 
diferentes concentraciones de compuestos inhibidores con 100 ng/ml de activina A, sin Wnt3a. Los pocillos de 50
control positivo contenían el mismo medio de base y 0,5% de FCS con 100ng/ml de activina A y 20ng/ml Wnt3a 
(R&D Biosystems) en ausencia de compuesto de ensayo. Pocillos de control negativo contenían el mismo medio de 
base con 0,5% de FCS, en ausencia de activina A, Wnt3a, o compuesto de ensayo. Pocillos de ensayo se aspiraron 
y se alimentaron de nuevo con concentraciones idénticas del compuesto de prueba o soluciones de control en el día 
2 de ensayo. En los días 3, 4 y 5, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con DMEM:F12 55
suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml de activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. 
Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en los días 3, 4 y 5 en medio de base DMEM:F12 con FCS al 
2%. Para la diferenciación de endodermo pancreático, las células fueron tratadas durante tres días, la alimentación 
diaria con medio de base DMEM:F12 que contiene FCS al 2% con 0,25 µM KAAD ciclopamina (EMD Biosciences) y 
20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las células se trataron a continuación durante cuatro días, la alimentación diaria 60
con DMEM:F12 que contenía 1% de B27 (Invitrogen), 0,25 µM KAAD ciclopamina, 2 µM ácido retinoico (RA; Sigma-
Aldrich) y 20 ng/ml FGF7. Pocillos de control negativo paralelos durante las etapas 2 y 3 se mantuvieron en medio 
base DMEM:F12 con 2% de FCS o 1% de B27 y sin cualesquiera otros aditivos. Después de la formación de 
endodermo pancreático, las células se trataron adicionalmente durante seis días de duración, la alimentación diaria 
con medio de base DMEM:F12 que contenía 1% de B27 con 1 µM DAPT (inhibidor de secretasa gamma: EMD65
Biosciences) y 50 ng/ml de exendina 4 (Sigma-Aldrich). Las células se trataron entonces para otra duración de tres 
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días, la alimentación diaria con medio de base DMEM:F12 que contenía 1% de B27, 50 ng/ml Exendina 4, 50 ng/ml
IGF (R&D Biosystems) y 50 ng/ml de HGF (R&D Biosystems). Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron 
en medio de base DMEM:F12 con 1% de B27 y sin cualesquiera otros aditivos.

Evaluación de ensayo. Al final del cultivo, las células se trataron como en los Ejemplos de Referencia 7 y 85
anteriormente para su evaluación por análisis de alto contenido o PCR en tiempo real.

Para una tinción de fluorescencia de alto contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con 
PBS luego se fijaron con 4% de paraformaldehído a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces 
más con PBS, y después se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. 10
Después de la fijación y permeabilización, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y se bloquearon con 
suero de pollo al 4% (Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo primario 
(insulina anti-cerdo de conejillo de indias, reactividad cruzada con la insulina humana; DakoCytomation) se diluyó 1: 
500 en el 4% de suero de cabra y se añadió a las células durante una hora a temperatura ambiente. Las células se 
lavaron tres veces con PBS y después se tiñeron con Alexa Fluor 488 de anticuerpo secundario conjugado (IgG anti-15
cobaya de cabra; Molecular Probes) diluido 1: 100 en 4% de suero de cabra. Para contrateñir los núcleos, se añadió 
2µg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con 
PBS y se dejaron en 100 µl/pocillo de PBS para visualización.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando el dicroico 51008bs para 20
las células teñidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposición fueron optimizados usando 
pocillos de control positivo y pocillos teñidos con anticuerpo secundario solo. Las imágenes de 15 campos por pocillo 
fueron adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tinción. 
Se obtuvieron mediciones para número total de células y la intensidad total de insulina para cada pocillo utilizando
software IN Cell Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determinó la segmentación para los núcleos sobre la 25
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamaño nuclear. Promedios y 
desviaciones estándar se calcularon para cada conjunto de datos replicados. La expresión de proteína total de 
insulina se informó como intensidad total o la intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de la zona de 
tiempos celulares de la célula. Los antecedentes fueron eliminados en base a criterios de aceptación de los rangos 
de escala de grises entre 300 a 3000. Los datos de intensidad total se normalizaron dividiendo las intensidades 30
totales para cada pocillo por la intensidad total media para el control positivo Wnt3a/Activina A. Los datos 
normalizados se calcularon para las medias y las desviaciones estándar para cada conjunto triplicado.

Las células para la PCR cuantitativa se lisaron en tampón RLT (Qiagen) y luego se procesaron para extracción de 
ARN, purificación, y síntesis a ADNc. Las muestras de ARN se purificaron mediante la unión a una membrana de gel 35
de sílice (RNeasy Mini Kit, Qiagen, CA) en presencia de un tampón que contiene etanol alto en sal seguido de 
lavado para eliminar los contaminantes. El ARN se purificó adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO
(Ambion, NC), y ARN de alta calidad se eluyó en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante lecturas de 
A260 y A280 en un espectrofotómetro. Copias de ADNc se hicieron a partir de ARN purificado utilizando un Applied 
Biosystems, Inc. (ABI, CA) de kit de archivo de ADNc de alta capacidad.40

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos para amplificación y cuantificación de PCR en tiempo real 
fueron adquiridos de ABI. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron usando el sistema de detección de 
secuencias ABT PRISM® 7900. TAQMAN® UNIVERSAL PCR MASTER MIX® (ABI, CA) se utilizó con 20 ng de 
ARN transcrita inversa en un volumen total de reacción de 20 µl. Cada muestra de ADNc se realizó por duplicado 45
para corregir los errores de pipeteo. Los cebadores y sondas TAQMAN® etiquetadas por FAM se utilizaron a 
concentraciones de 200 nM. El nivel de expresión de cada gen diana se normalizó usando un control endógeno de
deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato humana (GAPDH) previamente desarrollado por ABI. Los conjuntos de 
cebador y sonda se enumeran de la siguiente manera: PDX1-(Hs00236830_m1), insulina (Hs00355773), y GAPDH 
(4310884E).50

Después de una incubación inicial a 50°C durante 2 min seguido de 95°C durante 10 min, las muestras se 
sometieron a ciclos 40 veces en dos etapas, una etapa de desnaturalización a 95°C durante 15 seg, seguido de una 
etapa de hibridación/extensión a 60°C durante 1 min. El análisis de datos se realizó utilizando el software de sistema 
de detección de secuencias GENEAMP®7000. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor Ct se determinó 55
como el número de ciclo en el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzó un valor específico en el medio de la 
región exponencial de amplificación. Los niveles de expresión génica relativa se calcularon utilizando el método Ct

comparativo. Brevemente, para cada muestra a ADNc, el valor de control Ct de control endógeno se restó del gen de 
interés Ct para dar el valor Ct delta (∆Ct). La cantidad normalizada de diana se calculó como 2-∆Ct, suponiendo que la 
amplificación sea eficiente al 100%. Los datos finales se expresaron en relación a una muestra del calibrador.60

Resultados

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de enzima GSK-3B. Los datos presentados en la Figura 13 de la
análisis de alto contenido muestran los efectos del compuesto de contenido en el número de células (panel A) y la 65
intensidad de insulina (panel B) para la línea celular H1 hES donde los respectivos puntos de datos se promediaron 
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a partir de un conjunto por triplicado y extraído para cada parámetro de los campos y pocillos idénticos. Los datos 
presentados en la Figura 14 de la PCR en tiempo real muestran los efectos del compuesto para Pdx-1 y la insulina. 
En estos ejemplos, Pdx1 y la expresión de insulina son indicativos de diferenciación endodérmica pancreática y la 
generación de células positivas hormonales. Los compuestos inhibidores de G5K3β selectivos en estos ensayos 
pueden sustituir Wnt3a durante las primeras etapas de compromiso de linaje celular y pueden inducir y mantener la 5
formación de células pancreáticas beta durante las etapas secuenciales posteriores de diferenciación, como se 
desprende tanto de inmunotinción de insulina y PCR en tiempo real.

Ejemplo de referencia 11
10

Efectos aditivos de inhibidores de la enzima GSK-3β sobre la formación de células endocrinas
pancreáticas

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3β podría mejorar la diferenciación de las 15
células pancreáticas beta si se añade durante múltiples fases de compromiso de destino celular. Un subconjunto 
seleccionado de resultados se puso a prueba mediante la adición temporizada secuencial para mejorar la expresión 
de insulina asociada con células positivas hormonales pancreáticas.

Preparación de células para el ensayo. Preparación de células para el ensayo. Células del endodermo pancreático 20
obtenidas de acuerdo con los métodos descritos en los Ejemplos de Referencia 9 y 10 (cultivados en placas 96 
pocillos) se sometieron posteriormente a los agentes que causan que las células se diferencian en células que 
expresan hormonas pancreáticas.

Se inició ensayo para cultivos de la línea de células madre embrionarias humanas en MATRIGELTM como se 25
describe en los Ejemplos de Referencia 7 - 9 anteriormente por medio de cultivo de aspiración de monocapas de 
células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. 
Para la diferenciación de endodermo definitivo, se añadieron los volúmenes de prueba (100 µl por pocillo para 
placas de 96 pocillos) que contienen medio con 0,5% de FCS y diferentes concentraciones de compuestos 
inhibidores con 100 ng/ml de activina A, sin Wnt3a. Los pocillos de control positivos contenían el mismo medio de 30
base y 0,5% de FCS con 100ng/ml de Activina A y 20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia de compuesto de 
ensayo. Pocillos de control negativo contenían el mismo medio de base con 0,5% de FCS, en ausencia de Activina 
A, Wnt3a, o compuesto de ensayo. Pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron de nuevo con concentraciones 
idénticas del compuesto de prueba o soluciones de control en el día 2 de ensayo. En los días 3, 4 y 5, todos los 
pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml de35
Activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. Pocillos de control negativo paralelos se 
mantuvieron en los días 3, 4 y 5 en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%. Para la diferenciación de endodermo 
pancreático, las células fueron tratadas durante tres días, la alimentación diaria con medio de base DMEM:F12 que 
contiene FCS al 2% con 0,25 µM KAAD de ciclopamina (EMD Biosciences) y 20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las 
células se trataron a continuación durante cuatro días, la alimentación diaria con DMEM:F12 que contenía 1% de 40
B27 (Invitrogen), 0,25 µM KAAD de ciclopamina, 2 µM de ácido retinoico (RA; Sigma-Aldrich) y 20 ng/ml FGF7. 
Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en medio de base DMEM:FL2 con 2% de FCS o 1% de B27 y 
sin cualesquiera otros aditivos. Después de la formación de endodermo pancreático, las células se trataron 
adicionalmente durante seis días de duración, la alimentación de días que alternan con medio de base DMEM:F12
que contenía 1% de B27 con 1 µM DAPT (inhibidor de secretasa gamma: EMD Biosciences) y 50 ng/ml de exendina 45
4 (Sigma-Aldrich) y 1 µM TGFbeta R1 inhibidor II (inhibidor ALKS; EMD Biosciences). Durante este período de seis 
días, los inhibidores de GSK3β se añadieron de nuevo a los respectivos pocillos, utilizando la misma concentración 
que el tratamiento previo a la iniciación de la diferenciación. Las células se trataron entonces para otra duración de 
tres días, la alimentación de días que alternan con medio de base DMEM:F12 que contenía 1% de B27, 50 ng/ml de 
exendina 4, 50 ng/ml de IGF (R&D Biosystems) y 50 ng/ml de HGF (R+D Biosystems) y 1 µM de TGF-beta R150
inhibidor II (inhibidor de ALK5; EMD Biosciences). Durante este período de tres días, los inhibidores de G5K313 se 
añadieron de nuevo a los respectivos pocillos, utilizando la misma concentración que el tratamiento previo a la 
iniciación de la diferenciación. Conjuntos paralelos de pocillos de control positivo se trataron en presencia o ausencia 
de 20ng/ml Wnt3a. Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en medio de base DMEM:F12 con 1% de 
B27 y sin cualesquiera otros aditivos.55

Evaluación de ensayo. Al final del cultivo, las células se trataron como en el Ejemplo de referencia 10 anterior para 
su evaluación por alta análisis de contenido.

Para una tinción de fluorescencia de alto contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con 60
PBS luego se fijaron con 4% de paraformaldehído a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces 
más con PBS, y después se permeabilizaron con 0,5% de Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Después de la fijación y permeabilización, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y se bloquearon con 
suero de pollo al 4% (Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo primario 
(insulina de anti-cerdo de cobaya, reactividad cruzada con la insulina humana; DakoCytomation) se diluyó 1: 500 en 65
4% de suero de cabra y se añadió a las células durante una hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron 
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tres veces con PBS y después se tiñeron con Alexa Fluor 488 de anticuerpo secundario conjugado (IgG anti-cobaya 
de cabra; Molecular Probes) diluido 1: 100 en 4% de suero de cabra. Para contrateñir los núcleos, se añadió 2µg/ml 
Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y 
se dejaron en 100 µl/pocillo de PBS para visualización.

5
Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la dicroico 51008bs para 
las células teñidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. tiempos de exposición fueron optimizados usando pocillos 
de control positivo y pocillos teñidos con anticuerpo secundario solo. Las imágenes de 15 campos por pocillo fueron 
adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tinción. Se 
obtuvieron mediciones para el número total de células y la intensidad total de insulina para cada pocillo utilizando 10
software IN Cell Developer Toolbox 1,7 (GE Healthcare). Se determinó la segmentación para los núcleos sobre la 
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamaño nuclear. Promedios y 
desviaciones estándar se calcularon para cada conjunto de datos replicado. La expresión de proteína total de 
insulina se informó como intensidad total o intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de la zona de 
tiempos celulares de la célula. Los antecedentes fueron eliminados en base a criterios de aceptación de los rangos 15
de escala de grises entre 300 a 3000. Los datos de intensidad totales se normalizaron dividiendo las intensidades 
totales para cada pocillo por la intensidad total media para el control positivo Wnt3a/Activin A. Los datos 
normalizados se calcularon para las medias y las desviaciones estándar para cada conjunto triplicado.

Resultados20

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de la enzima GSK-3B. Los datos presentados en la Figura 15 de 
análisis de alto contenido muestran los efectos del compuesto en el número de células (panel A) y la intensidad de 
insulina (panel B) para la línea celular H1 hES, donde se promediaron respectivos puntos de datos de un conjunto 
por triplicado y extraídos para cada parámetro de los campos y pocillos idénticos. En este ejemplo, la expresión de 25
insulina es indicativa de la diferenciación de células pancreáticas positivas hormonales. Los compuestos inhibidores 
de GSK-3β selectivos en estos ensayos pueden sustituir para Wnt3a durante las primeras etapas de compromiso de 
linaje celular y, cuando se añaden en etapas posteriores de la diferenciación, parecen promover una mayor 
expresión de insulina en relación con una muestra de control positivo.

30
Tabla IA: Lista de los anticuerpos primarios utilizados para FACS y análisis de inmunotinción.

Anticuerpo Proveedor Isotipo Clon

SSEA-1 Chemicon (CA) IgM de ratón MC-480

SSEA-3 Chemicon (CA) IgG3 de ratón MC-631

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

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

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

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

AP R&D Systems IgG1 de ratón B4-78

HNF3 R&D Systems IgG de cabra

PDX1 Santa Cruz

Biotechnology, 
INC

IgG de cabra A-17

GATA-4 R&D Systems IgG de cabra

Sox 17 R&D Systems IgG de cabra

CD 9 BD IgG1 de ratón M-L13
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Tabla Ib: Lista de anticuerpos conjugados secundarios utilizados para FACS y análisis de inmunotinción.

Anticuerpo conjugado 
secundario 

Proveedor Dilución

IgG APC anti-ratón de cabra 

conjugado

Jackson ImmunoResearch 

(PA)

1: 200

IgG PE anti-ratón de cabra 

conjugado

Jackson

ImmunoResearch (PA)

1: 200

PE anti-conejo de burro o -

APC conjugado 

Jackson ImmunoResearch

(PA)

1: 200

PE anti-cabra de burro o -

APC conjugado 

Jackson ImmunoResearch

(PA)

1: 200

IgM PE anti-ratón de cabra SouthemBiotech (AL) 1: 200

IgM PE anti-rata de cabra SouthemBiotcch (AL) 1: 200

IgG3 PE anti-ratón de cabra SouthemBiotech (AL) 1: 200
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Tabla II: Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la viabilidad de las células que expresan
marcadores de pluripotencia.
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Tabla III: Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la viabilidad de las células que expresan 
marcadores de pluripotencia.
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Tabla IV: Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la diferenciación y proliferación de las 
células madre embrionarias humanas.
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Tabla V: Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la diferenciación y proliferación de las células
madre embrionarias humanas.
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Tabla VI: Efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la proliferación de las células madre 
embrionarias humanas.
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Tabla VII: efectos de los inhibidores de actividad enzimática GSK-3B en la viabilidad de las células madre 
embrionarias humanas
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Tabla VIII: Efectos DEPENDIENTES de dosis de inhibidores de la actividad enzimática GSK-3B sobre la 
proliferación de CÉLULAS DE LA célula madre embrionaria humana LÍNEA H1.
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Tabla IX: Efectos DEPENDIENTES de dosis de los inhibidores de la actividad enzimática GSK-3B en la 
DIFERENCIACIÓN de las CÉLULAS DE LAS células madre embrionarias humanas LÍNEA H1
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Tabla X: Efectos DEPENDIENTES de dosis de los inhibidores de la actividad enzimática GSK-3B en la 
DIFERENCIACIÓN de las CÉLULAS DE LAS células madre embrionarias humanas LÍNEA H9.
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Tabla XI: Efectos DEPENDIENTES de la dosis de los inhibidores de la actividad enzimática GSK-3B en la 
DIFERENCIACIÓN de las CÉLULAS de la línea de células madre embrionarias humanas H9.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para expandir y diferenciar células pluripotentes, que comprende las etapas del:

a) Cultivo de células pluripotentes, y5

b) Tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B en donde el 
inhibidor de la actividad enzimática GSK-3B es 3-[1-(2-hidroxietilo)-1H-indol-3-ilo]-4-(1-piridina-3-ilo-1H-indol-3-
ilo)-pirrol-2,5-diona.

10
2. El método de la reivindicación 1, en donde las células pluripotentes son las células madre embrionarias.

3. El método de la reivindicación 1, en donde las células pluripotentes son las células que expresan marcadores de 
pluripotencia, derivados de células madre embrionarias, en las que preferiblemente, las células que expresan 
marcadores de pluripotencia que expresan al menos uno de los siguientes marcadores de pluripotencia 15
seleccionados del grupo que consiste en: ABCG2, cripto, FoxD3, Conexina43, Conexina45, Oct4, SOX-2, Nanog, 
hTERT, UTF-1, ZFP42, SSEA-3, SSEA-4, Tral-60 y Tral-81.

4. El método de la reivindicación 1, en el que las células pluripotentes se diferencian en células que expresan 
marcadores característicos del linaje endodérmico definitivo.20

5. El método de la reivindicación 1, en el que las células pluripotentes son tratadas con el inhibidor de la actividad 
enzimática de GSK-3B para:

a) Una a 72 horas; o25

b) 12 a 48 horas; o

c) 48 horas.
30

6. El método de la reivindicación 1, en el que el inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B es:

a) Utilizado a una concentración de 100nM a 100µM; o

b) Utilizado a una concentración de 1µM a 10µM; o35

c) Utilizado a una concentración de 10µM.

40
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