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DESCRIPCION

Tratamiento de células pluripotentes
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a métodos para tratar las células pluripotentes, por lo que las células pluripotentes se
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

Los avances en la terapia de reemplazo de células para la diabetes mellitus de tipo | y la escasez de islotes
trasplantables de Langerhans han centrado el interés en el desarrollo de fuentes de células productoras de insulina,
o células B, apropiadas para el injerto. Un enfoque es la generacion de células funcionales 3 a partir de células
pluripotentes, tales como, por ejemplo, células madre embrionarias.

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
gastrulacion. Los tejidos tales como, por ejemplo, la tiroides, el timo, el pancreas, el intestino y el higado, se
desarrollara a partir del endodermo, a través de una etapa intermedia. La etapa intermedia en este proceso es la
formacion de endodermo definitivo. Células de endodermo definitivas expresan un nimero de marcadores, tales
como, HNF-3 beta, GATA-4, Mix11, CXCR4 y Sox-17.

La formacion del pancreas surge de la diferenciacion de endodermo definitivo en endodermo pancreatico. Las
células del endodermo pancreatico expresan el gen homeobox pancreaticduodenal, Pdx-1. En ausencia de Pdx-1, el
pancreas no logra desarrollarse mas alla de la formacion de yemas ventral y dorsal. Asi, la expresion Pdx-1 marca
un paso critico en la organogénesis pancreatica. El pancreas maduro contiene, entre otros tipos de células, tejido
exocrino y tejido endocrino. Tejidos exocrinos y endocrinos surgen de la diferenciacion de endodermo pancreatico.

La generacion 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
de interés, por ejemplo, células funcionales f.

Los métodos actuales a células madre embrionarias humanas de cultivo son complejos; que requieren el uso de
factores exdgenos, o medios quimicamente definidos a fin de que las células proliferen sin perder su pluripotencia.
Ademas, la diferenciacién de células madre embrionarias a menudo resulta en una disminucién en las células para
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 sustitucion de suero condicionado (SR) suplementado con factores de crecimiento diferentes capaces de
desencadenar autorrenovacion 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 solucién, los medios son sustancialmente isoténicos en
comparacion con las células madre que se cultiven. En un cultivo dado, el medio particular comprende un medio
base y una cantidad de cada uno de bFGF, insulina y acido ascoérbico 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 exposicidon de una célula madre a un miembro de familia de factor de crecimiento
transformante beta (TGF) de proteinas, un miembro de la familia de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) de
proteinas, 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 glucogeno (GSK-3) para promover la proliferacion y la expansion
de células madre adultas. En un ejemplo, Tateishi et al. (Biochemical and Biophysical Research Communications
(2007) 352: 635) muestran que la inhibicion de GSK-3 mejora el crecimiento y la supervivencia de las células
humanas cardiacas madre (hCSCs) recuperadas del corazén humano neonatal o adulto y que tienen caracteristicas
mesenquimales.

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

En otro ejemplo, WO2007016485 informa que la adicion de los inhibidores de GSK-3 al cultivo de células madre no

embridnicas, incluyendo las células progenitoras adultas multipotentes, conduce al mantenimiento de un fenotipo
pluripotente durante la expansion y resulta en una respuesta de diferenciacion mas robusta.
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En otro ejemplo, US2006030042 utiliza un método de inhibicion de GSK-3, ya sea por adicién de Wnt o un inhibidor
de molécula pequena de la actividad enzimatica de GSK-3, para mantener células madre embrionarias sin el uso de
una capa de células alimentadoras.

En otro ejemplo, W0O2006026473 informa de la adicion de un inhibidor GSK-3B, para estabilizar las células
pluripotentes a través de la activacion transcripcional de c-myc y estabilizacion de proteina 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 poblaciéon de autorenovaciéon de células madre pluripotentes,
incluyendo células madre embrionarias de ratén o humanas.

En otro ejemplo, Sato et al. (Nature Medicine (2004) 10:55-63) muestran que la inhibicion de GSK-3 con un
compuesto farmacoldgico especifico puede mantener el fenotipo no diferenciado de las células madre embrionarias
y sostener la expresion de factores de transcripcion pluripotentes de estado especifico tales como Oct-3/4, Rex-1, y
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 diferenciacion neuronal, especificamente
mediante la promocion de la transcripcion de genes diana B-catenina y la disminucion de la apoptosis.

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)
muestran que la diferenciacion hematopoyética a partir de células madre embrionarias se asocia con la regulacion
por disminucién de la via Wnt/ B-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 clinicas actuales, al tiempo que
conserva el potencial de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, células pancreaticas que expresan
hormona, o células pancreaticas que secretan hormonas.

RESUMEN

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

a. El cultivo de células pluripotentes, y

b. El tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimatica 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 realizacion, las células pluripotentes se diferencian en células que expresan marcadores caracteristicos del
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.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el efecto de una gama de concentraciones del compuesto de JNJ 17189731 en el nimero de
células, como se determina por el nimero de nucleos observados (Panel A) y la expresion Sox-17, como se
determina por la intensidad de la tincién inmunofluorescente (Panel B). Los resultados se obtuvieron a partir de
células de la linea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la linea 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 numero de
células, como se determina por el numero de nucleos observados (Panel A) y expresion de Sox-17, tal como se
determina por la intensidad de la tincion de inmunofluorescencia (Panel B). Los resultados se obtuvieron de células
de la linea de células madre embrionarias humanas H1 (barras blancas), o células de la linea humana embrionaria
de células madre H9 (barras negras), utilizando el IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare).

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

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

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

La Figura 9 muestra la expresion de CXCR4 en la superficie de las células, como se determina por la tincion de
inmunofluorescencia y analisis de citometria 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 expresion de CXCR4 (Panel A), HNF-3 beta (Panel B), y Sox-17 (Panel C), segun lo
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 nimero
de células, como se determina por el nimero de nucleos observados (Panel A) y la expresion de Pdx1, como se
determina por la intensidad de la tincion 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 expresion
Pdx-1 (barras blancas) y HNF-6 (barras negras), segun lo determinado por PCR en tiempo real. Las células fueron
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 nimero
de célula, tal como se determina por el numero de nucleos observado (Panel A) y la expresion de insulina, tal como
se determina por la intensidad de la tincion de inmunofluorescencia (Panel B), utilizando el IN CELL Analyzer 1000
(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
expresion Pdx-1 (barras blancas) y la insulina (barras negras), segun lo determinado por PCR en tiempo real. Las
células se trataron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo de Referencia 10.

La Figura 15 muestra el efecto de una gama de concentraciones de los compuestos que se muestran en el nimero
de células, como se determina por el nimero de nucleos observados (Panel A) y la expresion de insulina, como se
determina por la intensidad de la tincion 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.
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DESCRIPCION DETALLADA

Para claridad de la descripcion, y no a modo de limitacion, la descripcion detallada de la invencion se divide en las
siguientes subsecciones que describen o ilustran ciertas caracteristicas, realizaciones o aplicaciones de la presente
invencion.

Definiciones

Las células madre son células no diferenciadas definidas por su capacidad en el nivel de células individuales tanto
para autorenovacion y se diferencian para producir células de la progenie, incluyendo progenitores de
autorenovacion, progenitores de no renovacion y células diferenciadas terminalmente. Las células madre también se
caracterizan por su capacidad para diferenciarse in vifro en células funcionales de diversos linajes celulares de
multiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), asi como para dar lugar a tejidos de multiples
capas germinales después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoria, si no a todos, los tejidos
después de la inyeccion en blastocistos.

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, érgano o sistema fisioldgico particular (por ejemplo, células madre
hematopoyéticas (HSC) pueden producir una progenie que incluyen HSC (autorrenovacion), 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
mas restringido de linajes de células que las células madre multipotentes; y (5) unipotentes, que significa capaz de
dar lugar a un unico linaje celular (por ejemplo células madre de espermatogénesis).

La diferenciacion es el proceso por el cual una célula no especializada ("no comprometida") o menos especializada
adquiere las caracteristicas de una célula especializada, tales como, por ejemplo, una célula nerviosa o una célula
muscular. Una célula diferenciada o inducida por diferenciaciéon es una que se ha llevado en una posicién mas
especializada ("comprometida") dentro del linaje de una célula. El término "comprometido"”, cuando se aplica al
proceso de diferenciacion, se refiere a una célula que ha procedido en la via de diferenciacién a un punto en el que,
en circunstancias normales, continuara para diferenciarse en un tipo celular especifico 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 desdiferenciacién se refiere al proceso por el cual una célula vuelve a una posicién
menos especializada (o comprometida) dentro del linaje de una célula. Tal como se usa en el presente documento,
el linaje de una célula define la heredibilidad de la célula, es decir, las células de las que provenia y a qué células
puede dar lugar. El linaje de una célula coloca la célula dentro de un esquema hereditario de desarrollo y
diferenciacion. Un marcador de linaje especifico se refiere a una caracteristica asociada especificamente con el
fenotipo de las células de un linaje de interés y se puede utilizar para evaluar la diferenciacion de una célula no
comprometida con el linaje de interés.

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

"Células que expresan marcadores caracteristicos 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, proteina homeobox de tipo mezcla, FGF4, CD48, eomesodermina (EOMES), DKK4,
FGF17, GATA-6, CXCR4, C-Kit, CD99, o OTX2. Las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje
endodérmico definitivo incluyen células precursoras de racha primitiva, células de racha primitiva, células
mesendodérmicas y células endodérmicas definitivas.

"Células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico”, 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 caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico
incluyen células del endodermo pancreatico.

"Células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico”, 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 caracteristicos del linaje endocrino
pancreatico incluyen células pancreaticas endocrinas, células que expresan la hormona pancreatica, y células
secretoras de hormona pancreatica y células del linaje de células B.

"Endodermo definitivo", como se usa aqui se refiere a células que llevan las caracteristicas de las células derivadas

del epiblasto durante la gastrulacion y que forman el tracto gastrointestinal y sus derivados. Las células
endodérmicas definitivas expresan los siguientes marcadores: HNF-3 beta, GATA-4, SOX-17, Cerberus, OTX2,
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goosecoide, C-Kit, CD99, y MixI1.

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

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

"Célula mesendodérmica" tal como se utiliza aqui 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.

"Célula endocrina pancreatica", o "célula que expresa hormonas pancreaticas" como se usa en el presente
documento se refiere a una célula capaz de expresar al menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagoén,
somatostatina y polipéptido pancreatico.

"Célula secretora de la hormona pancreatica" tal como se utiliza aqui se refiere a una célula capaz de secretar al
menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagén, somatostatina, y polipéptido pancreatico.

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

"Célula linea primitiva" como se usa aqui se refiere a una célula que expresa al menos uno de los siguientes
marcadores: Brachyury, proteinas homeobox de tipo mezcla, o FGF4

En una realizacion, la presente descripcion proporciona un método para la expansion y diferenciacion de células
pluripotentes que comprende el tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad de la enzima
GSK-3B.

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

c. El cultivo de células pluripotentes, y
d. El tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimatica GSK-3B.

En una realizacion, las células pluripotentes se diferencian en células que expresan marcadores caracteristicos del
linaje endodérmico definitivo.

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

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

En una realizacion, el inhibidor de la actividad enzimatica GSK-3B se utiliza a una concentraciéon de
aproximadamente 100nM a aproximadamente 100uM. Alternativamente, el inhibidor de la actividad enzimatica GSK-
3B se utiliza a una concentraciéon de aproximadamente 1uM a aproximadamente 10uM. Alternativamente, el inhibidor
de la actividad enzimatica GSK-3B se utiliza a una concentracién de aproximadamente 10uM.

El inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B es:
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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,

Compuesto 4a
Las células adecuadas para el tratamiento segin los métodos de la presente invencion

Las células pluripotentes, adecuadas para uso en la presente invencion 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 realizacion, las células pluripotentes son las células madre embrionarias. En una realizacién alternativa, las
células pluripotentes son las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados de células madre
embrionarias. En una realizacion, las células madre embrionarias son humanas.
Aislamiento, expansion y cultivo de células madre embrionarias humanas
Aislamiento, expansion y cultivo de células madre embrionarias humanas

Caracterizacion de células madre embrionarias: Células madre de embriones humanos pueden expresar uno o mas
de los antigenos embrionarios de etapa especifica (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 diferenciacion de células madre
embrionarias humanas en los resultados in vitro en la pérdida de expresion SSEA-4, Tra- 1-60, y Tra-1-81 (si esta
presente) y expresion incrementada de SSEA-1. Las células madre embrionarias humanas no diferenciadas tienen
tipicamente actividad de fosfatasa de alcalina, que se puede detectar mediante la fijacion de las células con
paraformaldehido 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 tipicamente
Oct-4 y TERT, segun lo detectado por RT-PCR.

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 inyeccion de células en ratones
SCID, fijando los teratomas que se forman usando 4% de paraformaldehido, y después de examinarlos
histolégicamente para la evidencia de tipos de células de las tres capas germinales. Alternativamente, la
pluripotencia se puede determinar mediante la creacion de cuerpos embrioides y la evaluacion de los cuerpos
embrioides para la presencia de marcadores asociados con las tres capas germinales.

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

Fuentes de células madre embrionarias humanas: Tipos de células madre embrionarias humanas que se pueden
usar incluyen lineas de células embrionarias humanas derivadas de tejido formadas después de la gestacion,
incluyendo el tejido pre-embrionario (tales como, por ejemplo, un blastocito), tejido embrionario o tejido fetal tomado
en cualquier momento durante la gestacion, por lo general, pero no necesariamente antes de aproximadamente 10-
12 semanas de gestacion. Los ejemplos no limitantes son lineas de células madre embrionarias humanas o células
germinales embrionarias humanas, tales como, por ejemplo las lineas de células madre embrionarias humanas H1,
H7 y H9 (WiCell). También se contempla el uso de las composiciones de la presente divulgacion durante el
establecimiento inicial o estabilizacion de tales células, en cuyo caso las células de origen serian células
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pluripotentes primarias tomadas directamente de los tejidos de origen. También son adecuadas las células tomadas
de una poblacién de células madre pluripotentes ya cultivadas en ausencia de células alimentadoras. También son
adecuadas lineas mutantes humanas de células madre embrionarias, tales como, por ejemplo, BGO1v (BresaGen,
Athens, GA).

En una realizacion, las células madre embrionarias humanas se prepararon como se describe por Thomson et al.
(Patente de Estados Unidos N° 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 realizacién, las células madre embrionarias humanas se
cultivan en un sistema de cultivo que esta esencialmente libre de células alimentadoras, pero no obstante apoya la
proliferaciéon de células madre embrionarias humanas, sin someterse a la diferenciaciéon sustancial. El crecimiento de
las células madre embrionarias humanas en cultivo libre de alimentador sin diferenciacion 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 diferenciacion se apoya usando un medio
quimicamente definido.

En una realizacion 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 esta esencialmente libre de células alimentadoras, pero no obstante
apoya la proliferacion de células madre embrionarias humanas, sin someterse a la diferenciacion sustancial.

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

Un ejemplo de un medio quimicamente definido adecuado para su uso en la presente invencién 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 n°® 11965092; medio de Knockout Dulbecco modificado de Eagle (KO
DMEM), Gibco n° 10829018; medio de base DMEM de Ham F12/50%; L-glutamina 200 mM, Gibco n° 15039027;
solucion de aminoacidos no esenciales, Gibco 11140-050; B-mercaptoetanol, Sigma n° M7522; factor humano
recombinante de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), Gibco n° 13256-029.

En una realizacion, las células madre embrionarias humanas se cultivan en placas sobre un sustrato de cultivo
adecuado que es tratado antes del tratamiento de acuerdo con los métodos de la presente invencion. En una
realizacion, 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 adhesién. En una
realizacion, un sustrato del cultivo adecuado es Matrigel® (Becton Dickenson). Matrigel® es una preparacion soluble
a partir de células tumorales Engelbreth-Holm-Swarm que los geles a temperatura ambiente para formar una
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, heparan sulfato, y similares, solos o en varias
combinaciones.

Las células madre embrionarias humanas se sembraron en el sustrato en una distribucion adecuada y en presencia
de un medio que promueve la supervivencia celular, propagacion, y la retencion de las caracteristicas deseables.
Todas estas caracteristicas se benefician de una cuidadosa atencién a la distribucion de la siembra y se pueden
determinar facilmente por un experto en la técnica.

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

En una realizacion, 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,

b. Diferenciacion de las células madre embrionarias humanas en células que expresan marcadores
caracteristicos de las células endodérmicas definitivas, y

c. Extraccién 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 proteina o una matriz extracelular antes de
cultivar las células.
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En una realizacion, 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

b. La extraccion 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 proteina o una matriz extracelular.

Cultivo de células en condiciones hipoxicas en un sustrato de cultivo de tejidos que no esta pretratado con
una proteina o una matriz extracelular

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

En una realizacion, la condicion hipoxica es de aproximadamente 1% O; a aproximadamente 20% O». En una forma
de realizacion alternativa, la condicién hipdxica es de aproximadamente 2% O; a aproximadamente 10% O-. En una
forma de realizacion alternativa, la condicion hipoxica es de aproximadamente 3% O».

Las células se pueden cultivar, bajo condiciones de hipoxia en un sustrato de cultivo de tejidos que no es tratado
previamente con una proteina o una matriz extracelular, en medio que contiene suero, activina A, y un ligando de
Whnt. Alternativamente, el medio puede contener también IGF-1.

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

La activina A se puede usar a una concentracion de aproximadamente 1pg/ml a aproximadamente 100ug/ml. En una
realizacion alternativa, la concentracion puede ser de aproximadamente 1pg/ml a aproximadamente 1 uyg/ml. En otra
realizacion alternativa, la concentracion puede ser de aproximadamente ml de 1pg/ml sobre 100ng/ml. En otra
realizacion alternativa, la concentracion puede ser de aproximadamente 50ng/ml a aproximadamente 100ng/ml. En
otra realizacion alternativa, la concentracion puede ser de aproximadamente 100ng/ml.

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

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

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

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

Las células que expresan marcadores de pluripotencia derivados por los métodos de la presente invencion 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.

Diferenciacion adicional de las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje definitivo
endodérmico

Las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo pueden estar diferenciadas en
células que expresan marcadores caracteristicos del linaje pancreatico endodérmico por cualquier método en la
técnica.

Por ejemplo, las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo se pueden
diferenciar en células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico de pancreas de acuerdo con
los métodos descritos en D'Amour et al., Nature Biotechnology 24, 1392 1401 (2006).
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Por ejemplo, las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo se diferencian
ademas en células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico, tratando las células
que expresan marcadores caracteristicos 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 acido retinoico, un factor de
crecimiento de fibroblastos y KAADciclopamina. Un ejemplo de este método se describe en D' Amour et al., Nature
Biotechnology, 24: 13921401, (2006).

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

Diferenciacion adicional de las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje pancreatico
endodérmico

Las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico pueden ser diferenciadas
en células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico por cualquier método en la
técnica.

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

Los marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico se seleccionan del grupo que consiste en NGN-3,
NeuroD, Islote-1, Pdx-1, NKX6.1, Pax-4, y PTF1 alfa. En una realizacion, una célula endocrina pancreatica es capaz
de expresar al menos una de las siguientes hormonas: insulina, glucagén, somatostatina y polipéptido pancreatico.
Adecuada para uso en la presente invencién es una célula que expresa al menos uno de los marcadores
caracteristicos del linaje endocrino pancreatico. En un aspecto de la presente invencion, una célula que expresa
marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico es una célula endocrina pancreatica. La célula endocrina
pancreatica puede ser una célula que expresa hormona pancreatica. Alternativamente, la célula endocrina
pancreatica puede ser una célula de la hormona secretora pancreatica.

En un aspecto de la presente invencién, la célula endocrina pancreatica es una célula que expresa marcadores
caracteristicos del linaje de células . Una célula que expresa marcadores caracteristicos del linaje de células 3
expresa Pdx-1 y al menos uno de los siguientes factores de transcripcion: NGN-3, NKX2.2, NKX6.11, NeuroD, Isl-1,
HNF-3 beta, MAFA, Pax4 y Pax6. En un aspecto de la presente invencion, una célula que expresa marcadores
caracteristicos del linaje de células 8 es una célula (.

La deteccion de las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo

La formacion de células que expresan marcadores caracteristicos 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 diferenciacion de
células pluripotentes se detecta cuando las células comienzan a expresarlas.

La eficiencia de la diferenciacion se puede determinar mediante la exposicion de una poblaciéon celular tratada a un
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce especificamente un marcador de proteina expresada por células que
expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo.

Los métodos para evaluar la expresion de proteinas y marcadores de acido nucleico en células cultivadas o aisladas
son estandares en la técnica. Estos incluyen la reaccion cuantitativa en cadena de | polimerasa inversa (RT-PCR),
transferencias Northern, hibridacién in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et
al., Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el analisis inmunohistoquimico de material
seccionado, Western Blot, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, el analisis de citometria 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 Utiles para la deteccion de ciertos marcadores de proteinas se enumeran en la Tabla
IA. Cabe sefalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los
anticuerpos listados en la Tabla IA estan disponibles, o se pueden desarrollar facilmente. Tales anticuerpos
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresion de marcadores en las células aisladas de acuerdo
con la presente invencion.

Por ejemplo, caracteristicas de las células madre pluripotentes son bien conocidas para los expertos en la técnica, y
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las caracteristicas adicionales de las células madre pluripotentes contintan identificandose. Marcadores de células
madre pluripotentes incluyen, por ejemplo, la expresion de uno o mas 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 invencion, las células diferenciadas se
pueden purificar mediante la exposicién de una poblacion celular tratada con un agente (tal como un anticuerpo) que
reconoce especificamente un marcador de proteina, tal como CXCR4, expresado por las células que expresan
marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo.

La deteccion de las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico

Los marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico son bien conocidos para los expertos en la
técnica, y los marcadores adicionales caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico contintan identificandose.
Estos marcadores se pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invencion se
han diferenciado para adquirir las propiedades caracteristicas del linaje endodérmico pancreatico. Marcadores
especificos de linaje pancreatico endodérmico incluyen la expresién de uno o mas factores de transcripcion tales
como, por ejemplo, HIxB9, PTFla, Pdx1, HNF-6, HNFIbeta.

La eficiencia de la diferenciacion se puede determinar mediante la exposicion de una poblacion celular tratada a un
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce especificamente un marcador de proteina expresada por células que
expresan marcadores caracteristicos del linaje endodérmico pancreatico.

Los métodos para evaluar la expresion de proteinas y marcadores de acido nucleico en células cultivadas o aisladas
son estandares en la técnica. Estos incluyen la reaccién cuantitativa en cadena de la polimerasa inversa (RT-PCR),
transferencias Northern, hibridaciéon in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et
al., Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el analisis inmunohistoquimico de material
seccionada, transferencia de Western, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, analisis de
citometria 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 Utiles para la deteccion de ciertos marcadores de proteinas se enumeran en la Tabla
IA. Cabe sefalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los
anticuerpos listados en la Tabla IA estan disponibles, o se pueden desarrollar facilmente. Tales anticuerpos
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresion de marcadores en las células aisladas de acuerdo
con la presente invencion.

La deteccion de las células que expresan marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico

Marcadores caracteristicos de las células del linaje endocrino pancreatico son bien conocidos para los expertos en la
técnica, y los marcadores adicionales caracteristicos del linaje endocrino pancreatico contindan identificandose.
Estos marcadores se pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invencion se
han diferenciado para adquirir las propiedades caracteristicas del linaje endocrino pancreatico. Marcadores
especificos de linaje endocrino pancreatico incluyen la expresion de uno o mas factores de transcripcion tales como,
por ejemplo, NGN-3, NeuroD, Islote-1.

Marcadores caracteristicos de las células del linaje de células 8 son bien conocidos para los expertos en la técnica, y
los marcadores adicionales caracteristicos del linaje de células B contindan identificandose. Estos marcadores se
pueden usar para confirmar que las células tratadas de acuerdo con la presente invencion se han diferenciado para
adquirir las propiedades caracteristicas del linaje de células 3. Caracteristicas especificas de linaje de células 3
incluyen la expresion de uno o mas factores de transcripcion tales como, por ejemplo, Pdx1 (gene de homeobox
pancreatico y duodenal 1), Nkx2.2, Nkx6.1, Isl1, Pax6, Pax-4, NeuroD, Hnflb, Hnf-6, Hnf-3beta y AFP, entre otros.
Estos factores de transcripcién estan bien establecidos en la técnica para la identificaciéon de células endocrinas.
Véase, por ejemplo, Edlund (Nature Reviews Genetics 3: 524-632 (2002)).

La eficiencia de la diferenciacion se puede determinar mediante la exposicion de una poblaciéon celular tratada a un
agente (tal como un anticuerpo) que reconoce especificamente un marcador de proteina expresada por células que
expresan marcadores caracteristicos del linaje endocrino pancreatico.

Alternativamente, la eficiencia de diferenciaciéon puede ser determinada por la exposicién de una poblaciéon de
células tratada a un agente (tal como un anticuerpo) que reconoce especificamente un marcador de proteina
expresado por células que expresan marcadores caracteristicos del linaje de células £.

Los métodos para evaluar la expresion de proteinas y marcadores de acido nucleico en células cultivadas o aisladas
son estandares en la técnica. Estos incluyen la reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa inversa (RT-PCR),
transferencias Northern, hibridacién in situ (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et
al., Eds. 2001 suplemento)), y los inmunoensayos, tales como el analisis inmunohistoquimico de material
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seccionado, Western Blot, y para los marcadores que son accesibles en células intactas, el andlisis de citometria 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 Utiles para la deteccion de ciertos marcadores de proteinas se enumeran en la Tabla
IA. Cabe sefalar que los anticuerpos alternativos dirigidos a los mismos marcadores que son reconocidos por los
anticuerpos listados en la Tabla IA estan disponibles, o se pueden desarrollar facilmente. Tales anticuerpos
alternativos también pueden emplearse para evaluar la expresion de marcadores en las células aisladas de acuerdo
con la presente invencion.

La presente invencion se ilustra adicionalmente, pero no se limita por los siguientes ejemplos.
Ejemplo de referencia 1
Cultivo de células madre embrionarias humanas

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
autorenovacion, progenitores de no renovacion y células diferenciadas terminalmente. Las células madre también se
caracterizan por su capacidad para diferenciarse in vifro en células funcionales de diversos linajes celulares de
multiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), asi como para dar lugar a tejidos de multiples
capas germinales después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoria, si no todos, los tejidos
después de la inyeccion en blastocistos.

Las lineas de células madre embrionarias humanas H1, H7 y H9 se obtuvieron de WiCell Research Institute, Inc.,
(Madison, WI) y se cultivaron segun las instrucciones proporcionadas por el instituto de origen. Brevemente, las
células se cultivaron en células de alimentacion de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) en medio de células ES
que consisten en DMEM/F12 (Invitrogen/GIBCO) suplementado con sustitucion de suero de knockout 20%, 100 nM
MEM aminoacidos no esenciales, 0,5 mM beta-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina con 4ng/ml de factor de
crecimiento de fibroblastos humano basico (bFGF) (todos de Invitrogen/GIBCO). Células MEF, derivadas de E13 a
13,5 embriones de ratén, 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 aminoacidos no esenciales. Los cultivos
de células MEF subconfluentes se trataron con 10ug/ml de mitomicina C (Sigma, St. Louis, MO) durante 3h para
detener la division celular, a continuacion, se tripsinizaron y se sembraron en placas a 2x10%*/cm? en 0,1% placas
revestidas de gelatina bovina. Las células MEF de paso a través de dos de cuatro fueron utilizadas como capas de
alimentacion. Las células madre embrionarias recubiertas de capas alimentadoras de células MEF se cultivaron a
37°C en una atmosfera de 5% COo/dentro de un incubador de cultivo de tejidos humidificado. Cuando confluentes
(aproximadamente 5-7 dias 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 resuspendi6 y
se volvié a sembrar en una relacion 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 dilucion 1:30 de factor de crecimiento reducido MATRIGEL™ (BD Biosciences) y se cultivaron en medios
condicionados por MEF suplementados con 8 ng/ml de bFGF. Las células cultivadas en MATRIGEL™ se pasaron
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% O).

Ejemplo de referencia 2

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

Las células de las lineas de células madre embrionarias humanas H1 y H9 varios pasajes (Pasaje 30-54) se
cultivaron en condiciones de hipoxia (aproximadamente 3% O-) 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-3a
(Catalogo n° 1324WN002, R&D Systems, MN), y 100 ng/ml Activina-A (R&D Systems, MN) durante dos dias seguido
de tratamiento con medios DMEM/F12 suplementados con FBS al 2% y 100 ng/ml Activina-A (AA) por un periodo
adicional de 3 a 4 dias. Este protocolo resulté en la regulacién positiva significativa de los marcadores endodérmicos
definitivos.

Las células se trataron entonces con solucién TrypLE™ Express (Invitrogen, CA) durante 5 minutos. Las células
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liberadas se resuspendieron en medio DMEM-F12 + 2% de FBS, se recuperd por centrifugacion, y se contaron
usando un hemocitometro. Las células liberadas se sembraron a 1000-10.000 células/cm? 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
estandar. Los matraces TCPS no se recubrieron con MATRIGEL u otras proteinas de la matriz extracelular. El medio
se cambid diariamente. En algunos cultivos, el medio se suplementé adicionalmente con 10-50 ng/ml de IGF-I (factor
de crecimiento de insulina | 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 complementé adicionalmente con
0,1 mM mercaptoctanol (Invitrogen, CA) y aminoacidos no esenciales (IX, NEAA de Invitrogen, CA).

Después de 5 a 15 dias de cultivo, las colonias de células distintas aparecian rodeadas por un gran nimero de
células agrandadas que parecen estar en senescencia. En aproximadamente 50 a 60% de confluencia, los cultivos
se pasaron por la exposicion a solucion TrypLE™ Express para 5 minutos a temperatura ambiente. Las células
liberadas se resuspendieron en DMEM-F12 + 2% medio FBS, recuperado por centrifugacion, y se sembraron a
10.000 células/cm? en matraces tratados con poliestireno de cultivo de tejidos (TCP5) en DMEM-F12 + 2% de FBS +
100 ng/ml activina-A + 20 ng/ml de WNT-3A +/- 50 ng/ml de IGF-I. Este medio se denominara en adelante el "medio
de cultivo".

Ejemplo de referencia 3

Derivacion de células que expresan marcadores de pluripotencia a partir de una suspension de células
individuales de las células madre embrionarias humanas

Las células lineas de células madre embrionarias humanas H1 P33 y H9 P45 se cultivaron en condiciones de
hipoxia (aproximadamente 3% O) durante al menos tres pasajes. Las células se cultivaron en MEF-CM
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 solucion TrypLE™
Express (Invitrogen, CA) durante 5 minutos. Las células liberadas se resuspendieron en DMEM-F12 + medio FBS al
2%, se recuperd por centrifugacion, y se contaron usando un hemocitometro. Las células liberadas se sembraron a
1.000 a 10.000 células/cm? en matraces tratados de poliestireno de cultivo tisular (TCPS) y se cultivaron en DM-F12
+ 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 aminoacidos no esenciales (1X, NEAA de Invitrogen, CA) en condiciones hipdxicas (aproximadamente 3% O,) a 37
°C en incubadora de cultivo de tejidos estandar. Los matraces TCPS no se recubrieron con MATRIGEL u otras
proteinas de la matriz extracelular. EI medio se cambidé diariamente. Las primeras células de paso se conocen como
P1.

Ejemplo de referencia 3b

Varios medios de crecimiento util para la expansion de células que expresan marcadores de pluripotencia
derivados de células madre embrionarias humanas

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/ml AA 20 ng/ml WNT-3A

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
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-I
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)

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

Ejemplo de referencia 4

Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-38 en la viabilidad de células que expresan
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marcadores de pluripotencia

La derivacion y mantenimiento de las células que expresan los fabricantes de pluripotencia se llevd 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/ml Activina A, 20 ng/ml Wnt-3a, y 50 ng/ml de IGF (R&D Biosystems). Las células se sembraron
a una densidad de 10.000 células/cm? en matraces de poliestireno Falcon y se cultivaron en cultivo en monocapa a
37°C, 5% de CO.. bajo oxigeno. Después de alcanzar 60-70% de confluencia, las células se pasaron por lavado de
la monocapa con PBS e incubacion con TrypLE (Invitrogen) durante 35 minutos para permitir la separacion y la
dispersion de células individuales.

El cribado se llevo a cabo utilizando los compuestos de ensayo de una biblioteca patentada de moléculas pequerias
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
claro, de pocillo oscuro (Costar). Esta densidad de siembra se determind previamente para producir la formacion de
monocapa Optima en cultivo durante la noche. Al dia siguiente, se eliminé el medio de cultivo, las monocapas de
células se lavaron tres veces con PBS, y se afiadieron los compuestos de ensayo a los pocillos en alicuotas de 80ul,
cada una diluida en medio de ensayo a una concentracion de ensayo final de 10uM. En el dia 2 del ensayo, el medio
se retir6 de cada pocillo y se reemplazé con una alicuota fresca de compuestos de ensayo diluidos en medio de
ensayo. El medio de ensayo en los dias 1y 2 de cultivo consisti6 en DMEM:F12 suplementado con 0,5% de FCS y
100ng/ml de Activina A. En los dias 3 y 4 de cultivo, el medio se retir6 de cada pocillo y se reemplazé con
DMEM:F12 suplementado con 2% de FCS y 100ng/ml de Activina A (sin compuesto de ensayo). En el dia 4 de
ensayo, se afiadié 15ul 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 optica a 490 nm en un instrumento SpectraMax (Molecular Devices). Se
calcularon medidas estadisticas que constan de media, desviacion estandar y coeficiente de variacion para cada
conjunto duplicado. La toxicidad se calcula para cada pocillo de ensayo con relaciéon a un control positivo (pocillos
tratados con Activina A y Wnt3a en los dias 1 y 2 del cultivo).

La Tabla Il es una recopilaciéon de todos los resultados de la prueba. Las células que expresan marcadores de
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 periodo de cultivo de cuatro dias. Los resultados se
expresan como porcentaje de viabilidad de control, y demuestran la toxicidad variable para algunos compuestos a la
concentracion de cribado de 10uM utilizada. Una mayor proporcién de los compuestos tienen toxicidad minima o no
mensurable en este ensayo a base de células.

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

Ejemplo de referencia 5

Efectos de los inhibidores de la actividad enzimatica GSK-38 en la diferenciacion y proliferacion de células
madre embrionarias humanas determinadas utilizando un ensayo de cribado de alto contenido

Se llevd a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (linea H9) como se describié en el
Ejemplo de referencia 1. Las colonias de células en un estado indiferenciado, pluripotente con el paso en promedio
cada cuatro dias. El paso se realiz6 mediante la exposicion de cultivos de células a una solucién 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. Las agrupaciones se dejan sedimentar por gravedad, seguido de lavado para eliminar
la colagenasa residual. grupos de células se dividieron en una relacién 1: 3 para el cultivo de mantenimiento de
rutina o una relacion 1: 1 para el ensayo inmediato. Las lineas de células madre embrionarias humanas utilizadas se
mantuvieron a numeros de pasos de menos de paso 50 y se evallan rutinariamente para fenotipo cariotipico normal
y ausencia de contaminacion por micoplasma.

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 voliumenes de
100ul/pocillo. El medio acondicionado MEF suplementado con bFGF 8ng/ml se utilizd para el revestimiento y la
recuperacion inicial. La alimentacion diaria se llevé a cabo mediante la aspiracion de medio de cultivo gastado de
cada pocillo y la sustitucién con un volumen igual de medio fresco. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO; en
una caja humidificada durante la duracion del ensayo.

El cribado se llevo a cabo utilizando los compuestos de ensayo de una biblioteca patentada de moléculas pequeias

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 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 aspiracion de medio de cultivo de cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar
los factores de crecimiento residuales y suero. Volumenes de ensayo de 80 a 100 pl por pocillo se afiadieron 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) mas un compuesto de ensayo 10uM. Los pocillos de control positivos contenian el
mismo medio de base, sustituyendo 10-20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems) para el compuesto de ensayo. Pocillos de
control negativo contenian 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 dia 2 de ensayo. En los dias 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 o
Whnt-3a); pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2% vy la
Activina A (sélo 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 paraformaldehido 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
minutos a temperatura ambiente. Alternativamente, las células se fijaron con hielo frio 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 fijacion y permeabilizacion, 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
1: 100 en suero de pollo al 4% y se afadieron a las células durante una hora a temperatura ambiente. Anticuerpo
secundario conjugado Alexa Fluor 488 (IgG anti-cabra de pollo; Molecular Probes) se diluyé 1: 200 en PBS y se
afnadié después de lavar las células tres veces con PBS. Para contratefiir los nucleos, se afiadié 5 mM Drag5 (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.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la 51008bs dicroico para
las células tefiidas con Drag5 y Alexa Fluor 488. Tiempos de exposicion fueron optimizados utilizando pocillos de
control positivos y pozos con secundario sélo 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 tincion. Los
numeros 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 determiné la segmentacion para los nucleos sobre la
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamafo nuclear. Promedios y
desviaciones estandar se calcularon para repeticiones. La expresion de proteina total se informé 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 aceptacion 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 desviacion estandar para cada conjunto de réplica.

La Tabla IV es un resumen representativo de todos los resultados de deteccion. 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 ndmero significativo de compuestos inducen una respuesta proliferativa en este ensayo. En paralelo, un
numero significativo de compuestos induce la diferenciacion en este ensayo, tal como se mide por la expresion de la
proteina de factores de transcripcion Sox17 y Hnf-3b.

Ejemplo de referencia 6

Efectos de inhibidores de la actividad enzimatica GSK-3 en la proliferacion de células madre embrionarias
humanas determinadas usando un ensayo de lector de placas

Se llevo a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (lineas 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 dias. El paso se realizé mediante la exposicién de cultivos de células a una solucién
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 proporcion de 1: 3 de area de monocapa para cultivo de rutina o
una proporcion 1: 1 para el ensayo inmediato. Las lineas de células madre embrionarias humanas utilizadas para
estos ejemplos se mantuvieron a niumeros de paso de menos de 50 y se evaltaron rutinariamente para fenotipo
cariotipico normal, asi como ausencia de contaminacién 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
volimenes de 100 pl/pocillo. Medio acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF) se utilizé para el
revestimiento y la recuperacion inicial. La alimentacion diaria se llevé a cabo mediante la aspiracion de medio de
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cultivo gastado de cada pocillo y la sustitucién con un volumen igual de medio fresco. Las placas se mantuvieron a
37°C en una caja humidificada, 5% de CO- durante la duracién del ensayo.

Los ensayos de cribado primario se iniciaron mediante la aspiracion de medio de cultivo de cada pocillo, seguido de
tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero. Volimenes de ensayo de 80-100pl
por pocillo se afiadieron 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 10uM. los pocillos de control
positivos contenian el mismo medio de sustitucion de 10-20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems). Pocillos de control
negativos contenian medio de base con 0,5% de FCS sin activina A o Wnt-3a. Los compuestos de cribado se
ensayaron por ftriplicado. Los pocillos se aspiraron y se alimentaron de nuevo con soluciones idénticas en el dia 2 del
ensayo. En los dias 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 excepcion de los pocillos de control negativos que se mantuvieron
en medio base de DMEM:F12 con 2% de FCS .

En el dia 4 de ensayo, se afiadié 15-20ul de MTS (Promega) a cada pocillo y las placas se incubaron a 37°C durante
1,5 a 4 horas. Lecturas densitométricas en OD490 se determinaron usando un lector de placas espectrofotémetro de
Molecular Devices. Lecturas medias para series de replicacion se calcularon junto con la desviacion y el coeficiente
de variacién. Pocillos experimentales se compararon con el control positivo de Activina A/WnNt3A para calcular un
valor de control de por ciento como una medida de la proliferacion.

La Tabla VI es un resumen representativo de todos los resultados de deteccion. La Tabla VIl es una lista de los
éxitos de esta prueba de deteccion. 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 numero significativo de compuestos inducen una respuesta proliferativa en
este ensayo.

Ejemplo de referencia 7

Efectos de inhibidores de enzima GSK-3B en la diferenciacion y proliferacion de células madre embrionarias
humanas: Titulacién de dosis de compuestos principales

Era importante confirmar la actividad de resultados identificados a partir de cribado primario y analizar aun mas la
gama de la actividad por titulacion 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 confirmacion secundarios para evaluar los efectos sobre las células madre embrionarias
humanas.

Se llevé 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 plastico de
poliestireno recubierto de Matrigel™ (Invitrogen), usando una dilucién 1:30 de Matrigel™ en DMEM:F12 para recubrir
la superficie. Las células se dividieron por el paso enzimatico cada cuatro dias en promedio. El paso se realizé
mediante la exposicién de monocapas de células a una solucidn 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 relacion 1: 3 para el cultivo de mantenimiento o una relacion 1:1 para el
ensayo subsiguiente. Las lineas 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 contaminacion por micoplasma.

Preparacion de células para ensayo: Agrupaciones celulares de las lineas celulares H1 o H9 madre embrionarias
humanas utilizadas en el ensayo se volvieron a suspender uniformemente en medio de cultivo y se colocaron en
Packard VIEWPLATES de 96 pocillos revestido de MATRIGEL™ (PerkinElmer) en volumenes de 100ul/pocillo.
Medio acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF se utilizé para la siembra inicial y la expansion. La
alimentacién diaria se llevd a cabo mediante la aspiracion de medio de cultivo gastado de cada pocillo y la
sustitucién con un volumen igual de medio fresco. Se permitié que los cultivos se expandieran uno a tres dias
después de la siembra antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO, en una caja
humidificada durante la duracién del ensayo.

Preparacion de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de resultados que resultan del cribado primario se
utilizé 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 -20°C hasta su
uso. Inmediatamente antes del ensayo, las acciones de compuestos se diluyeron 1: 1000 para obtener el compuesto
de prueba 10uM en medio de base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de FCS (Hyclone) y 100ng/mi
de activina A (R&D Biosystems). Esta se diluyé adicionalmente dos veces en serie para hacer una curva de dilucion
de siete puntos para cada compuesto, también en medio de base DMEM:F12 con 0,5% de FCS y 100ng/ml de
Activina A.
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Ensayo de cribado secundario: El ensayo se inicié6 mediante la aspiracion 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.
Volumenes de ensayo de 100yl por pocillo se afiadieron de nuevo que contenia 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 contenian el mismo medio de base con 0,5% de FCS y con 20ng/ml Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia
de compuesto de ensayo. Los pocillos de control negativo contenian 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 dia 2 de ensayo. En los
dias 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
negativo paralelos se mantuvieron en los dias 3 y 4 en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%.

Evaluacion 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 paraformaldehido a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavé tres veces mas con
PBS, y luego se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la
fijaciéon y permeabilizacion, 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 afiadio a las células durante
una hora a temperatura ambiente. anticuerpo secundario conjugado por Alexa Fluor 488 (IgG anti-cabra de pollo;
Molecular Probes) se diluyé 1: 200 en PBS y se afiadié a cada pocillo después de lavar las células tres veces con
PBS. Para contratefiir los nucleos, 2ug/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) se afiadié durante diez minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y se dejaron en 100 pl/pocillo de PBS para visualizaron.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando dicroico 51008bs para las
células tefiidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposicion fueron optimizados usando pocillos
de control positivo y pocillos tefiidos con anticuerpo secundario solo como un control negativo sin tratar. Imagenes
de 15 campos por pocillo fueron adquiridos para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos
de tratamiento y de tincion. Se obtuvieron mediciones para el nimero total de células y la intensidad total de Sox-17
para cada pocillo utilizando software IN Cell Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determiné la segmentacion
para los nucleos sobre la base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamafio nuclear.
Promedios y desviaciones estandar se calcularon para cada conjunto de datos de replicados. La expresion de
proteinas total Sox17 se informé 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 aceptacion 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
control positivo Wnt-3a/Activina A. Los datos normalizados se calcularon para las medias y las desviaciones
estandar para cada conjunto de duplicados.

Resultados

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de la enzima GSK-3b donde se confirmé la actividad y la potencia
se determind por valoracién en este ensayo secundario. Los datos presentados muestran los efectos del compuesto
sobre el nimero de células e intensidad de Sox-17 donde respectivos puntos de datos se promediaron a partir de un
conjunto duplicado y extraido para cada parametro de los campos y pozos idénticos. En este ejemplo, la expresion
de Sox-17 es indicativa de la diferenciacién endodérmica definitiva. Los resultados para el nimero de células y la
intensidad de Sox17, respectivamente, utilizando la linea de células madre embrionarias humanas H1 se muestran
en las Tablas VIl y IX. Resultados para la linea 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 numero de células y la intensidad de
Sox17. los valores de control negativo eran menos que 0,388 para el numero de células y menos que 0,065 para la
intensidad de Sox17 con ambas lineas celulares. Una representacion grafica de estos datos, comparando ambas
lineas 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 nimero 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 proliferacion celular hES y la
diferenciacién endodérmica definitiva e identificar un intervalo 6ptimo de actividad.

Ejemplo de referencia 8

Efectos de inhibidores de enzima GSK-33 sobre la expresion de marcadores adicionales asociados con
endodermo definitivo

Era importante demostrar que los compuestos principales también podrian inducir otros marcadores indicativos de
diferenciacion endodérmica definitiva, ademas del factor de transcripcion Sox17. Un subconjunto seleccionado de
los resultados se examinoé por su capacidad para promover la expresion de CXCR4, una proteina receptora de la
superficie, y HNF-3 beta, un factor de transcripcion también asociado a la diferenciacion endodérmica definitiva.

Preparacion de células para el ensayo: agrupaciones celulares de las lineas 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 MATRIGEL™ (dilucion 1:30) en volimenes de 2 ml/pocillo.
Medio acondicionado MEF suplementado con 8 ng/ml de bFGF fue utilizado para la siembra inicial y la expansion.
La alimentacion diaria se llevd a cabo mediante la aspiracion de medio de cultivo gastado de cada pocillo y la
sustitucién con un volumen igual de medio fresco. Se permiti6 que los cultivos se expandieran uno a tres dias
después del revestimiento antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO- durante la
duracion del ensayo.

Preparacion de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de siete resultados resultantes de cribado primario
se uso para el estudio de seguimiento y ensayos secundarios posteriores. Los compuestos puros se solubilizaron
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 concentracion final que oscila entre 1uM y 5uM en medio de
base DMEM:F12 (Invitrogen) suplementado con 0,5% de FCS (HyClone) y 100ng/ml de Activina A (R&D
Biosystems).

Ensayo: El ensayo se inicid mediante la aspiracion 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. Volimenes de ensayo
de 2ml por pocillo se afadieron de nuevo que contenia 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 contenian el mismo
medio de base y 0,5% de FCS con 100ng/ml de activina A y 20ng/ml de Wnt3a (R&D Biosystems) en ausencia de
compuesto de ensayo. Los pocillos de control negativo contenian 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 dia 2 de ensayo. En los dias 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 Wnt3a. Los pocillos de control negativo
paralelos se mantuvieron en los dias 3 y 4 en Medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%.

Evaluacion del ensayo: Al final del cultivo, las monocapas de células se lavaron con PBS y se cosecha a partir de
placas de cultivo por incubacién de 5 minutos con solucion TrypLE™ Express (Invitrogen, CA). Las células se
resuspendieron en medio acondicionado MEF y se dividié en dos muestras iguales. Un conjunto de muestras se tifid
adicionalmente con diversos anticuerpos marcados con fluorescencia y se sometié a analisis citométrico de flujo
(FACS). Un segundo conjunto paralelo de muestras se sometié a PCR cuantitativa.

Las células para el analisis de FACS se lavaron en PBS y se bloquearon durante 15 minutos a 4°C en 0. 125% de
gammaglobulina humana (Sigma cat n°® G-4386) diluida en tampo6n de tincion PBS y BD FACS. Las alicuotas de
células (aproximadamente 10° células cada una) se tifieron 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 n° FAB173A). Tras una serie de lavados en tampén de
tincion BD FACS, las células se tifieron 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
de isotipo 1gG+1k de raton tanto para PE como para APC se utilizaron para separar secuencialmente células de
porcentaje positivo.

Las células para la PCR cuantitativa se procesaron para extraccion de ARN, purificacion, y la sintesis a ADNc. Las
muestras de ARN se purificaron mediante la unién a una membrana de gel de silice (Rneasy Mini Kit, Qiagen, CA)
en presencia de un tampon que contiene etanol, alta en sal seguido de lavado para eliminar los contaminantes. El
ARN se purificé adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO (Ambion, Inc.), y el ARN de alta calidad se eluyé
en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante lecturas de A260 y A280 en un espectrofotémetro.
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).

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos para amplificacion y cuantificacion de PCR en tiempo real
fueron adquiridos de ABI. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron usando el sistema de detecciéon de
secuencias ABT PRISM 7900. TAQMAN UNIVERSAL PCR MASTER MIX (ABI, CA) se utilizé6 con 20 ng de ARN
inversamente transcrita en un volumen total de reaccion de 20 yl. Cada muestra de ADNc se realizé 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 expresidon de cada gen diana se normalizé usando control endégeno 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).

Después de una incubacion 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 desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, seguido de una
etapa de hibridacién/extensién a 60°C para 1 min. El analisis de datos se realiz6 utilizando el software GENEAMP
7000 Sequence Detection System. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor Ct se determind como el ciclo en
el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzé un valor especifico en el medio de la regidon exponencial de
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amplificacion. los niveles de expresion génica relativa se calcularon utilizando el método comparativo Ct.
Brevemente, para cada muestra de ADNCc, el valor de control enddgeno Ct se restoé del gen de interés Ct para dar el
valor delta Ct (ACt). La cantidad normalizada de objetivo se calcul6 como 2-ACt, suponiendo amplificacion para ser
de eficiencia al 100%. Los datos finales se expresaron en relacion a una muestra del calibrador.

Resultados

La Figura 9 muestra el analisis 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
1uM y 5uM, se muestran con relacién a una poblacion sin tratar de células (control negativo) o células tratadas con
activina A y Wnt3 (control positivo). La Figura 10 paneles a, b, y ¢ muestran datos de PCR en tiempo real para
CXCR4, Sox17, y HNF3beta, que también se considera que son marcadores endodérmicos definitivos. Tanto
analisis 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 expresion de estos
marcadores endodérmicos definitivos fueron equivalentes en algunos casos con el control positivo, lo que demuestra
que un inhibidor de GSK-3 puede sustituir por Wnt3a en esta etapa de diferenciacion.

Ejemplo de referencia 9
Efectos de inhibidores de enzima GSK-3f en la formacion del endodermo pancreatico

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3B durante la induccién de endodermo
definitivo no impidié la diferenciacion subsiguiente de otros tipos de células, tales como endodermo pancreatico, por
ejemplo. Un subconjunto seleccionado de los resultados se examind por su capacidad para promover la expresion
de PDX1 y HNF6, factores de transcripcion clave asociados con endodermo pancreatico.

Se llevo a cabo el mantenimiento de células madre embrionarias humanas (lineas 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 dias. El paso se realizé mediante la exposicién de cultivos de células a una solucion
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. Las agrupaciones se dejan sedimentar por gravedad, seguido de lavado
para eliminar la colagenasa residual. Grupos de células se dividieron en una relacion 1: 3 para el cultivo de
mantenimiento de rutina o una relacién 1: 1 para el ensayo subsiguiente. Las lineas de célula madre embrionaria
humana utilizadas se mantuvieron a menos que el paso 50 y se evallan de forma rutinaria para el fenotipo de
cariotipo normal y ausencia de contaminacién por micoplasma.

Preparacion de células de ensayo: Agrupaciones celulares de la linea 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 MATRIGEL™ (1:30 dilucion) (pocillo negro; Arctic White) en volimenes de 1 mi/pocillo. Medio
acondicionado MEF suplementado con 8ng/ml de bFGF se utilizé para la siembra inicial y la expansion. En un
segundo experimento, grupos de células hES de la linea H9 se sembraron en placas de 96 pocillos en capas de
alimentador embrionario de raton (MEF), previamente inactivadas por tratamiento con mitomicina C (Sigma Chemical
Co). El medio de cultivo para las células hES en monocapas MEF consistia en DMEM:F12 con 20% Knockout
Serum Replacer (Invitrogen) suplementado con aminoacidos esenciales minimos (Invitrogen), L-glutamina, y 2-
mercaptoetanol. La alimentacion diaria se llevd a cabo mediante la aspiracion de medio de cultivo gastado de cada
pocillo y la sustitucién con un volumen igual de medio fresco. Se permitié que los cultivos se expandieran uno a tres
dias después de la siembra antes de iniciar el ensayo. Las placas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO- durante la
duracion del ensayo.

Preparacion de compuestos y medio de ensayo: Un subconjunto de ocho resultados resultantes de cribado primario
se uso 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 concentracion final que oscila entre 1uM y 5uM en medio de
base con aditivos.

Ensayo: En este ensayo, los inhibidores de GSK3 se incluyeron sélo en los dias 1y 2 de la etapa de diferenciacion
endodérmica definitiva, sustituyendo para Wnt3a. Se iniciaron cultivos de células madre embrionarias en
MATRIGEL™ como se describe en los Ejemplos de Referencia 7 y 8 anteriormente mediante la aspiracion 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 diferenciacion de endodermo definitivo, los volimenes de ensayo
(0,5 ml por pocillo para placas de 24 pocillos, 100 ul por pocillo para placas de 96 pocillos) se afiadieron 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 contenian 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 contenian 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
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compuesto de prueba o soluciones de control en el dia 2 de ensayo. En los dias 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 dias 3 y 4
en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%. Para la diferenciacion de endodermo pancreatico, las células fueron
tratadas durante tres dias, la alimentacion diaria con medio de base DMEM:F12 que contiene FCS al 2% con 0,25
MM KAAD ciclopamina (EMD Biosciences) y 20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las células se trataron después
durante un periodo adicional de cuatro dias, la alimentacién diaria con DMEM:F12 que contenia 1% de B27
(Invitrogen), 0,25 uM KAAD ciclopamina, 2 uyM de acido 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.

Cultivos paralelos de células embrionarias humanas H9 fueron cultivados en capas alimentadoras MEF, y
diferenciados a endodermo pancreatico. La diferenciacion endodérmica definitiva se consiguio cultivando las células
en medio que consistia en RPMI-1640 (Invitrogen) que no contenia suero en el dia 1y 0,2% de FCS en los dias 2y
3 junto con diferentes concentraciones de compuestos inhibidores y 100 ng/ml de activina A. Pocillos de control
positivo contenian 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 contenian 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 dia 2 de
ensayo. En el dia 3, todos los pocillos de ensayo se aspiraron y se alimentaron con RPMI 1640 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 el dia 3 en medio de base RPMI-1640 con FCS al 2%. Las células se
diferencian en endodermo pancreatico mediante el tratamiento de las células durante cuatro dias, la alimentacion
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 dias de
duracién, la alimentacion diaria con RPMI-1640 que contiene 1% de B27 (Invitrogen), 0,25 mM KAAD de
ciclopamina, 2 mM de acido 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.

Evaluaciéon de ensayo. Al final de la diferenciacion, las células se examinaron como se describe en el Ejemplo de
referencia 8 para la expresion génica mediante PCR en tiempo real. Para una alta tincion de fluorescencia de
contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con PBS luego se fijaron con 4% de
paraformaldehido a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces mas con PBS, y después se
permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la fijacion y
permeabilizacion, las células se lavaron de nuevo tres veces con PBS y se bloquearon con 4% de suero de pollo
(Invitrogen) en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo primario (Pdx-1 antihumano de cabra;
Santa Cruz) se diluyé 1: 100 en 4% de suero de pollo y se afiadi6 a las células durante dos horas a temperatura
ambiente. Alexa Fluor 488 de anticuerpo secundario conjugado (IgG anti-cabra de pollo; Molecular Probes) se diluyé
1: 200 en PBS y se afiadi6é a cada pocillo después de lavar las células tres veces con PBS. Para contratefiir los
nucleos, se afadié 2 pg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se
lavaron una vez con PBS y se dejaron en 100 pg/pocillo de PBS para visualizacion.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la dicroico 51008bs para
las células tefiidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposiciéon fueron optimizados usando
pocillos de control positivo y pozos tefiidos con anticuerpo secundario solo. Las imagenes de 15 campos por pocillo
fueron adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tincion.
Se obtuvieron mediciones para numero total de células y la intensidad total de Pdx-1 para cada pocillo utilizando
software IN CELL Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determiné la segmentacion para los nucleos sobre la
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamafo nuclear. Promedios y
desviaciones estandar se calcularon para cada conjunto de datos replicado. La expresion de proteina total Pdx-1 se
informoé como intensidad total o intensidad integrada, definida como la fluorescencia total de la célula por el area de
la células. Los antecedentes fueron eliminados en base a criterios de aceptacion 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 estandar para cada conjunto de duplicados.

Las células para la PCR cuantitativa se lisaron en tampon RLT (Qiagen) y luego se procesaron para extraccion de
ARN, purificacion, y la sintesis a ADNc. Las muestras de ARN se purificaron mediante la unién a una membrana de
gel de silice (RNeasy Mini Kit, Qiagen, CA) en presencia de un tampdn que contiene etanol, de alta sal seguido de
lavado para eliminar los contaminantes. EI ARN se purificé adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO
(Ambion, Inc.), y luego el ARN de alta calidad se eluy6 en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante
lecturas de A260 y A280 en un espectrofotometro. 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 amplificacion y cuantificacion de PCR en tiempo real
fueron adquiridos de ABI. Reacciones en tiempo real de PCR se realizaron usando el sistema de deteccién de
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secuencias ABI PRISM 7900. TAQMAN UNIVERSAL PCR MASTER MIX se utilizé con 20 ng de ARN transcrita a la
inversa en un volumen total de reaccion de 20 pl. Cada muestra de ADNc se realizé 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 expresion de cada gen diana se normaliz6 usando un control enddégeno de deshidrogenasa
gliceraldehido-3-fosfato humana (GAPDH) previamente desarrollada por ABI. El cebador y conjuntos de sonda se
enumeran del siguiente modo: PDX1 (Hs00236830_ml), GAPDH (4310884E), y HNF6 (Hs00413554_ml).

Después de una incubacion 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 desnaturalizaciéon a 95°C durante 15 segundos seguido
por una etapa de recocido/extensién a 60°C para 1 min. El andlisis de datos se realizé utilizando el software de
sistema de deteccion de secuencias GENEAMPO7000. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor Ct se
determiné como el ciclo en el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzé un valor especifico en el medio de la
region exponencial de amplificacion. Niveles de expresion génica relativa se calcularon usando el método
comparativo Ct. Brevemente, para cada muestra de ADNc, el valor Ct de control endégeno se restd del gen de
interés Ct para dar el valor Ct delta (ACt). La cantidad normalizada de diana se calcul6 como 2-ACt, suponiendo
amplificacion para ser de eficiencia de 100%. Los datos finales se expresaron en relacion a una muestra del
calibrador.

Resultados

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de enzima GSK-3. Los datos presentados en la Figura 11 de
analisis de alto contenido muestran efectos en el numero de células (panel A) e intensidad de Pdx1 (panel B) para la
linea celular H1 hES, donde se promediaron respectivos puntos de datos a partir de un conjunto de muestras por
duplicado y extraidos para cada parametro 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 pequefas sobre la expresion inducida de
dos factores de transcripcion, Pdx-1 y HNF6. En estos ejemplos, expresion de Pdx-1 y Hnf-6 son indicativos de
diferenciacion endodérmica pancreatica. Los compuestos de inhibidor GSK-3 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 pancreatico durante las etapas secuenciales posteriores de la diferenciacion.

Ejemplo de referencia 10
Efectos de inhibidores de enzima GSK-3f sobre la formacion de células pancreaticas endocrinas

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3 durante la induccién de endodermo definitivo
no impidié la diferenciacion subsiguiente de otros tipos de células, tales como células endocrinas pancreaticas, o
células productoras de insulina, por ejemplo. Un subconjunto selecto de resultados fue examinado por su capacidad
para promover la expresion de las hormonas pancreaticas.

Preparacion de células para el ensayo: Las células del endodermo pancreatico obtenidas de acuerdo con los
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 pancreaticas.

Se inici6 el ensayo para cultivos de la linea de embriones humanos H1 de células madre en MATRIGEL™ como se
describio en los Ejemplos de Referencia 7 - 9 anteriormente por medio de cultivo de aspiracion de monocapas de
células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero.
Para la diferenciacion de endodermo definitivo, los volimenes de ensayo (0,5 ml por pocillo para placas de 24
pocillos, 100 yl por pocillo para placas de 96 pocillos) se afiadieron 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
control positivo contenian 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 contenian 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 dia
2 de ensayo. En los dias 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 de activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a.
Pocillos de control negativo paralelos se mantuvieron en los dias 3, 4 y 5 en medio de base DMEM:F12 con FCS al
2%. Para la diferenciacién de endodermo pancreatico, las células fueron tratadas durante tres dias, la alimentacion
diaria con medio de base DMEM:F12 que contiene FCS al 2% con 0,25 yM KAAD ciclopamina (EMD Biosciences) y
20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las células se trataron a continuacion durante cuatro dias, la alimentacion diaria
con DMEM:F12 que contenia 1% de B27 (Invitrogen), 0,25 uM KAAD ciclopamina, 2 uM &cido 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 formacion de
endodermo pancreatico, las células se trataron adicionalmente durante seis dias de duracion, la alimentacién diaria
con medio de base DMEM:F12 que contenia 1% de B27 con 1 yM DAPT (inhibidor de secretasa gamma: EMD
Biosciences) y 50 ng/ml de exendina 4 (Sigma-Aldrich). Las células se trataron entonces para otra duracion de tres
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dias, la alimentacion diaria con medio de base DMEM:F12 que contenia 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.

Evaluacién de ensayo. Al final del cultivo, las células se trataron como en los Ejemplos de Referencia 7 y 8
anteriormente para su evaluacion por analisis de alto contenido o PCR en tiempo real.

Para una tincién de fluorescencia de alto contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con
PBS luego se fijaron con 4% de paraformaldehido a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces
mas con PBS, y después se permeabilizaron con 0,5% Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de la fijacion y permeabilizacion, 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 diluy6 1:
500 en el 4% de suero de cabra y se afiadid a las células durante una hora a temperatura ambiente. Las células se
lavaron tres veces con PBS y después se tifieron 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 contratefir los nucleos, se afadié
2ug/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con
PBS y se dejaron en 100 pl/pocillo de PBS para visualizacion.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando el dicroico 51008bs para
las células tefiidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. Los tiempos de exposiciéon fueron optimizados usando
pocillos de control positivo y pocillos tefiildos con anticuerpo secundario solo. Las imagenes de 15 campos por pocillo
fueron adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tincion.
Se obtuvieron mediciones para niumero total de células y la intensidad total de insulina para cada pocillo utilizando
software IN Cell Developer Toolbox 1.7 (GE Healthcare). Se determiné la segmentacion para los nucleos sobre la
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamafo nuclear. Promedios y
desviaciones estandar se calcularon para cada conjunto de datos replicados. La expresion de proteina total de
insulina se informé 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 aceptacion de los rangos
de escala de grises entre 300 a 3000. Los datos de intensidad total 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 estandar para cada conjunto triplicado.

Las células para la PCR cuantitativa se lisaron en tampon RLT (Qiagen) y luego se procesaron para extraccion de
ARN, purificacion, y sintesis a ADNc. Las muestras de ARN se purificaron mediante la unién a una membrana de gel
de silice (RNeasy Mini Kit, Qiagen, CA) en presencia de un tampdn que contiene etanol alto en sal seguido de
lavado para eliminar los contaminantes. EI ARN se purificé adicionalmente usando un kit libre de ADN TURBO
(Ambion, NC), y ARN de alta calidad se eluyd en agua. El rendimiento y la pureza se evaluaron mediante lecturas de
A260 y A280 en un espectrofotdmetro. 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.

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos para amplificacion y cuantificacion de PCR en tiempo real
fueron adquiridos de ABI. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron usando el sistema de deteccion de
secuencias ABT PRISM® 7900. TAQMAN® UNIVERSAL PCR MASTER MIX® (ABI, CA) se utilizé con 20 ng de
ARN ftranscrita inversa en un volumen total de reaccién de 20 ul. Cada muestra de ADNc se realizé por duplicado
para corregir los errores de pipeteo. Los cebadores y sondas TAQMAN® etiquetadas por FAM se utilizaron a
concentraciones de 200 nM. El nivel de expresion de cada gen diana se normalizé usando un control endégeno 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).

Después de una incubacion 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 desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, seguido de una
etapa de hibridacién/extension a 60°C durante 1 min. El analisis de datos se realizé utilizando el software de sistema
de deteccion de secuencias GENEAMP®7000. Para cada conjunto de cebador/sonda, un valor C; se determind
como el niumero de ciclo en el cual la intensidad de la fluorescencia alcanzé un valor especifico en el medio de la
region exponencial de amplificacion. Los niveles de expresion génica relativa se calcularon utilizando el método C;
comparativo. Brevemente, para cada muestra a ADNc, el valor de control C; de control endégeno se restd del gen de
interés C; para dar el valor C; delta (ACy). La cantidad normalizada de diana se calculé como 2%, suponiendo que la
amplificacion sea eficiente al 100%. Los datos finales se expresaron en relacion a una muestra del calibrador.

Resultados
Los resultados se muestran para ocho inhibidores de enzima GSK-3B. Los datos presentados en la Figura 13 de la

analisis de alto contenido muestran los efectos del compuesto de contenido en el numero de células (panel A) y la
intensidad de insulina (panel B) para la linea celular H1 hES donde los respectivos puntos de datos se promediaron
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a partir de un conjunto por triplicado y extraido para cada parametro 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-1y la insulina.
En estos ejemplos, Pdx1 y la expresion de insulina son indicativos de diferenciacion endodérmica pancreatica y la
generacion de células positivas hormonales. Los compuestos inhibidores de G5K3[ selectivos en estos ensayos
pueden sustituir Wnt3a durante las primeras etapas de compromiso de linaje celular y pueden inducir y mantener la
formacién de células pancreaticas beta durante las etapas secuenciales posteriores de diferenciacién, como se
desprende tanto de inmunotincion de insulina y PCR en tiempo real.

Ejemplo de referencia 11

Efectos aditivos de inhibidores de la enzima GSK-3f sobre la formacién de células endocrinas
pancreaticas

Era importante demostrar que el tratamiento con inhibidores de GSK-3B podria mejorar la diferenciacion de las
células pancreaticas beta si se afiade durante mlultiples fases de compromiso de destino celular. Un subconjunto
seleccionado de resultados se puso a prueba mediante la adicién temporizada secuencial para mejorar la expresion
de insulina asociada con células positivas hormonales pancreaticas.

Preparacion de células para el ensayo. Preparacion de células para el ensayo. Células del endodermo pancreatico
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 pancreaticas.

Se inici6 ensayo para cultivos de la linea de células madre embrionarias humanas en MATRIGEL™ como se
describe en los Ejemplos de Referencia 7 - 9 anteriormente por medio de cultivo de aspiraciéon de monocapas de
células en cada pocillo, seguido de tres lavados en PBS para eliminar los factores de crecimiento residuales y suero.
Para la diferenciacion de endodermo definitivo, se afiadieron los volimenes de prueba (100 pl 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 contenian 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 contenian 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 dia 2 de ensayo. En los dias 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 de
Activina A en ausencia tanto de compuesto de ensayo como Wnt3a. Pocillos de control negativo paralelos se
mantuvieron en los dias 3, 4 y 5 en medio de base DMEM:F12 con FCS al 2%. Para la diferenciacion de endodermo
pancreatico, las células fueron tratadas durante tres dias, la alimentacion diaria con medio de base DMEM:F12 que
contiene FCS al 2% con 0,25 uM KAAD de ciclopamina (EMD Biosciences) y 20 ng/ml FGF7 (R&D Biosystems). Las
células se trataron a continuacién durante cuatro dias, la alimentacién diaria con DMEM:F12 que contenia 1% de
B27 (Invitrogen), 0,25 yM KAAD de ciclopamina, 2 pM de acido 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 o0 1% de B27 y
sin cualesquiera otros aditivos. Después de la formacion de endodermo pancreatico, las células se trataron
adicionalmente durante seis dias de duracion, la alimentacién de dias que alternan con medio de base DMEM:F12
que contenia 1% de B27 con 1 yM DAPT (inhibidor de secretasa gamma: EMD Biosciences) y 50 ng/ml de exendina
4 (Sigma-Aldrich) y 1 uyM TGFbeta R1 inhibidor Il (inhibidor ALKS; EMD Biosciences). Durante este periodo de seis
dias, los inhibidores de GSK3p se afiadieron de nuevo a los respectivos pocillos, utilizando la misma concentracién
que el tratamiento previo a la iniciaciéon de la diferenciacién. Las células se trataron entonces para otra duraciéon de
tres dias, la alimentacion de dias que alternan con medio de base DMEM:F12 que contenia 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 uM de TGF-beta R1
inhibidor Il (inhibidor de ALK5; EMD Biosciences). Durante este periodo de tres dias, los inhibidores de G5K313 se
afiadieron de nuevo a los respectivos pocillos, utilizando la misma concentraciéon que el tratamiento previo a la
iniciacion de la diferenciacion. 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.

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

Para una tincién de fluorescencia de alto contenido, las células en placas de 96 pocillos se lavaron dos veces con
PBS luego se fijaron con 4% de paraformaldehido a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron tres veces
mas con PBS, y después se permeabilizaron con 0,5% de Triton X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de la fijacion y permeabilizacion, 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 diluy6 1: 500 en
4% de suero de cabra y se afiadié a las células durante una hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron

23



10

15

20

25

30

ES 2624713 T3

tres veces con PBS y después se tifieron 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 contratefiir los nucleos, se afiadié 2ug/mil
Hoechst 33342 (Invitrogen) durante diez minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron una vez con PBS y
se dejaron en 100 pl/pocillo de PBS para visualizacion.

Las células se visualizaron usando un IN CELL Analyzer 1000 (GE Healthcare) utilizando la dicroico 51008bs para
las células tenidas con Hoechst 33342 y Alexa Fluor 488. tiempos de exposicion fueron optimizados usando pocillos
de control positivo y pocillos tefiidos con anticuerpo secundario solo. Las imagenes de 15 campos por pocillo fueron
adquiridas para compensar cualquier pérdida de células durante los procedimientos de tratamiento y tincion. Se
obtuvieron mediciones para el nimero total de células y la intensidad total de insulina para cada pocillo utilizando
software IN Cell Developer Toolbox 1,7 (GE Healthcare). Se determind la segmentacion para los nucleos sobre la
base de los niveles de escala de grises (rango de referencia 100-300) y el tamafo nuclear. Promedios y
desviaciones estandar se calcularon para cada conjunto de datos replicado. La expresion de proteina total de
insulina se informé 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 aceptacion de los rangos
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 estandar para cada conjunto triplicado.

Resultados

Los resultados se muestran para ocho inhibidores de la enzima GSK-3B. Los datos presentados en la Figura 15 de
analisis de alto contenido muestran los efectos del compuesto en el nimero de células (panel A) y la intensidad de
insulina (panel B) para la linea celular H1 hES, donde se promediaron respectivos puntos de datos de un conjunto
por triplicado y extraidos para cada parametro de los campos y pocillos idénticos. En este ejemplo, la expresion de
insulina es indicativa de la diferenciacion de células pancreaticas positivas hormonales. Los compuestos inhibidores
de GSK-3p selectivos en estos ensayos pueden sustituir para Wnt3a durante las primeras etapas de compromiso de
linaje celular y, cuando se afiaden en etapas posteriores de la diferenciacion, parecen promover una mayor
expresion de insulina en relaciéon con una muestra de control positivo.

Tabla IA: Lista de los anticuerpos primarios utilizados para FACS y analisis de inmunotincion.

Anticuerpo Proveedor Isotipo Clon
SSEA-1 Chemicon (CA) IgM de raton MC-480
SSEA-3 Chemicon (CA) IgG3 de raton MC-631
SSEA-4 Chemicon (CA) IgM de rata MC-813-70
TRA 1-60 Chemicon (CA) IgM de raton TRA 1-60
TRA 1-81 Chemicon (CA) IgM de raton TRA 1-81
TRA 1-85 Chemicon (CA) IgG1 de raton TRA 1-85
AP R&D Systems IgG1 de raton B4-78
HNF3 R&D Systems IgG de cabra
PDX1 Santa Cruz IgG de cabra A-17

Biotechnology,
INC
GATA-4 R&D Systems IgG de cabra
Sox 17 R&D Systems IgG de cabra
CDh9 BD IgG1 de raton M-L13
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Tabla Ib: Lista de anticuerpos conjugados secundarios utilizados para FACS y analisis de inmunotincion.

Anticuerpo conjugado Proveedor Diluciéon
secundario

IgG APC anti-raton de cabra Jackson ImmunoResearch : 200
conjugado (PA)

IgG PE anti-ratén de cabra Jackson : 200
conjugado ImmunoResearch (PA)

PE anti-conejo de burro o - Jackson ImmunoResearch 1200
APC conjugado (PA)

PE anti-cabra de burro o - Jackson ImmunoResearch 1200
APC conjugado (PA)

IgM PE anti-raton de cabra SouthemBiotech (AL) 1200
IgM PE anti-rata de cabra SouthemBiotcch (AL) : 200
IgG3 PE anti-raton de cabra SouthemBiotech (AL) : 200
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Tabla II: Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la viabilidad de las células que expresan
marcadores de pluripotencia.

Datos an brulo
[duplicado)

UNJS226780 | 0.785 0.7 0.788| 0.00382 0.43 94.0

Promedia 5.0 I% cv % Contral

UNJ10179026 0.148 0152 0.150(0.00247| 1.6 4.8
INJ17154215 0427 0462 0444/0.02496| 56 46.0
INJ17205055 0.643 0638 0641/000368| 057 735
UNJ180125 | 0.762 07620 0.762(0.00007| 0.01 904
UNJ18157646( 0.850 0.824) 0837001824 218 101.0
UNJ19370026( 0.911 0.884) 0898001881 2101 1095
UNJ195673401 0.723 0743 0.733(0.01421| 1.94] 864
(NJ /830433 | 0.161 0.186 0.165| 0.00559| 3.3 6.9
JNJ10179130f 0.767 0789 0778/ 0.01556| 2. 926
INJ17154215 0512 0555 0533 0.03048 5.7 8.4
LUNJ17205055 0.282 0293 0288000792 2.7 241
UNJ18014061) 0.764 0723 0.743/0.02892| 3.8 87.9
LUNJ18157698 0.853 0.858 0.855/0.00382( 045 1035
UNJ193762401 0.832 0837 0834000361 043 1006

INJ19567405 0.726 0725 0.725/0.00042| 0.0 853
UNJBTOG646 | 0.132 0137 0134000368 274 26
UNJ101825621 0.797 0.79% 0.795/0.00346| 044 951
UNJIT157659 0.776 0787 0782/ 000792 1.01] 932
LINJ1 72059

0.164 0148 0156001131 7.24] 56
0475 0383 0429006548 1526 438
0.823 0774 0798 0.03444| 431 9586
0.781 0729 0.755/0.03649| 4.8 895
0.143 0.149 0.146(0.00396| 2.7 4.2
0.716 0.7 0.716/0.00014| 0.0 841
0804 0802 0803000148 01 96.2

INJ1801407
LINJ181576
NJ1938604
UNJ19573541
UNJET 10481
LINJ1018258.

UNJ1T1630420 0.900 0.87 0.888|0.01626| 1.83 1082
UNJT7226703 0.824 0799 0812001725 21 a7.4
LINJ180183 0.744 0.819 0.781|0.05261 6.7 93.2
UNJ18157711] 0.952 0.96 0.959)0.00933| 097 1181

LN 194108 05952 0.919 0.935 0.02277 2.4 1148
UNJ19574867 0.776 077 07771000042 0.0 925
UNJBT10481 | 0.691 0.61 0.654|0.05254| 8.0 75.4

0.162 0134 0.1480.02022| 136 4.5
0.791 0608 0.700(0.12947| 185 81.8
0153 0129 0141/001676| 11.87] 35
0.731 0.58 0.658) 010317 | 156 75.9

LINJ101846
UNJ1016656
LINJ1T79821
LINJ18018351

[DMSC 0.789 0.7001 0.744/0.06279| 8.44| 880
LUINJ19410859 0.909 0675 0.792|0.16546| 20.8 94.7
UNJ19574880 0.164 0151 0157/0.00926| 5.8 5.8

UNJ10148307] 0.706 0672 0689 0.02404| 349 839
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JNJ10222784) 0.641 0.601| 0.621/0.02878| 4.63] 73.7
UNJ17174664) 0.882 0.748/ 0.815]0.09504 | 11.66] 102.5
JNJ17989049| 0.822 0.802) 0.812] 0.01400 1.72] 1021
JNJ18047991| 0.777 0.764) 0.771)0.00919 1.19] 959
DMSO 0.798 0.771] 0.785/0.01916| 2.44| 98.0
JNJ19410872 0.791 0.789] 0.790]0.00134| 0.17] 98.7
JNJ20948798) 0.628 0.640, 0.634|0.00806 1.27) 756
JNJ10164830] 0.149 0.135 0.142)0.00969| 6.81 2.7
JNJ10222927) 0.803 0.782] 0.792| 0.01492 1.88] 991
JNJ17187027) 0.125 0.129] 0.127)0.00318| 2.51 04
UNJ17994873] 0.315 0.542] 0.428/0.15995| 37.34] 452
UJNJ18055726] 0.820 0.748| 0.784]|0.05091 6.49( 979
JNJ18157711] 0.154 0.165 0.160]0.00806| 5.05 53
JNJ19558929] 0.737 0.730] 0.734]|0.00481 0.66( 904
JNJ21192730] 0.659 0.647] 0.653|0.00813 1.25| 785
JNJ10164895] 0.165 0.154] 0.159|0.00785| 4.93 5.2
JNJ10231273] 0.637 0.554] 0.595/0.06876| 9.87] 69.9
JNJ17187053] 0.684 0.588| 0.636|0.06809| 10.71] 76.0
JNJ17994899] 0.750 0.624| 0.687]0.08945| 13.02] 83.5
JNJ18077800] 0.678 0.618] 0.648/0.04285| 6.61] 77.8
JNJ19363357) 0.777 0.667] 0.7220.07757| 10.74] 88.7
DMSO 0.799 0.649] 0.724/0.10564| 14.59| 89.0
JNJ21194667) 0.648 0.625 0.636|0.01662| 2.61] 76.0
JNJ10172058] 0.601 0.620] 0.611/0.01308| 214 722
JNJ10259847] 0.695 0.702] 0.698|0.00552| 0.79] 85.2
JNJ17193774) 0.568 0.709] 0.639]0.09956| 15.59] 76.4
UNJ17994912) 0.623 0.765] 0.694|0.10041| 14.46| 84.6
JNJ18157074) 0.758 0.762] 0.760]0.00297| 0.39] 94.3
JNJ19369233] 0.487 0.434| 0.461]0.03769| 8.18] 49.9
JNJ19567314] 0.690 0.686/ 0.688|0.00262| 0.38] 83.7
UNJ21196227] 0.535 0.550; 0.543|0.01089| 2.01] 62.1
JNJ10178727] 0.743 0.638] 0.691/0.07446| 10.78] 84.1
JNJ10259847) 0.694 0.603] 0.649]0.06449| 90.94 77.8
JNJ17200976] 0.160 0.186/ 0.173]0.01824| 10.56 7.2
JNJ17994925] 0.662 0.566| 0.614/0.06788| 11.05 72.7
JNJ18157087) 0.600 0.514] 0.557]0.06102| 10.96] 64.2
UJNJ19369246] 0.685 0.524| 0.605|0.11427| 18.90, 71.3
JNJ19567327) 0.731 0.525 0.628|0.14552| 23.18] 74.7
JNJ24843611] 0.715 0.596] 0.655|0.08436| 12.87] 78.8
UNJ24843611] 0.592 0.572] 0.582]0.01393| 2.39] 70.0
JNJ25758785] 0.614 0.611] 0.613]0.00177| 0.29] 746
UJNJ26064571] 0.766 0.849] 0.807|0.05869| 7.27] 104.3
JNJ26130403] 0.830 0.813] 0.822|0.01195 1.45 106.5
JNJ26170794) 0.727 0.730] 0.728/0.00198| 0.27] 92.2
UNJ26241774) 0.713 0.836] 0.774/0.08733| 11.28] 99.3
JNJ26367991] 0.726 0.719] 0.722]0.00523| 0.72] 91.3
JNJ26483310] 0.646 0.681] 0.663|0.02510| 3.78] 824
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JNJ24326185) 0651 0.649 0650000120, 019 803
JNJ25758850| 0.642 0.622 0632 0.01407| 223 775
JNJ26067626) 0.843 0672 0.758/0.12009] 15.97] 967
JNJ26134771| 0.734 0.815 0.774/0.05728| 7.40f 993
JUNJ26170820( 0.823 0.743) 0.783/0.05699| 7.28 100.6
JINJ26241917] 0.871 0.874] 0872/ 0.00219| 025 1142
JINJ26714220| 0.652 0.642 0.647,0.00721 1.12) 798
JINJ26483223| 0.617 0.633 0625001174 188 765
JINJ24843572| 0.657 0.655 0.656/0.00134| 0.20] 81.2
JNJ25758863| 0684 0.809 0.746,0.08803| 11.80] 95.0
JNJ26067652( 0.901 0.735) 0818/ 0.11731| 14.34] 106.0
JUNJ26150202| 0.791 0.768 0.779 0.01591 2.04) 10041
JNJ26170833| 0.948 0.764] 0.856/0.12982| 1517} 111.7
JNJ26243204| 0.821 0.608] 0.714{0.15033| 21.05 901
JNJ26399906| 0.745 0.685 0.715/0.04243| 594 90.2
JUNJ26483236| 0.624 0.618 0621000417 067 76.0
JNJ24843585| 0.652 0.624] 0.638/0.01916| 3.00] 785
JINJ25873419| 0.773 0.6620 0.718/0.07792| 10.86] 90.6
JNJ26069901| 0.856 0.834] 0.845 0.01570f 186 1101
JNJ26153647| 0.828 0.800; 0.814/0.02008| 247 1054
JINJ26177086| 0.821 0.841] 0.831 0.01421 1.71 108.0
JNJ26247143| 0.816 0.787 0.802 0.02072| 2.58] 1035
JNJZ26309006| 0.744 0.737] 0.741,0.00453| 0.61] 941
JNJ26483249| 0.699 0.679 0.689 0.01464| 212 863
JUNJ256753520| 0.186 0.208 0.197,0.01541 7.83) 113
JNJ25887537| 0.665 0.699 0.682 0.02432| 3.57] 852
JUNJ26077883| 0.810 0.683 0.746/0.09030| 12.10] 95.0
JINJ26158015| 0.141 0.1620 0.1561/0.01506] 9.95 43
DMSO 0.784 0605 0695 012671] 18.25 87.1
JINJ26248729 0.726 0.590] 0658 0.09624| 1463 815
JNJ26399945 0.635 0.620 0.628/0.01068| 1.70] 769
JNJ26483249 0.697 0.695 0.696{0.00113| 0.16f 873
JNJ256753403| 0.154 0.153 0.154/0.000421 028, 4.5
JNJ25900641| 0.616 0.645 0.630,0.02072| 3.29] 821
JNJ22791671 0.909 0.830; 0869 0.05614| 646 121.0
JNJ26158054| 0.150 0.150; 0.150/0.000281 019 3.9
JINJ26177762) 0.981 1.056; 1.018/0.05303| 521 1453
JNJ26261105| 0.166 0.189 0.177,0.01626f 919 83
JNJ26399971| 0.718 0.451 0.584/0.18887| 32.34] 7456
JINJ26483262| 0.652 0.647] 06498 0.00380| 060 852
JINJ25757173 0503 0529 0516/0.01860] 3.61] 635
JNJ25900654| 0603 0.609 0606 000424 070 781
JUNJ26116922( 0.856 0.793; 0.824/0.04419| 536] 113.7
JNJ26893438( 0.883 0.848 0.866/0.02503| 289 1205
JUNJ26184457| 0.779 0.784] 0.7810.00368| 047 106.7
JUNJ26361712| 0.892 0.914] 0.903| 6.01591 1.76] 126.6
JNJ26399084| 0.544 0.537] 0.540[0.00460| 085 675
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JNJ28511901 0.532 0.682] 0.607|0.10543| 17.37] 783
JNJ25757173) 0.665 0.645 0.655/0.01400| 2.14) 86.1
JNJ25900706] 0.676 0.677) 0.677/0.00035| 0.05 897
JNJ26120601; 0.935 0.807] 0.871 0.09115| 1047 1213
JNJ26158093 0.916 0.859 0.887|0.03981 4.49] 1240
JNJ26219050; 0.207 0.891 0899 0.01124| 1.25 1259
JUNJ26361725] 0.909 0.896] 0.902 0.00019] 1.02 1264
JNJ26399997] 0.682 0.797] 0.740/0.08118| 10.98] 99.9
INJ26511927) 0.679 0.644] 0.661 0.02510| 3.80] 87.2
INJ25757238 0.300 0.223] 0.261)0.05452| 20.88] 220
UNJ26047723 0.183 0.175 0179 0.00573| 3200 86
JNJ26120614) 0.741 0.728] 0.734/0.00884 | 1.20 99.1
JNJ26158106) 0.935 0.906) 0.921] 0.02051 2.23] 1294
JUNJ26219063 0.131 0.128] 0.129/0.00212| 164 05
JNJ26366730( 0.138 0.137] 0.138/0.00092| 0.67 1.9
UNJ26400049 0.241 0.227] 0.234/0.01032| 441 176
JINJ26941226] 0.604 0.639 0622 0.02475| 3.98 807
IJNJ25758707 0.247 0.182F 0215 0.04617| 21521 144
JNJ260549120 0.659 0.634) 0.647/0.01718| 266 84.8
INJ26128726] 0.758 0.575 0.667|0.12961| 19.44 881
UNJ26161343; 0.166 0.170; 0.168 0.00276| 164 6.9
INJ26220454] 0.651 0.559] 0.605/0.06541| 10.81 78.0
JNJ26367991; 0.803 0.694] 0.748 0.07693| 10.28] 101.3
JUNJ26483197 0.823 0.634] 0.728/0.13378| 18.37] 98.1
JNJ26511953] 0.624 0.618] 0.621]0.00431 0.69] 806
RWJ351001 | 0.639 0.603] 0.621/0.02553f 4.11 736
RWJ382867 | 0.143 0.149 0.146/0.00403| 276/ 29
RWJ682205 | 0.817 0.818 0.818]0.00071 0.09] 1028
RWJ665862 | 0.742 0752 0.747/0.00679| 091 922
RWJ670804 | 0.856 0.905 0.881/0.03479| 3.95 1121
RWJ673829 | 0.650 0.576] 0.613/0.056268| 859 724
RWJ675260 | 0.768 0.724] 0.746/0.03097| 4.15f 922
RWJ675946 | 0.556 0.549 0.553/0.00637| 0.97] 634
RWJ351958 | 0.227 02427 0.2350.01103| 4.70 161
RWJ395477 | 0.634 0.663 0.649/0.02044| 315 77.7
RwWJ447228 | 0.141 0.128; 0.135/0.00919| 6.83 13
RWJ666167 | 0.847 0.832] 0.840/0.01110| 1.32] 106.0
RWJ670908 | 0.803 0.845 0.824/0.02098| 3.64 103.7
RWJ673830 | 0.860 0.860; 0860 0.00035| 0.04f 1091
RWJ675261 | 0.528 0.497] 0.513/0.02227| 4.34, 575
RWJ675948 | 0.683 0.688 0.686/0.00332| 0.48] 83.1
RWJ447228 | 0.611 0.628 0.620/0.01202] 1.94 733
RWJ414342 | 0.719 0.749, 0.734/0.02143| 2921 90.3
RWJ553709 | 0.916 0838 0.877/0.05487| 6.26] 111.6
RWJ666168 | 0.771 0.740; 0.755/0.02178| 2.88] 935
RWJ670984 | 0.820 0.852 0.836/0.02305| 2.76] 1055
RWJ674239 | 0971 0913 09421004137 439 1212
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RWJ675430 | 0.839 0.743 0.79110.06746| 853 988
RWJ676061 | 0.562 0527, 0.544/0.02440| 4.48 622
RWJ352190 | 0.678 0.661 0.670;0.01195 1.78] 80.8
RWJ414984 | 0.722 0713 0.717/0.00658| 092 87.9
RWJ659780 | 0.802 0.801] 0.802/0.001067 0.13] 1004
RWJ666205 | 0.854 0.857} 0.855/0.00205f 0.24 1084
RWJ671232 | 0.767 0.798, 0.782/0.02157| 276 975
RWJ674240 | 0.789 0.776] 0.782)0.00870 .11 975
RWJ675266 | 0.720 0.709 0.714/0.007/64| 1.07| 874
RWJ676085 | 0.641 0.618 0.630[0.01619| 257 749
RWJ352244 | 0603 0584 05931001372 231 694
RWJ425264 | 0.135 0.158 0.146/0.01633| 11.18 3.0
RWJ662440 | 0.792 0572 0.682/0.15563| 22.83] 826
RWJ666213 | 0.762 0.593] 0.673;0.11292] 16.79] 812
RWJ672667 | 0.805 0.598, 0.702/0.14644| 20.87| 855
RWJ674241 | 0.599 0.504] 0.552{0.06682] 12.11 63.2
RWJ675366 | 0.714 0.593] 0.654/0.08549| 13.08] 784
RWJ676137 | 0699 0698 0.698/0.00099] 0.14 85.0
RWJ3562628 | 0.690 0.674, 0.682/0.01131 1.66] 833
RWJ425268 | 0616 0.634] 0.625 0.01301 208 748
RW.J663860 | 0.809 0.817, 0.813]/0.00552| 0.68 103.0
RWJ667045 | 0.128 0.133] 0.131]0.00361 276 07
RWJ672932 | 0.821 0811} 0.816]0.00721 0.88 1034
RWJ674320 | 0456 0474 0465001223 263 508
RWJ675369 | 0.762 0.766] 0.764;0.00304] 040 957
RWJ676139 | 0.680 0663 0.671/001195f 1.78| 81.8
RWJ35632568 | 0615 0.635 0.625/0.01400f 224 748
RWJ355923 | 0.681 0.698] 0.689;0.01266 1.84| 845
RW.J664545 | 0.830 0.807] 0.818/0.01584 1.94] 103.8
RWJ667046 | 0.869 0.849] 0.859)0.01442 1.68] 109.9
RWJ672934 | 0.821 0.841 0.83110.01428] 1.72 1057
RWJ674817 | 0.819 0.840, 0.830{0.01485 1.79] 1055
RWJ675430 | 0.795 0793 0.794/0.00078| 0.10 1001
RWJ676431 | 0.640 0.636] 0.638/0.00283| 044 767
RWJ355131 | 0.610 0.628, 0.619/0.01266| 205 739
RWJ425271 | 0.143 0.144) 0.144/0.00035| 0.25 26
RWJ353709 | 0.804 0.903; 0.853{0.07006} 8.20 109.0
RWJ667069 | 0.918 0.854) 0.886/0.04483( 5.06 113.9
RWJ673313 | 0.105 1.080] 0.593]0.68971]116.37| 70.0
RWJ674855 | 0.877 0.860] 0.868/0.01209 1.39] 1113
RWJ675578 | 0.808 0.695 0.75110.07941| 1057 93.8
RWJ676432 | 0.720 0.697] 0.709/0.01648| 233 873
RWJ355923 | 0.636 0.621] 0.629|0.01054 1.68) 754
RWJ425348 | 0.640 0.634] 0637/0.00474| 074 766
RWJ6656436 | 0.833 0.833 0.833/0.00000f 0.00] 106.0
RWJ669182 | 0.887 0.846 0.866/0.029341 3.39] 111.0
RWJ673515 | 0.845 0.877] 0.861/0.02326( 270 1102
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RWJ674855 | 0.794 0.784) 0.789/0.00686| 0.87] 994
RWJ675605 | 0.770 0.786) 0.778/0.01138| 1.46] 97.8
RWJ67657 0.629 0.659 0644/0.02128, 3.30, 77.7
RWJ356205 | 0.584 0.558 0.571]0.01817) 3.18] 66.8
RWJ445224 | 0.707 0679 0.693]0.01987, 287 850
RWJ665588 | 0.727 0578 0.652]0.10536) 16.15] 789
RWJ669327 | 0.742 0.629) 0.685]0.07968, 11.63] 838
DMSO 0.853 0.507] 0.580/0.10310, 17.78] 68.0
RWJEB75104 | 0.722 0.568, 0.645/0.10004| 16.90] 77.9
RWJ675881 | 0.643 0.581] 0.612/0.04384, 7.16] 729
RWJ676639 | 0608 0.580, 0.589/0.01245, 208] 7098
JNJ26511966] 0.597 0.610] 0.603/0.00926; 154 71.2
JINJ26511979) 0687 0.668 0677,0.01336] 197 824
UNJ26512005) 0.840 0.832] 0.836/0.00594 0.71) 1061
JUNJ26533065 0.831 0.822) 0.826/0.00587| 0.71 1047
JINJ26533081] 0.863 0.856] 0.860,0.00509] 059 1097
UNJ26533104) 0.886 0.802] 0.844/0.05954| 7.05 1073
JINJ265331566] 0.763 0.687] 0.720/0.04660] 6.47] 888
UNJ26714181] 0455 0.463] 0459 000587 1.28 496
INJ26714194) 0.668 0.678 0673000764 1131 817
UNJ26714207) 0.181 0.171] 0.176,0.00658| 3.74f 7.2
UNJ26714220] 0832 0.8420 0.837,0.00658| 079 106.3
JINJ26875563] 0.795 0.802) 0.798/0.00445] 0.56] 100.5
JNJ22791671) 0.157 0.140; 0.148]0.01202| 8.11 3.0
JNJ26893438) 0153 0.153 0.153]0.00035| 023 37
UNJ26941226) 0.168 0.154] 0.161/0.00969| 6.024 49
JUNJ28572128] 0.670 0.641] 0.6550.02079, 3177 791
RWJ67694 0.706 0679 0.693/0.01888| 273 847
RWJ676940 | 0.788 0.866] 0.727/0.08627| 11.86] 89.8
RWJ677545 | 0.879 0.785 0.832/0.06640| 7.98] 1056
RWJ678086 | 0.168 0.176 0.172/0.00537| 3.13] 6.6
RWJ680665 | 0.946 0.848 0.897 0.06972| 7.77] 1153
RWJ680667 | 0.187 0.2020 0.194]0.010838, 5.61 8.9
RWJ680668 | 0.906 0.688] 0.797,0.15384| 19.31] 1003
RWJ680669 | 0.715 0.674] 0.694,0.02850| 4.10] 84.9
RWJ680858 | 0.695 0.7000 0.697/0.00339| 049] 853
RWJ680858 | 0.665 0.631] 0.648/0.02369, 3.66] 78.0
RWJ680879 | 0590 0.613] 0.601]0.01655, 275 71.0
RW.J680885 | 0.681 0.687] 0.684/0.00382, 0.56] 833
RWJ680991 | 0.829 0.821] 0.825/ 000530 0.64] 1045
RWJ680992 | 0.822 0.790, 0.806/0.02270| 2.82 1016
RWJ680993 | 0671 0.684 0.677]0.00912) 1.35 823
RWJ681140 | 0686 0.668 0.677]0.01266, 1.87] 823
RWJ681142 | 0212 0.197] 0.204/0.01047| 56120 115
RWJ681146 | 0.666 0.666] 0.666|0.00007] 0.01] 80.7
RWJ681945 | 0.736 0.656] 0.696]0.05643| 8.11] 851
RWJ68198 0.726 0.610, 0.668 0.08217| 1230, 81.0
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JINJ28850601 0.303 0.310

DMSO
DMSO
DMSO

0.786 0.659
0.673 0.649
0.701 0.686

0.306} 0.00488
0.722] 0.08001
0.661] 0.01676
0.693} 0.01011

1.59
12.46
2.53
1.46

28.7
89.1
79.9
84.8
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Tabla lll: Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la viabilidad de las células que expresan
marcadores de pluripotencia.

Prmhadlul 5.D.

Conc. de eamp. | Datos &n bruto % CW | % Control
(uM) (duplicado)

edio EXPRES 01 06379 0.6180 0.6280 0.0141] 2.2 4.6
no ratamiento 0.7412 0.7038 0.7225 00264 3.7 | B88.7
Ad solo 0.7674 0.8047] 0.7861)0.0264) 3.4 | 983
[aa + winiaa 0.7754 D.B200y 0.7977) 0.0315 4.0 | 1000
LIMJ26512005 10 01412 01518 0.1464) 0.0073( 5.0 24
LIMJ26512005 5 01501 01444 01473 0.0040( 2.7 25
LN J26512005 2.5 0.1541 0.4254] 0.2808) 0.1918/66.2| 23.9
LIN.J 26533065 10 01272 01282 01277 0.0007| 0.6 0.4
LIM.J 26533065 5 0.5862 0.58801 0.5871|0.0013 02| GBA4
LIM.J 265633065 2.5 07613 0.7603% 0.7608 0.0007 0.1 a4.5
LIM.J26533156 10 01481 01592 01537 0.0078 5.1 3.5
LINJ265633156 ) 0.1479 01639 0.155 ﬂ.ﬂ113l 7.3 38
LIN.J 26533156 2.5 0.2861 0.2477 0.2669 0.,027210.2| 20.4
LIMJ26T 14194 10 02092 0.2426 0.225% 0.0236/10.5] 14.3
LIMJ267 14194 5 06815 0.7128 0697200221 32| B49
LIMJ26714194 2.5 0.7389 O.7870) 0.7630y0,0340 45 | 948
LIM.J261 50202 10 0.1381 01398 0.13904 0.0012 0.9 1.3
LIM.J261 50202 5 0.7826 0.7578 0770300175 23| 9589
LIM.J261 50202 2.5 08231 077423 0.7987) 0.0346) 4.3 | 1001
LIMJ26158015 10 0.1352 0.13 0.133% 0.0018( 1.4 0.5
LIM.J26158015 3] 0.2632 0.2604 0.2618 0.0020 0.8 19.7
LIMJ26158015 2.5 04160 0.5314 0.4737|0.0816/17.2| 514
RW.JET0804 10 04447 04791 0.461 0.024§| 53| 497
RWJET0804 5 06902 06884 0689300013 02| 838
RW.JGT0804 2.5 0.7476 0.7483 0.7480 0.0005( 0.1 925
INJ261 70833 10 06790 06704 0674700061 09| 8186
INJ261 70833 3] 0.7833 0.7924] 0.7879 0.0064| 0.8 | 985
LIM.J261 T0833 2.5 0.6155 0.8389 08272 00165 20| 1044
INJ261 77086 10 06533 0.6884 06709 0.0248 3.7 | 81.0
LIMJ261 77086 3] D767 07738 0771800029 04 | 961
LIMLJ261 77086 2.5 08119 0.8219 0.8169 00071 0.9 | 1029
INJ26177 762 10 01242 01323 01283 0.0057( 4.5 =0.4
INJ261TT 762 5 01263 01303 01283 0.0028 2.2 -0.3
LIMJ261 77762 2.5 08480 07725 0810300534 66 [ 1019
RWJGT3515 10 01695 0.1890) 01793 0.0138 7.7 7.3
RW.JET3515 & 07217 07435 0.7326 0.0154] 2.1 90.2
FWJBT3515 2.5 0.7812 0.72211| 0.7517]0.0418] 56 | 931
Mecio EXPRES (1 06294 06363 0.6329(0.0049( 08 [ 70.3
no ratamiento 0.7156 0.73 072561 0.0141( 1.9 | 833
Ad solo 08732 09046 0888900222 25| 1060

+ Wnida 0.8415 0.85 0.8458 0.0060[ 0.7 | 1000
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JNJ19370026
JNJ19370026
JNJ19370026
JNJ26483197
JNJ26483197
JNJ26483197
RWJ675605
RWJ675605
RWJ675605
RWJ675430
RWJ675430
RWJ675430
RWJ675948
RWJ675948
RWJ675948
INJ26483249
JNJ26483249
JNJ26483249
RWJ67657
RWJ67657
RWJ67657
RWJ676639
RWJ676639
RWJ676639

2.5
10

2.5
10

2.5
10

25
10

25
10

2.5
10

2.5
10

2.5
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0.1403 0.1493
0.4434 0.3878
0.7734 0.8038
0.2993 0.3026
0.7023 0.6299
0.7835 0.8043
0.7205 0.7369
0.7769 0.8272
0.8214 0.8640
0.6275 0.5980
0.7159 0.7222
0.9245 0.9403
0.7220 0.6670
0.7526 0.7486
0.7557 0.7390
0.8214 0.8636
0.7996 0.7873
0.8669 0.8195
0.6195 0.5908
0.8047 0.8319
0.8041 0.7900
0.1261 0.1520
0.1303 0.1263

0.4482 0.4051

0.1448
0.4156
0.7886
0.3010
0.6661
0.7939
0.7287
0.8021
0.8427
0.6128
0.7191
0.9324
0.6945
0.7506
0.7474
0.8425
0.7935
0.8432
0.6052
0.8183
0.7971
0.1391
0.1283

0.4267

0.0064
0.0393
0.0215
0.0023
0.0512
0.0147
0.0116
0.0356
0.0301
0.0209
0.0045
0.0112
0.0389
0.0028
0.0118
0.0298
0.0087
0.0335
0.0203
0.0192
0.0100
0.0183
0.0028
0.0305

4.4
9.5
2.7
0.8
7.7
1.9
1.6
4.4
3.6
3.4
0.6
1.2
5.6
0.4
1.6
3.5
1.1
4.0
3.4
24
1.3
13.2
22
7.1

2.3
40.1
92.0
241
75.0
92.8
83.7
93.9
99.6
67.5
82.3
11241
78.9
86.7
86.3
99.5
92.7
99.6
66.5
96.2
93.2
15
0.0
41.6

34




ES 2624713 T3

Tabla IV: Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la diferenciacion y proliferacion de las

células madre embrionarias humanas.
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Tabla V: Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la diferenciacién y proliferacion de las células

madre embrionarias humanas.
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Tabla VI: Efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la proliferacion de las células madre
embrionarias humanas.
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Mombre JNJ Datos on brulo % CV [ Canirel
Medio acondicionade | 1.1348 1 0095 1 1092 a1 116.5
Mo tratamiento 0.9344 0.587T 0.8 20| 852
EA TS0 03878 02434 0 2252 M2 30T
ALSWAL A TMSD 0.6058 1.0804 D76 02403 258 | 100.0
AW I354004 0.3418 04276 0.5751 263 ) 432
RWATS1045 01362 0.1531 QL1532 66 | 158
R AB53 1.3764 12753 1308 3B 1423
AW IE52 744 06523 05994 06134 TS 83.2
AW JISIETE 17866 14721 2. 1508 188 ] 1853
AWJIsIsE 1.7551 16274 1.6518 4.2 1804
RW.A3551 31 0.3702 0.3193 0.3368 76| 38
FALAES500 05876 0.5384 D81 24T| TB.T
W AESE20% 03074 02328 025 142| 298
W J3EZBET 0.1311 0.1245 0.1288 o 13.8
RWAX0S4TT 0.1270 02776 0.19186 3B/1| 214
RW.d 14342 0.2166 0.3062 02915 17.7| 22
AW A1 S04 04362 03728 02481 2r.2 ara
AW L2554 0.1560 0.1481 0.1358 69 15.8
RWaL25268 0. 2932 03883 QL6258 33| 468
W M2 T 01362 014749 01208 &7 14.8
AW 25345 021598 02155 33 238
W I 85374 0.7624 02705 02478 68.1) 459
W ket 01238 01233 01268 15 13.4
AW J55370% 0.1277 0.1254 0.69¢ 04.1] 349
RV M.S0TED 02665 03215 (L3605 119| 304
W IEED 440 0.2385 03235 0133 41.1 249
RW MEEIBED 0.2646 0.1873 0.129C 30| 208
AW G545 03500 02790 0.1515 308) 23
ROV G 5 1, 0. 4650 05305 0.33 26| 496
Momibre JNJ Datos #n bruto % CV [ Control
Medio acondicionade | 1.1525 11265 1.114( 1.7 7.0
Mo tratamisnio 1. 2057 12358 1.3132 44 Ta.6
AADMSD 02622 02073 0283 156 158
AAWnisaDMSO | 1.3943 1.7976 1.8 021358 134 1000
R MG 0.1930 0.2223 0.21¢€ T4 13.2
RO MG SR 0.ATST 01813 QL1835 22 1.3
L 0.1473 01880 0.1 122 10.6
AW ISEET1ER 01330 001362 0,186 198 8.5
R M6 200 0.8191 0.5493 0.6526 02| 423
RO M52 13 04008 02779 0 356 189 23
AW SEETO4S 01220 0.1248 01251 14 1.8
AW IEETO4E 02883 0.3308 0. 381 24.5
AW IEETOED 0.2835 0.4024 0.5608 M4| X3
RWME68182 0.3704 0.6073 0.528( 240| N5
AW MEERIZT 0.Z266 0.1815 0. 2288 126] 133
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WG TOR04 1.0820 1.1882 1.1076 1.1253{0.0543] 48 | 70.7
G TE0R 03590 0.5457 061 0.5057|0.1313| 26.0| 318
A JE TO0a4 02198 03564 0. 0. 2988 0.0708| 23.7 16.8
R JET1212 0028 02620 0. O.IEHO0424| 13.4 18.9
IRV G TR T 03348 03003 03507 0.32WN0.0252| ©.7 20.7
AT 01852 01624 02348 0.204210.0260) 13.2] 128
A IR TR 02170 0.3003 0187 0235M0.0584) 24.9 ) 14.8
R JETEINA 03004 02515 01881 02458700607 24.3| 157
RWJETISNE 1.8452 1.7710 1.5501] 1.7251/0.1485| 86 | 1083
6T 330 0.7305 0.7067 0. 0.6874(0.0553| B.O 43.2
A JE T80 02913 01800 0 154T| 0 1A2NO0.0264) 156 ] 11.4
W JETAZI0 15225 1.5012 09081 107308371 780 | &7 4
W JGTAZ4D 04006 1.2807 .11 0.5901 060711013 376
PG TR 01972 0.1839 0.11 01658 0.0434| 26.2 | 104
R JE TN 01351 0,138 0,11 Q1ZrH 00087 7.6 B0
Mombre JM. Datos en bruto Promesdia | 8.0, | % CV % Contrel |
edio scondicionado | 1.0568 1.0604 10586 00025 0.2 T.8
Mo tratamienio 11544 09576 1066001362 132 1.7
Adsolo+ DMBO | 0.6329 0.8434 0.7380.1488) 202 | 471
Al = Wintda + Deso | 12704 15668 1. 4220H 029600 20.8 | 100.0
A JETARAT 0.5817 02008 0385802468 64.5| 158
W JG TS5 i0.6850 0,5853 Q83N 00705 1.1 359.2
RW.JET4235 0.7496 0.0187 0.834210,1196) 143 | 545
A JETAI04 02320 0.2124 02223001308 6.2 7.3
IR JETE80 i0.807E 14301 T 123H 04463 387 | T6.9
W JE TR 08310 07318 0.7814(0.0701| G.0 50.5
WG TRIGE 1.0846 1.1384 1.10180.0522| 4.7 | 75.2
A G TGS 06344 1.0400 083702668 343 | S54.8
%in células 0. 1338 0.2070 0 1P0H 00530 30.5 3.3
IR JETSIA0 08843 04080 083603241 51.0| 392
WG TEI0 122 1.8533 1822800432 24 | 1309
A JETEATR 01914 02371 02143 0.0323| 151 6.7
A JATEADS 18401 1.7863 1. 798005063 3.3 | 1300
IR JE TR 10301 1.0356 1032 0.003 0.4 65.9
IRV G THAAE 01306 0.1338 QA2 0.00E3 1.7 0.3
A JO TR 1143 16806 1.682H 00450 2.7 130.0
ey o T 04170 04550 O466H0.0656] 122 254
oW JE TEOAS 01772 0.2348 0206000407198 60
A JETENT 1033 1,232 1931301528 13.6| 7756
O TEN 0 16718 20067 2035M 00604 4.4 1473
L UR TEE 1.5168 1.6872 1602001208 7.6 1138
o S T2 16035 1.6710 1832301662 107 | 116
W I TRAT 1.2655 1.1829 1.224000584) 48 | 84,7
I TR0 1.3481 1.3168 1332500221 1.7 83.0
JHABES T (LBa44 07238 0684005063 B2 d3.0
JNIPEANVETD 0. 2046 0.3076 0.266000728| 284 60
JNITEAN 2008 1.3627 1.0803 1. 216002075 17.1| 84.0
MR S (LATEE 06660 08169 00663 7.2 1.1
JHAPEA 30 10332 04554 074400400 4.0 | 47.6
JHIPEAIT 04 0.BTTE D747 080680000 125 524
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JHJHEII M 1. 7865 1. 2008 1. 493N 0. 4142 27.7 10565
JHIBETI41EN 0. 2356 01584 0.1 0.0574] 28.9 55
JHETRAIR 08122 1.0827 O4THO 1913 202 | 633
JM TR 01342 0.1363 0.1 00015 1.4 0.6
JHIETIAT 10462 05830 OB1SN0 3270|401 | 539
JMJPEETESED 0.4586 0.2903 0IT4H0 118Dl 18| 190
JHIZITAVET 01277 01402 o1 0.0088| 6.6 0.5
JH AL 01258 0.1324 0.1291|0.0047| 3.6 0.1
JHIPERL1 PR 01319 01296 Q121800002 0.2 0.5
JMJ2BST I 0.4223 0.4721 0.44TH0.0352| 7.9 24.7
JHLPRESOED1 01514 0. 1396 014550 0083 57 1.4
Mormibre JNJ Datos on brulo % CV [% Control
Medio scondiclonada | 0. 7423 07081 3.3 ar.y
Mo ratamiano 0.4936 0.5680 100 BRE
A polo s Dagn (01433 01930 .2 TE
AS o+ Wnida + Deso | 0OBA08 05406 227 100.0
JHITRIAAT S 02447 01331 418 106
JN VT 01537 01302 11.7 3B
rea calls 01163 01147 1.0 0.0
JHIATEEETE 0.29594 0.2552 0.2 236
SN TR 01353 02121 31.3 84
RS 01267 014159 B &7
JHJ 1B 4081 01376 0.1876 138 53
SN A0T 01134 01103 20 0.5
JHIIBIEELE 01318 0. 14TB BA 35
JHIBTEAS 02569 0.2124 134 171
ST 02474 0.2936 1.0 214
JHI BT 04357 03467 16.1 | 367
JHI BT TR 0. 1265 01588 16.0 319
JHITBISTOTA 0. 1662 0.2521 2901 135
JNJTRISTORT 01596 0.1566 1.3 iR
JHITE1STE4E 02725 0. 1636 35.3 14.8
JHJTBIETTIN 12256 1.0836 100 148.0
JNITRISTTIY 0.1134 0.1070 41| -08
JHITRIEAEET 01465 014595 1.2 4.7
JHITEIE9ED 01189 0.1122 258 0,1
JH IR 2E 01585 01422 BA o
MO 10484 1.07485 1.6 | 1361
JHITRITERAS 03012 02347 ir5| 21.8
JHITRIAGE 01267 04510 12.4 34
S TRAT0EEY 1.1902 11487 25| 1518
JHI TR 085 08400 07076 7.1 B0.3
JHIVRAI0ATE 01701 Q1762 21 82
JA TR 03435 03488 1.1 332
JHITREAT R4 0.4032 03548 4.0 ira
JHITRSETRET 01602 0.1502 4.6 LW
ST I 01604 02070 18.2 9O
JHITREETEDS 0. 1646 01552 24 6.7
JHIETIS 01779 02273 7.2 125
JHITRSTARET 01225 01443 11.6 26
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JROSTEERD 01300 01291 01296{0.0006] 0.5 20
JHIHEETIE 01263 01336 01300000052 4.0 21
SR 10T 02778 01326 Q20520 1027 500 124
JHLFH HDEEET 0. 2565 01218 Q18940 0955) 504 | 106
SN 1BEEET 01640 01158 A13990.0341) 24.4 .5
JHLEPAREDET1 11486 0.8970 102280179 174 | 1305
JRLTRABAET 01358 31201 QZ80{0.0111) &7 1.8
JRRIDE 1S 01257 01257 Q25T 0.0000) 0.0 1.5
JHLFRBL35TE 04676 0.4803 Q4740{0.0050) 1.9 516
Nombee JHJ Datos en brule Promsdo| 5.0, | % CV % Control
Madio scondicionsdo | 06835 0.7803 Qrasol0.064| B3 | 1048
Mo tralamienio 04735 0.5065 05402100543 175 T1.5
Bk ol + DMBD 0, 1428 0. 1856 1542|0.0161) 10.5 8.3
AA+Wnids + Do | 05702 0.8468 Qa0 1956) 27.6 | 100.0
SNBSS 01559 02330 Q9000552 276 138
ST 01287 01244 01366000030 2.4 1.6
na calls 01241 91100 1T |0.0100) B5 0.0
JHFESTS 300 01235 01152 01194 0.0055] 4.9 0.4
JHFSTSTITE 0.1168% 01278 Q123900058 4.5 1.1
JHFESTSTIT 0,1174 01182 Q. 1188{0.0008| 0.7 0,1
JHEFSTETE 1100 05464 10282101157 11.3 | 1541
JRLFETRATGT 01247 0.1115 0.1181|0.0053) 7.9 02
SR TEITES 02640 01688 Q216400673 311 168
JHFFATREELY 0.2313 01307 QAgiI0jo.oF1| 393 108
JHFFSTSEEED 08635 05218 QBEO 0. 0408 46 | 1312
JHFESATIAD 02540 02320 02430100158 G4 21.3
JNLFFSAATEIT 0,180 03077 Q24430 0B5T| 38T | 21.5
S0 06 01852 01872 Q. 1882(0.0014) D8 12.0
JRIIS000654 01867 0.2492 0.2Z30(0.0371| 167 | 178
JHLFEG00TIE 03346 01618 Q2483|0 1221| 492 | 222
JHOATTES 01108 01138 Qo1122|0.0023| 2.0 0.8
S0 2 01224 01445 1335 0.0156] 1.7 2.8
JHFIGOGA5T 0,1312 01270 0281 |0.0030) 2.3 2.0
SO0 TS 01653 0.2114 QBB 0 0326|173 120
INFIGOGTES? 01732 0.1467 06000087 11T T2
L O e 01618 02754 Q2186{0.0803| 36.7 | 172
JRIGOTTER 1.0008 05831 QaR190 0265 27 | 1462
SR 06472 04318 Q5360 1522|282 T4
SR 20601 0,153% 01465 01504 0.0048) 3.3 5.6
SN 20614 01127 0.1309 CAZTH0.0120) 10.6 0.8
SRS 0,687 058680 QEITHO 0T 114 BRO
SR 3045 01141 01094 EANTI80.0033) 30 0.8
ST 02774 018480 Q2IZ0.0FET| 43| 176
JHEIAB0 P 08482 11150 1OMSHO 11| 114 | 1548
SR BAT 0, TE8T 06804 O0.T248{0.0024) BG | 1027
JRETRIBBONS 0.7125 03347 052X38{0.267T151.0| 687
T TLTIP 01448 09221 01334100150 18| 27
LT LTS 1.0668 1.3108 12098001513 126 | 1838
SR AN 031687 03415 QX005 53 158
SLEE AT TECR] 01201 01144 0030 0083 68 0.5
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JHEPEA T 0223 0.2630 (1] S00] 154 238
AHITEATOEID 0. 1365 01238 Q1S 0uDD2i| 1.8 1.3
ARSI TOEL 11540 Do431 1. OL1774) 1686 16809
JRLETEA TR 1.0689 0.BETD 1] 0U2054 )| 30.7 | 128.7
JHEMEATTTES 10444 0.7E03 0 A0S 223 1328
JH TSN BELST 01443 01205 o1 Qupias] 12.5 2.8
NI Gl 01152 0.1309 0 1230.0111) 8.0 1.0
| Nombre JHJ Datos en brute % CW % Comirod
ledio acondiclonade | 07550 0. 7451 13| 980
Mo tratamienio 0.5687 0.4490 166 G604
Ak solo + DMED 01888 01522 188 8.9
AR+ Wetds + Deso | DUGEST D B4G0 150 | 100.0
JHIZET B0 01911 D101 B0 5.0
ARSI 044 02772 0,115 584 121
Sin céluls 01278 0 1084 116 0.0
JIHIIETENTTS 01443 02730 J6.5 8.3
JRIFEIEET 04413 02238 482 12
ARIIEIEIT 01098 0. 1085 0.8 =14
AWEFIETIAS 01389 02147 303 9.1
JHEPEISHTIY 01852 01342 Frd .4
JHIIEIET 108 0.1114 01255 10,6 04
JRIFEIEATZ 05375 06158 9.8 TS
AMIZEIGATES 01259 01441 ab 2.8
JHEPEIGETIO 01206 0.1312 6.0 1.2
JH AT 02368 02857 1G22 214
IR IFEIETH 01140 01078 k] -1.1
I FEIDTHE G589 0. 8568 55 | 1244
JH IR 1.0442 D9G22 58 | 1368
JRIPEI0RE 01851 01735 B.G 103
JHLESEINUET 05732 0.5218 6.7 864
JHLIPEIEY 0TI DaAzT 32 1.0
JRITEIRUET 05932 D.66M B3 | 792
AR ETEA0004% i0.1444 D.1368 3B 3.5
JHIMLEYIST 10785 1.0891 0.7 1483
JHIMLBIEID 05418 0.2338 M2l a7
JRJTE4BIFE) 01268 0.2052 34 T4
JHITE4BITIE i0.1169 D.1184 0.9 =01
JRITGARTRG 06518 1.0400 13.3| 1288
Ny FELEITT i0B430 1.0787 133 125.7
I IFE4RTPED 03659 03168 102 M5
JHIZES] 180 05184 D818 By | 1155
JHITES VR 02384 03156 19.7| 246
JHERES TR 0227 01469 31 105
R JE TR 0. 1955 0.1258 0.8 6.5
R JETE04D0 0. 1658 01704 18 T
W JETTS4S 01399 0.1303 D 2.8
O G TRERG 01234 D235 o1 08
A EORAS 01387 0247 Faz 8.1
W JEEDGET 01218 01310 5.1 1.3
FV JEEDGEE 0. 1455 01581 £1.8 83
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RW JEBOGED 0.5412 01858 B2
W JG80854 0.1996 0.1245 68
RW.JEB0858 0.1418 0.2014 8.3
RW JEB08TS 0.1106 0.1197 0.5
RW 680083 0.1158 0.1272 oS
Mombre JM.J Datos on bruto , Cantrod
Medio scondicionade | 0LBOTT D.7210 T4T
Bio raswmienin | 4 DMS0 | 0.4G38 0.4073 BT
AN 3a 0.8466 09935 100.0
JHDEEITRY 0.8095 0.9055 B35
JN BEEFAET 03519 0. 4708 ns
JNJIEEIIZTI 0.1609 0.1275 31
JHINDZE0EAT 0.5020 0.2733 nz
JNJCEZS0B4T 0.3413 0.4145 301
JNJIT154215 0.1176 0.1174 0.0
JHIITIS4215 0.1148 0.1410 12
JMJT15TESE 0.2384 0.2450 4.4
JNJITIE3042 0.3672 0.3098 255
JHI1 0166565 02722 0.1583 1.3
JHITTIT R 05079 04349 NG
JNTAETORT 0,107 0.1168 {5
JHITIEROSS 02569 0.2151 137
JNITI9ITTS 0.2845 0.4376 £8.1
JHIN T2O09TE 01168 01138 0.3
JHN TRONRSS 01168 01152 .2
JN 705055 01137 01198 0.1
JMIN TR0 S0 01154 0152 .3
JHJTZRETOI 0. 2188 0.2353 126
JNJITEE2133 0.4588 0.2521 275
JNJITRESO4D 0.3081 0.1961 15.5
Nombre JHJ Datos on brulo % Contral
Madio scondicionade | 0.7914 1.1189 933
Mo tratamienio 04215 0.5259 Ba
Sin célulss 0.1152 0.1160 0.0
AANWIE 0.7168 08838 1000
FOW 680051 0.2882 0.2308 168
RW 680992 0.30459 0.2845 219
RW.JG80953 05403 02570 300
AW JEBT140 0.7323 0.3034 E )
W JORT142 01185 01216 05
RWJEE1145 0.24596 02683 12.7
RW.JEE1045 0. 1548 01356 4.0
RW.JGa198 0.1555 0.1450 47
RW.JBE2205 0.2347 0.1920 262
RW.JdaT220 01842 02093 £33
RW.JBTS430 0.7223 0.8707 HAE
RW.J35593 0.6268 03152 24.4
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Tabla VII: efectos de los inhibidores de actividad enzimatica GSK-3B en la viabilidad de las células madre
embrionarias humanas

Lista de resultados fuertes Lista de resultados moderades
>=120% control 60-120% control
Nimero JN. % valor de control Nimero JN. % valor de control
RWJ352628 195.3 JNJ26511901 1155
JNJ26158093 183.8 RWJE76431 113.8
RW.J353258 180.4 RWJ673515 108.3
JNJ26170833 160.9 JNJ26533156 105.5
JNJ26150202 154.6 JNJ26153647 102.7
JNJ25757238 154 1 RWJE76639 93.0
JNJ19410833 1516 JNJ26128726 88.0
JNJ26483197 1493 JNJ10222784 85.5
JNJ18157711 148.0 RWJBT657 84.7
RWJE76139 147.3 JNJ26512005 84.0
JNJ26077883 146.2 JNJ19410859 80.3
RWJ352190 142.3 JNJ26399997 79.2
JNJ26399906 136.8 RWJET6137 77.5
JNJ19370026 136.1 RWJ675260 76.9
JNJ26177762 1328 RW.J355023 76.7
RWJE76432 131.6 RWJE75266 75.2
JNJ25758863 131.2 JNJ26116922 71.4
RWJ675430 130.9 JNJ26361712 70.9
JNJ24B43611 130.5 RWJET0804 70.7
RWJ675605 129.0 RWJ675881 69.9
JNJ26483249 128.8 JNJ26158015 68.7
JNJ2E1TT086 128.7 RWJ352244 68.2
JNJ26483249 125.7 RWJE74239 67.4
JNJ26399906 124 .4 JNJ26399971 66.4
RWJET75048 120.0 JNJ2ET14194 63.3
JNJ26533065 61.1
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Tabla VIII: Efectos DEPENDIENTES de dosis de inhibidores de la actividad enzimatica GSK-3B sobre la
proliferacion de CELULAS DE LA célula madre embrionaria humana LINEA H1.

Concentracion JNJ10220067 JNJ17163796 JNJ1T189731 JNJ1T223375 JNJ18157698
[uM] N* de células | SD | N®de células | SD | N° de células | SD | N* de células | SD | N*de células | SD
10 1.006 0.051 0.038 0.049 0.193 0.147 1.280 0.014 1.049 0.062
5 1.058 0.047 1.164 o018 0.889 0.035 1.348 0.007 1.104 0014
25 1.03 0.054 1.022 0023 0.8%6 0.035 1.318 0.028 0.932 0.087
1.25 0699 0.040 1.121 0.023 1.120 0.072 1.159 0.041 1.006 0.023
0625 0.742 0.095 1.092 0044 1.107 0.093 1.029 0.018 0.832 0026
0.313 0.754 0.010 0.931 0.056 1.132 0.018 1.018 0.044 0.742 0127
0.156 0822 0.074 0.804 0.002 1.082 0.041 0.776 0.054 0.712 0020
Concentracién JNJ26158015 JNJ26483197 JNJZ26483249 JNJ1T2258T1 JNJ1T228458
[uM] N® de células | SD | N°de células | SD | N° de células | SD | N de células | SD | N* de células | SD
10 0.001 0.001 0.096 0103 0.058 0.074 0.290 0.307 0.000 0.000
B 0.034 0.035 0.262 0.268 0173 0.207 0.458 0.263 0.089 0.067
25 0.566 0.461 0.592 0019 0.428 0.326 D640 0.104 0.438 0.050
1.25 0.897 0.103 1.124 0.101 0.850 0.238 0.739 0.129 0.636 0016
0625 0921 0.122 1.106 0,056 0910 0.061 0805 0.03s 0.736 0.025
0.313 1.028 0.069 0.888 0213 0.868 0.131 0785 0.094 0.791 0036
0.156 1.027 0.067 0.890 0.079 0.742 0.051 0.774 0.027 0.832 0.005
Concentracion JNJ19370026 JNJ26150202 JNJ26170833 JNJ2617 7086 JNJ2617TT62
[uM] N* de células | SD | N°de células | SD | N° de células '| SD | N de células | SD | N*de células | SD
10 0.000 0.000] 0.49% 0630 0.129 0.170 0.412 0.081 0.99% 0.246
5 0024 0.034 0.768 0.490 0.530 0.080 1.128 0.026 0.808 0.179
25 1.097 0.294 1.001 0.129 1.174 0.016 1.0 0.217 1.005 0.086
1.25 1 446 0.078 1.158 0043 1.113 0.057 0914 0.100 1.200 0.085
0625 1.296 0.183 0.699 0.248 1.188 0.041 D8 0.136 1.1 0.300
0313 1.034 0.197 0617 0.232 1.158 0.102 0.785 0.121 0.959 0.094
0.156 0826 0.030] 0812 0120 0.974 0.065 0659 0.068 0912 0059
Concentracién JNJ26512005 JNJ26533065 JNJZ6533156 JNJ26T14194 JNJI0Z26582
[uM] N* de células | SD | N°de células | SD | N* de células | SD | N°* de células | SD | N*decélulas | SD
10 0.000 0.000 0.021 0.027 0.002 0.002 D.052 0.067 0.053 0.024
5 0.000 0.000 0.339 0.254 1.011 0.499 1.161 0.134 0.805 0.036
25 0.192 0.233 1.350 0.170 1.724 0.042 1.293 0.020 1.019 0015
1.26 0552 0.458 1.277 0.1 1.652 0.032 1.213 0.087 1.163 0.062
0625 0895 0.054 0.713 0.151 1.357 0.023 1.025 0.045 1.231 0.152
0313 0.734 0.075 0.665 0.207 1.213 0.177 1.241 0.031 1.216 0.007
0.156 0.594 0.078 0,469 0.465 1.206 0.142 1.041 0.007 1.103 0.065
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Tabla IX: Efectos DEI?ENDIENTES de dosis de los inhibidores de la actividad enzimatica QSK-BB enla
DIFERENCIACION de las CELULAS DE LAS células madre embrionarias humanas LINEA H1

Concentracion JHJ10220067 JNJIT163796 JNJ17189731 JNJ1T223375 JNJ1B157698
[uM] Imansicad Sex17 | SD | Intensidsd Soxt7 | SD | intensidad Soxt17 | SD | intersidad Sox17 | SD [ intensidad Sex17 | SD
10 0689 0.144 002 0034 0.140 0.095 1.183 0044 [E] 0.040
5 1.004 0o 0.824 0035 0785 0077 11711 0.010 1013 0.002
25 1.023 0,032 0.849 0.003 0.842 0.032 1.169 0.031 0.838 0.068
1.25 0954 0.100 0.985 0.062 1.028 0.043 1.106 0.006 0.340 0.071
0.625 0793 0135 0.986 0059 1.016 0.000 0931 0033 0.767 0014
0.313 0803 0.048 0916 0.028 1058 0017 0843 0055 0652 0167
0.156 0941 0.106 0.822 0.036/ 1.039 0.015 0.789 0.074 0651 0.032
Concentracion JHJZ6158015 JNJ26483197 JNJZE483249 JNATZ258T1 JNJ17228458
[uM] Intensidad SoxiT | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Soxi7 | SD
10 o001 0.001 0.03¢ 0.027 0054 0.063 0.287 0.280 0,000 0.001
5 o017 D020 0.071 0054 0141 0.169 0.402 0229 0.056 0.035
25 0.200 0.157 0.497 0.076 0373 0.326 0605 0.041 0.286 0.034
1.25 (1 Pl 0.065 0993 0.144 0783 0262 0686 0.185 0587 0023
0.625 0624 0.118 1,061 0 066 0837 0.062 0786 0051 0695 0.001
0.313 0934 0.127 0937 0.136 0859 0.176 0780 0132 0753 0.098
0.156 09856 0055 0.888 0082 0656 0015 0.782 D051 0816 0.043
Concentracion JHJ19370026 JNJZ6150202 JNJ2E1TOET3 JNJZE1TTOB6 JNJZE1TTTE2
[uM] Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Soxi17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Soxi? | SD
0 0.000 0.000 0.491 0681 0281 0358 0330 0059 0701 0.307
5 0035 0.049 0.158 0.224 0.460 0.183 0846 0036 0728 0.146
25 1.33% 0.192 0.800 0.201 1.018 0.139 0.887 0.191 0928 0.019
1.25 128 0030 0910 0.045 03560 0.106 0819 0179 1.159 0.093
0.625 0.997 0055 0.567 0.190| 1.050 0.038 0755 0.12%6 1.136 0.166
0.313 o 0.172 0515 0.276) 1.032 0.063 0667 0.125 1.006 0.009
0.156 0669 0.037 0.708 0.148 0950 0.087 0628 0053 0922 0.096
Concentracion JNJ26512005 JNJZ6533065 JNJ26533156 JNJ26714194 JNJ3026582
[uM] Intensidad Soxi7 | SD | Intensidad Sox17 | SD | inensidad Soxi7 | SD | imensidad Soxi7 | SD | Imensidad Soxi7 | SD
10 0.000 0.000 ome 0021 0002 0.001 0054 0.062 0074 0.048
5 0.000 0.000 0235 0.174 1.052 0.281 1250 0177 1.006 0.070
25 0.270 0.382 1.153 0223 1.459 0.074 1.186 0.089 1.120 0.038
1.256 0678 0.434 1.055 0.046 1.322 0078 1.112 0038 1.122 0.009
0.625 0.978 0.021 0.569 0.124 1.173 0.015 0913 0.005 1.241 0.230
0.313 0742 0.048 0555 0.118 1.102 0.165 1.140 003 1.331 0012
0.156 0.508 0.049 0.451 0.443| 1.060 0.12%6 0998 0.006 1.034 0.008
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Tabla X: Efectos DEI?ENDIENTES de dosis de los inhibidores de la actividad enzimatica QSK-BB enla
DIFERENCIACION de las CELULAS DE LAS células madre embrionarias humanas LINEA H9.

Concentracién | JNJ10220067 JNJ1716379%6 JNJIT1B97 3 JNNTZZ3375 JNJ1B157698
[uM] N'decélulas | SD | N°decélulas | SD | N°decélulas | SD | N°de células | SD [ N® de células | SD
0 0.164 0.209 0.0m 0.000] 0049 0028 0123 0.106 0.770 0.077
5 0.147 0.141 0516 0.497 0583 0155 0954 0.145 0.49% 0on
25 0.140 0.112 1.295 0.402 1.108 0.170]) 0.795 0.101 D.384 0.247
125 0.307 0.158 1.233 0058 1.185 0.147 0541 0.051 0.3%5 0.002
0625 0.138 0.071 0606 021 1.100 0.014 0332 0.049 022 0.009
0313 0.063 0.008 0.397 0.020| 0.887 0.078 0.206 0.085 0172 0.071
0.156 0069 0.001 024 0.025 06599 0109 0.142 003 0.138 0.048
Concentracién | JNIZ6158015 JNJZ6483197 JNJZG483249 JNJT225871 JNJ17228458
[uM] N® de células _| SD | N° de células _ | SD | N° de células _| SD | N® de células _| SD | N* de células __| SD
10 0001 0.000 0785 0.192 0.208 0.134 0377 0.040 0.000 0.000
5 0023 0.024 1.067 0.23% 0320 0.087 033% 0.081 0052 0.009
25 0681 0.223 1.368 0.025 0.388 0.019 0.29%6 0.016 0.089 0.003
1.25 1.011 0.461 1477 0.147 0.334 0.113 0222 0035 0106 0.003
0625 0927 0.108 0899 0.108 0.267 0.148] 0282 0.0% 0.169 0.041
0.313 0.686 0.022 0540 0.054 0.182 0.056 0.208 0.003 0119 0.026
0.156 0.458 0.001 0.206 0089 0.147 0.067 0.174 0.051 0.067 0.015
Conoentracién | JHJ 19370026 JNJZ6150202 JNJZE170833 JNJZ61TT086 JNJZB1TTT62
[uM] N® de células SD | N°® de células I SD | N® de células SD | N°de células SD | N* de células I SD
10 0.000 0.000 0452 0054 0.002 0.001 1.117 0043 1.022 0422
5 D002 0.000 D433 D.0s0) 1.325 0.015 0793 0.030 1.281 0.109
25 0.665 0.058 (174 0229 1.385 0.026 0.600 0.122 1.197 0.066
1.25 0988 0.032 0.293 0038 1.182 0.076 0.442 0018 1.039 0.213
0625 0.390 0.032 0.200 0.122 0928 0127 03mn 0.072 0,686 0014
0.313 0.250 0.080 D072 D025 0772 0.050) 0.100 D.008 0437 0.066
0.156 00 0.020 0057 0044 0.336 0056 0072 0015 0.276 0.043
Concantracidn | JNJ26512005 JNJ26533065 JNJ26533156 JHJ26T14194 JNJ3026582
[uM] N°de células | SD | N°decélulas | SD | N°decélulas | SD | N°decélulas | SD | N°de células | SD
10 0.007 0.002 0.000 0,000} 0.000 0.000) 0044 0038 0.004 0.001
5 0.002 0.001 1IN F/) D.0es 0415 0.023 0382 0.110 ooz 0.003
25 0.001 0.001 D.151 0059 0425 0.082 0345 0.001 0033 0.037
1.25 0.09%0 0.097 0108 0.051 0325 0.042 0.284 0076 D.044 0.028
0625 0.248 0.058 0.230 0.168 0.314 0.062 0.266 0.0 0.100 0.099
0313 0.264 0.048 0.085 0033 0267 0.0%8 0347 0.084 0.0s7 0.032
0.156 0.133 0.065 0063 0.004 0.218 0.012 0.192 D014 0.070 0.048
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Tabla XI: Efectos DEPENDIENTES de la dosis de los inhibidores de la actividad enzimatica GSK-3B en la
DIFERENCIACION de las CELULAS de la linea de células madre embrionarias humanas H9.

Concentracién JNJ10Z220067 JNJT16379% JNJ1T189731 JNNTZ23375 JNB157698
[M] Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Inensidad Sox17 | SD |intensidad Sox17 || SD | Intensidad Sox17 | SD
0157 0o 0.003 0132 0.003 0678 0093 0.116 0.047 0oes 0.025
0313 0052 0.008 0311 0.005 0951 D010 0.155 0071 0110 0.030
0625 0.103 0.058 0.453 0.076 1.160 0013 0277 0.061 0.154 0.013
125 0312 0.255 1.012 0.051 1.042 0.134 0.459 0.085 0317 0.052

25 0100 0.062 0966 0.269 0869 0.158 072% 0.079 o297 0235
5 0.105 0.089 0.480 D.423 0.432 o1 1.114 0.066 0353 0.080
10 01 0.141 0.002 0.002 0.022 0.005 0.140 0.110 0694 0.123

Concentracién, JHIZ6158015 JNJ2G483197 JNJZG483249 JNTZ25871 JNJ1T2ZB458
[1M] Intensidad Sox1? | SD | intensidad Sox17 | SD | intensidad Sex17 | SD | intensidad Sex17 || SD | intensidad Sox17 | SD
0157 0364 0.044 0149 0.058 0135 D051 0132 0063 0039 0010
0313 0577 0.062 0.398 0.166 0129 nosj 0146 0.005 0.070 0027
0625 0.985 0.072 0678 0.197 0.212 0.134 0.1% 0.054 0.137 0.043
1.25 0943 0.419 1.110 0042 0202 D103 0129 0.029 0075 007

25 0559 0.238 0857 oma2 0209 D045 0177 0030 0053 0.005
8 0019 0.019 0.194 0.007 0.154 0.023] 0174 0.070 0.038 0.001
10 Dom 0.0 0129 0.037 0129 0067 0.200 0.022 0.000 0.000

Concentracién JNJ19370026 JNJZG150202 JNJZG1T0833 JHJZG1TTOE6 JNIZET1TTTRZ
[1M] Intensidad Sex1? | SD | Intensidad Sox17 | SD | intensidad Sex17 | SD | intensidad Sex17 || SD | intensidad Sox17 | SD
0157 0074 0.024 0.040 0.030] 029 D086 0054 0014 0.186 0.040
0313 D170 0.046 0.051 00e 0746 0088 0.080 0.006 0342 0.068
0625 0.246 0.036 0.150 0.0596 084 oin 0.266 0.050 0.563 0.019
125 098 0.075 0.155 gl | 1119 0045 0332 0006 0936 0186

25 0914 0038 0.408 0.279 1.305 0.066 0432 0.154 1.146 0.137
5 0.0Mm 0,001 0.251 0.092 1.185 0012 0543 0.004 1.127 0121
10 0.000 0.000 0.262 0068 0.000 0.000) 0822 0024 0.759 0.328

Concentraciéni JNI2651 2005 JNIZG5II065 JNJZ6533156 JNJZ6T 14194 JNJI026582
[M] Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD | Intensidad Sox17 | SD |Intensidad Soxi7 /| SD | Intensidad Sox17 | SD
0157 0.0as 0.041 0049 oo 0173 0009 0.146 0041 0.059 0051
0313 0.240 0.030 0.068 i | 0.203 D061 0282 013 0054 0.040
0625 D165 0.043 0222 0.201 0.220 0.070 0202 0013 0073 0.066
1.26 D114 0.134 0.076 0034 0.202 0.002 0.165 0.030 0053 0.035

25 0.001 0.001 0.120 0.0e6 0.299 0.019 0205 0.002 0.042 0.045
=] 0om 0,001 0.0687 0.036 0.300 009 0234 0078 006 000
10 0008 0.003 0,000 0.000) 0.000 0000 0042 0028 0004 0.003
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REIVINDICACIONES
1. Un método para expandir y diferenciar células pluripotentes, que comprende las etapas del:
a) Cultivo de células pluripotentes, y
b) Tratamiento de las células pluripotentes con un inhibidor de la actividad enzimatica GSK-3B en donde el
inhibidor de la actividad enzimatica GSK-3B es 3-[1-(2-hidroxietilo)-1H-indol-3-ilo]-4-(1-piridina-3-ilo-1H-indol-3-
ilo)-pirrol-2,5-diona.
2. El método de la reivindicacién 1, en donde las células pluripotentes son las células madre embrionarias.
3. El método de la reivindicacion 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
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 reivindicacién 1, en el que las células pluripotentes se diferencian en células que expresan
marcadores caracteristicos del linaje endodérmico definitivo.

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

a) Una a 72 horas; o
b) 12 a 48 horas; o
c) 48 horas.
6. El método de la reivindicacién 1, en el que el inhibidor de la actividad de la enzima GSK-3B es:
a) Utilizado a una concentracion de 100nM a 100uM; o
b) Utilizado a una concentracion de 1uM a 10uM; o

c) Utilizado a una concentracion de 10uM.
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Figura 4A

Numero de células

0157 0313 0626 12 25 3% 10
Concentracién de JNJ1§157698 [uM]

Figura 4B
. Expresion de Sox17
LG

=
—>

0157 0313 0625 125
Concentracion de JNJ18157698 [uM]

57



ES 2624713 T3
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Figura TA
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Figura (
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Figura ]()-A
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Figura |(-B

HNF3b nivel de ARNmM
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Figura [(-C
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Figura |[-A
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Figura ||-B

Relabvo 2 control posibvo
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Figura |)
Nivel de ARNm
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Figura |3.A

Numero de células

ih""il“

Wnog

Wn g

wrl L

il

[
I

wrl |

wrl ¢

-

wirl |
Wl §
ol o
Wl ¢
wrl |
wrl ¢
Wil |
Wl g
W |
wrl g
0A3|50

aaneban

-...J...U.-...J.
m—

—

00

oAISOd |0JILCO B OADB|BN

WL

KR

g

N

Ll

e
&

69



ES 2624713 T3

Figura |3-B

Expresién de insulina
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Figura |4

Nivel da ARNmM
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Figura |5-A
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Figura [5-B
Expresién de insulina
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