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DESCRIPCION
Un procedimiento para identificar y aislar células madre pluripotentes utilizando fluorescencia azul endégena
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a la identificacion y aislamiento de células madre pluripotentes, utilizando emisiéon de
fluorescencia azul enddgena de cuerpos lipidicos. Las células pluripotentes incluyen células madre embrionarias
humanas (HUES), células madre pluripotentes inducidas humanas (HiPSC), células madre de mamiferos, asi como
células madre pluripotentes de epiblastos de ratén (mEpiSC). El procedimiento actual es un procedimiento sin etiquetas
para identificar y aislar células madre pluripotentes cebadas de células de diferenciacion/diferenciadas en un cultivo
utilizando la propiedad de la fluorescencia azul endégena emitida por cuerpos lipidicos intracelulares, que sirven como
marcadores enddgenos libres de marca especificos de células madre pluripotentes humanas (embrionarias e inducidas)
y células madre pluripotentes de epiblastos de ratén. La presente divulgacion proporciona un procedimiento para validar
la presencia de células madre pluripotentes llevando a cabo la conversién de células somaticas humanas en células
madre pluripotentes inducidas; y también células madre embrionarias de ratdén y células somaticas a células madre
pluripotentes de epiblastos de raton (mEpiSC). La presente divulgacion también se refiere al uso de cuerpos lipidicos
como un marcador endégeno para células madre pluripotentes especificas de “epiblastos” en humanos y ratones.

Antecedentes y técnica anterior de la divulgacion

Los procedimientos actuales para aislar/identificar células madre pluripotentes embrionarias e inducidas vivas o para
monitorizar el proceso de reprogramacion de células somaticas, utilizan anticuerpos contra marcadores de superficie,
por ejemplo, SSEA-4, SSEA-3, Tra-160, Tra-181 o tienen células genéticamente modificadas para informar la expresion
de genes de pluripotencia, como Oct-4 o Sox-2. El uso de anticuerpos esta sujeto a variabilidad y/o la modificacion
genética tiene problemas de seguridad inherentes obvios si estas células se van a utilizar en terapia mas adelante.
Otros procedimientos han utilizado la morfologia de la colonia o la relacion nucleo a citoplasma, aunque este
procedimiento no es definitivo, es decir, solo es sugerente. Por ejemplo, la morfologia de la colonia no aborda el
aislamiento de células individuales y tiene un fuerte componente subjetivo. Por el contrario, estos procedimientos se
utilizan para aislar las células diferenciadas de las células pluripotentes iniciadoras de teratoma. Un impulso importante
de las células iPS y ES humanas sera generar tipos de células diferenciadas especificas a partir de células
pluripotentes. Dado que estas conversiones rara vez se completan, seria importante eliminar las células pluripotentes
dentro de la poblacion diferenciada de células. Las células pluripotentes, si estan presentes, se pueden diferenciar a
células que no son deseadas o a células formadoras de tumores, es decir, teratomas, que pueden interferir en el uso
terapéutico y ademas aumentar la posibilidad de tumores malignos y benignos. La fluorescencia azul endégena se
puede utilizar para aislar células pluripotentes no diferenciadas de las células diferenciadas.

Un informe reciente utiliz6 mediciones de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM) de fluoréforos endogenos para
discriminar entre células madre embrionarias humanas pluripotentes y diferenciadoras utilizando un microscopio
multifotén disefiado a medida, mediciones de vida util de fluorescencia junto con analisis fasorial. Informaron que la
fluorescencia en la region azul que emana de las células pluripotentes surgio a partir de dos entidades: NADH y LDAG
(granulos asociados a goticulas de lipidos). LDAG son agregados de cuerpos lipidicos, que son una mezcla de lipidos
neutros contenidos por una monocapa de fosfolipidos y también pueden estar asociados con algunas proteinas. La
composicion de lipidos y proteinas presentes en estos cuerpos puede variar dentro de las células y también entre las
células. También afirman que la relaciéon de los niveles de fluorescencia de NADH a la fluorescencia que emana de los
denominados agregados de lipidos) dentro de estas células se utiliza para identificar células madre embrionarias
humanas pluripotentes. El documento utilizé6 una fuente de excitacion de multiples fotones para medir los tiempos de
vida de la fluorescencia, someti6 las intensidades medidas al analisis fasorial para determinar el tiempo de vida de la
fluorescencia individual. Se establecié que estos se trazaron como un diagrama de fasores para identificar las fuentes y
caracteristicas de la fluorescencia emitida y estimar la diferenciacién de la poblacion de células pluripotentes. El
procedimiento utilizdé un microscopio FLIM disefiado a medida junto con un andlisis fasorial. El documento también
enfatiza en mdltiples lugares que la relacion relativa de la fluorescencia de LDAG a la fluorescencia de NADH se utiliza
para determinar el estado indiferenciado. El informe tampoco demostré aislamiento/separacion de células humanas
pluripotentes de sus contrapartes diferenciadoras. El procedimiento anterior tampoco se ha aplicado a células madre
pluripotentes inducidas humanas, células madre embrionarias de ratén o células madre de epiblastos de raton
(mEpiSCs). El documento también establece que la fluorescencia observada en la LDAG emanaba de la reaccion de los
peroxidos lipidicos con las proteinas. Los perdxidos lipidicos son entidades quimicas multiples que se generan por la
oxidacion de lipidos dentro de los cuerpos lipidicos por especies de oxigeno reactivo (ROS), dependiendo del tipo de
moléculas de lipidos que estan presentes. En particular, los lipidos que son insaturados son mas propensos a la
oxidacion. El documento (Chiari et al.) No identificd ni aisléd ningun lipido especifico o su producto de oxidacién, pero
especulé que era asi. También afirmé que las células ES humanas tienen valores altos de ROS en comparacién con
otras células y, por lo tanto, estos cuerpos (LDAG) son fluorescentes en células madre embrionarias humanas. Sin
embargo, hay varias otras literaturas que indican que los valores de ROS en las células madre embrionarias son mas
bajos que en las células diferenciadas.
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El documento de la técnica anterior como se menciond anteriormente utilizaba un microscopio FLIM disefiado a medida,
no facilmente disponible, costoso y técnicamente desafiante (por ejemplo, requiere un laser de femtosegundos para la
excitacion y requiere medicién y separacion de tiempos de vida de fluorescencia individuales) y no presta a la
clasificacion FACS. Esta técnica no es adecuada para un alto rendimiento y no se puede comparar favorablemente con
la clasificacion por FACS. El informe tampoco demostré el aislamiento fisico de las células madre pluripotentes y el
cultivo posterior de estas células o examiné células madre pluripotentes inducidas o células madre de tipo epiblasto. Las
imagenes proporcionadas por el microscopio FLIM no permiten una facil diseccion mecanica debido a su baja
resolucioén. El procedimiento también depende de la vida de fluorescencia de los fluoréforos que se ven afectados por el
entorno molecular en el que residen los fluoréforos y puede mostrar una variacion sustancial y depende en gran medida
del contexto. Por ejemplo, una tesis de maestria del mismo laboratorio habia informado anteriormente el analisis FLIM
de células madre embrionarias humanas y se le dio una interpretacion/identificacion diferente a la fluorescencia
observada. El documento tampoco informa la ausencia de cuerpos lipidicos y la fluorescencia asociada en células ES
de ratdn, no reporta ningin experimento con células pluripotentes inducidas por humanos, y tampoco asocia los cuerpos
lipidicos fluorescentes azules enddgenos con el estado de células madre de tipo epiblasto.

La presente divulgacion supera los inconvenientes de la técnica anterior al describir un procedimiento que mide solo la
intensidad de la fluorescencia azul enddgena (es decir, la autofluorescencia) utilizando microscopios de epifluorescencia
de campo ancho estandar para identificar células madre pluripotentes. Ademas, muestra que la clasificacion de células
activadas por fluorescencia convencional (FACS) se utiliza para aislar células pluripotentes a partir de la diferenciacion
de las células basandose en la intensidad de la fluorescencia azul. En otras palabras, no requiere la medicién de
tiempos de vida de fluorescencia y su analisis o la necesidad de medir la relacién de fluorescencia LDAG y fluorescencia
NADH para identificar y aislar células pluripotentes. La presente divulgacion también se presta, por lo tanto, faciimente a
una identificacion y aislamiento de alto rendimiento, por ejemplo, FACS, y la posterior propagacion de células madre
pluripotentes humanas a diferencia del procedimiento FLIM. El presente procedimiento también demuestra
adicionalmente su aplicacion en el aislamiento de células madre pluripotentes humanas tnicas (es decir, FACS depende
de la dispersion en células individuales) y la posterior propagacion, que ha sido una seria limitacion en la técnica
anterior. Este procedimiento también evita la variabilidad asociada con el etiquetado de anticuerpos o la modificacion
genética.

El procedimiento descrito en la presente divulgacion, ademas de examinar lo anterior, es robusto, se puede aplicar facil
y directamente con el equipo estandar disponible en la mayoria de los laboratorios y no requiere experiencia o
capacitacion especifica o instrumentos muy sofisticados. Por lo tanto, la presente divulgacion supera todos los
inconvenientes que se enfrentan actualmente en la técnica anterior y mejora el campo de la tecnologia actual.

Declaracion de la presente divulgacion

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para identificar células madre
pluripotentes en un cultivo y opcionalmente aislar la célula madre pluripotente del cultivo, dicho procedimiento
comprende los actos de: a) someter el cultivo a excitacion a una longitud de onda que varia de aproximadamente 275
nm a aproximadamente 410 nm para obtener la emision de fluorescencia azul endégena del cuerpo lipidico presente
dentro de la célula madre pluripotente; y b) medir la intensidad de la emision para identificar la célula madre pluripotente
en el cultivo; c) opcionalmente clasificar el cultivo para aislar la célula madre pluripotente del cultivo.

Breve descripcion de las figuras acompafnantes

Para que la divulgacion pueda entenderse facilmente y ponerse en practica, se hara referencia ahora a realizaciones de
ejemplo ilustradas con referencia a las figuras adjuntas. Las figuras junto con una descripcion detallada a continuacion
se incorporan y forman parte de la memoria descriptiva, y sirven para ilustrar adicionalmente las realizaciones y explicar
diversos principios y ventajas, de acuerdo con la presente divulgacion en la que:

BF - Campo brillante; HPSC: célula madre pluripotente humana; HUES: célula madre embrionaria humana; HiPSC:
célula madre pluripotente inducida por humanos; NFF: Fibroblastos de prepucio neonatal; mEpiSC: célula madre
parecida al epiblasto del raton; NFF iPSC: célula madre pluripotente inducida por fibroblastos de prepucio neonatal;
ADF: fibroblastos dérmicos adultos; ADF iPSC: célula madre pluripotente inducida por fibroblastos dérmicos adultos;
LCL.: estirpe celular linfoblastoidea; LCL iPSC: célula madre linfoblastoide inducida por célula madre pluripotente;

La figura 1 muestra que las células madre pluripotentes humanas tienen cuerpos lipidicos citoplasmaticos que tienen
una fluorescencia azul caracteristica.

(a) Se observo fluorescencia azul (excitacion - 325-375 nm y emisién - 460-500 nm) en todas las colonias HUES e HiPS
(NFF iPS, ADF iPS, LCL iPS) cultivadas en medios tipicos y condiciones de cultivo, (b) Imagenes representativas de
gran aumento de células HUES7 que muestran fluorescencia azul confinada a cuerpos esféricos citoplasmaticos (panel
superior izquierdo); estos cuerpos esféricos fluorescentes a menudo muestran una distribucion polarizada dentro de las
células (flechas rojas - panel superior derecho), se tifien con el marcador especifico del cuerpo lipidico
BODIPY®493/503 (panel central) y no se colocalizan con el tinte especifico de mitocondrias TMRM (panel inferior)
Imagen confocal (panel superior izquierdo) se adquirié a la excitacién - 405 nm y emisién - 420-490 nm. BF - Campo
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brillante; NFF: fibroblastos de prepucio neonatal ADF: fibroblastos dérmicos adultos; LCL: estirpe celular linfoblastoidea;
TMRM: éster metilico de tetrametilrodamina.

La figura 2 muestra que los cuerpos lipidicos fluorescentes azules solo estan presentes en HPSC, no estan presentes
en células somaticas humanas y se excluyen de otros organelos citoplasmicos (ER, Golgi y peroxisomas).

(a) Cultivos de HPSC (HUES7, NFF iPSC, ADF iPSC y LCL iPSC) muestran numerosos cuerpos lipidicos (tincién O Oil
Red positivo), (b) Cuerpos lipidicos positivos O Oil Red en fibroblastos de embrion de ratéon (MEF) y neonato humano
(NFF) no exhiben fluorescencia azul y no son tan prominentes como en HPSC. (c) Las células madre mesenquimales
(MSC) derivadas de la médula 6ésea humana y la placenta no muestran fluorescencia azul, (d) La fluorescencia azul es
significativamente mas alta en los cultivos de HPSC en comparacién con las células somaticas. Las intensidades de
fluorescencia medias estan en unidades arbitrarias (n=3, colonias multiples de tres cultivos independientes para cada
tipo de célula), (e) las neuronas derivadas de HUES7 no muestran fluorescencia azul, (f) los cuerpos de lipidos
fluorescentes azules presentes en HUES7 no se colocalizan con reticulo endoplasmatico, (ER - panel superior), aparato
de Golgi (panel medio) o peroxisomas (panel inferior). El nivel de significancia *** es <0.001.

La figura 3 muestra que la fluorescencia azul asociada al cuerpo lipidico es un marcador de pluripotencia y ayuda en el
facil aislamiento y la propagacion de células individuales de alto rendimiento de HPSC.

(a) La fluorescencia azul asociada al cuerpo lipidico se coexpresa con marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y
NANOG) en células HUES7 no diferenciadas. Las regiones de diferenciacion identificadas por morfologia (marcadas con
linea punteada roja) muestran ausencia de marcadores de pluripotencia y fluorescencia azul asociados al cuerpo
lipidico, (b) Diagramas de dispersion de intensidades de fluorescencia medias de fluorescencia azul frente a
fluorescencia de marcador de pluripotencia (positiva) correlacion, (c) anadlisis FACS muestra coexpresion de
fluorescencia azul con marcadores OCT4 y SSEA-4, (d) diagramas de dispersion FACS tipicos e histogramas de HPSC
no diferenciadas muestran una poblacion azul alta mas grande mientras que los cultivos diferenciadores muestran lo
inverso, (e) Recuentos de células de poblaciones de células azules altas y bajas de cultivos no diferenciados y
diferenciadores, (f) Colonias tipicas de células clasificadas de alto azul, azul bajo y no clasificadas, (g) Recuentos de
colonias de alto azul, bajo azul y no clasificadas a partir de cultivos no diferenciados y diferenciados, (h) Las células de
“bajo azul” son viables, tienen mitocondrias activas y no tienen morfologia HUESC caracteristica, (i) Aislamiento y
propagacion de HUESC a partir de cultivos de HUES altamente diferenciados obtenidos mediante el cultivo de células de
una poblacion azul “alta”. Q1 = cuadrante superior izquierdo, Q2 = cuadrante superior derecho, Q3 = cuadrante inferior
izquierdo, Q4 = cuadrante inferior derecho.

La Figura 4 muestra que las células somaticas humanas adquieren cuerpos lipidicos fluorescentes muy temprano en la
reprogramacion. (a, b) Los fibroblastos neonatales (NFF) y las células linfoblastoides (LCL) muestran una apariencia
muy temprana de cuerpos lipidicos fluorescentes azules (D(n) - dias después de transfeccion y colocacion en placas).
La capa de fondo del alimentador MEF permanece no fluorescente. (c, d) Los perfiles fluorescentes azules FACS de
células madre pluripotentes inducidas humanas (HiPSC (NFF iPSC y LCL iPSC) son similares y coinciden
estrechamente con los de las células madre embrionarias humanas (HUES7) (véase figura 2c) y difieren
sustancialmente de los de su precursor somatico. Tenga en cuenta que las escalas horizontales en los diagramas de
perfil y dispersion inferior son mas pequefios.

La Figura 5 muestra una linea de tiempo de reprogramacion y aparicion de fluorescencia azul en células somaticas
humanas.

(a) Se siguié un grupo tipico de células que mostraron morfologia aplanada y fluorescencia azul después de la
electroporacion desde el dia 8 (D8) hasta el dia 23 (D23) y la colonia resultante se tifi6 con marcadores de pluripotencia
(SSEAS4 y OCT4). (b) Los grupos de células con cuerpos lipidicos fluorescentes azules en D8 también muestran
expresion de SSEA4. El panel de la derecha muestra la coexpresion de cuerpos lipidicos fluorescentes azules, OCT4 y
SSEA4 en un HiPSC reprogramado.

La figura 6 muestra que los cuerpos lipidicos fluorescentes azules marcan las células madre pluripotentes “cebadas” o
“epibladas”.

(a, b) Imagenes representativas de contraste de fase y fluorescencia (aumento pequefio y alto) de ES de ratén (mES-
D3) y ES humana (HUES?). Las células mES-D3 tienen una fluorescencia azul mucho mas baja en comparacion con
HUES?7. (c) imagenes de BODIPY®493/503 y de alta magnificacién de fiuorescencia azul de mES-D3 y HUES7. Las
células ES de raton muestran cuerpos lipidicos ocasionales (flechas blancas) que no son fluorescentes a diferencia de
las células HUES, (d) La débil fluorescencia azul observada en las células mES colocaliza con el colorante especifico de
mitocondrias - TMRM (R2 = 0,93). (e) Los perfiles FACS tipicos de las células ES de raton y humanas muestran que la
célula mES tiene niveles de fluorescencia unimodal mas bajos, mientras que las células HUES tienen una distribucion
bimodal. (f, h - panel superior) Las células HUES7 cultivadas en medios HUES tipicos tienen cuerpos lipidicos
fluorescentes azules. (g, i - panel superior) Las células ME de raton cultivadas en medios de mES tipicos tienen muy
pocos cuerpos lipidicos. La tenue fluorescencia azul observada en las células mES emana de las mitocondrias (véase
figura 4d) (f, h - panel inferior) Las células HUES7 cultivadas en medios que promueven la conversion al estado
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“indiferenciado” muestran una disminucion sustancial en el nimero de cuerpos lipidicos (Oil Red positivo) con una
disminucion correspondiente en la fluorescencia azul. (g, i - panel inferior) Las células ES-D3 de ratén cultivadas en
medios que promueven la conversion al estado “cebado” o “similar a epiblasto” muestran un aumento sustancial en el
numero de cuerpos lipidicos (rojo-aceite positivo), que tienen fluorescencia azul. Q1 = cuadrante superior izquierdo, Q2
= cuadrante superior derecho, Q3 = cuadrante inferior izquierdo, Q4 = cuadrante inferior derecho.

La figura 7 muestra la caracterizacion in vitro de células madre pluripotentes humanas (“cebadas”) a “indiferenciadas” y
de ratdn (indiferenciadas) a “cebadas”.

(a, b) Las imagenes representativas (gran aumento) de HUES7 (“‘cebado”) y mESD3 (“indiferenciado”) cultivadas en
medios tipicos (TM) y medios de conversion (CM) muestran diferencias en la morfologia (imagen de fase) y el nimero
de cuerpos lipidicos fluorescentes azules e intensidad de fluorescencia OCT4 (panel superior y medio). Estas células
permanecen viables y pluripotentes en los medios de conversion, expresan OCT4 y son negativas para la tincion de
yoduro de propidio (PI). (c, d) El perfil FACS de HUES7 en los medios de conversion muestra que ha aumentado el
numero de células azules altas que han disminuido y el nUmero de células azules bajas. Se observa el efecto opuesto,
células mES cultivadas en medios de conversion. Q1 = cuadrante superior izquierdo, Q2 = cuadrante superior derecho,
Q3 = cuadrante inferior izquierdo, Q4 = cuadrante inferior derecho.

La Figura 8 muestra que los cuerpos lipidicos fluorescentes azules estan ausentes en la masa celular interna (ICM) del
blastocito de ratdn, y estan presentes en muchas células epiblastos de raton y también en células similares a mEpiSC.

(a) Los cuerpos lipidicos fluorescentes estan ausentes en la masa celular interna (ICM) del embrion de ratéon DPC 3.5,
(b - panel superior). EI embriéon de raton DPC 6.5 muestra altos niveles de fluorescencia azul distribuidos
diferencialmente. El gran aumento de la regién del epiblasto muestra numerosos puntos azules fluorescentes. (b - panel
inferior) Los puntos azules de fluorescencia en la region del epiblasto se tifien con BODIPY®493/503. (c) Las células
madre de epiblastos de raton (mEpiSC) cultivadas a partir de embrion de raton (DPC 6.5) en medio mEPISC (K15F5) y
pasadas secuencialmente (p1, p2 y p3) retienen cuerpos lipidicos positivos de BODIPY®493/503 fluorescentes azules.
El panel inferior muestra las células de un cultivo p3 a gran aumento y la colocalizacion de la fluorescencia azul con
BODIPY®493/503. (d) Graficos de dispersion de las intensidades medias de fluorescencia BODIPY®493/503 frente a las
intensidades de fluorescencia azules medias en el embrién de ratén posterior a la implantacién (DPC 6.5) y en las
células similares a mEpiSC muestran una alta correlacién positiva. BF - Campo brillante

La Figura 9 muestra que las células ES de ratén no toman retinol de los medios y los secuestran en cuerpos lipidicos.

Las células ES de raton cultivadas en KOSR al 20% con o sin retinol adicional no muestran ningin aumento en la
fluorescencia azul y no muestran ningin aumento significativo en el nimero de cuerpos lipidicos a diferencia de las
células HUES7 (véase figura 10e, g).

La figura 10 muestra que la fluorescencia azul en los cuerpos lipidicos surge de los retinoides obtenidos de los sueros o
los componentes séricos de reemplazo.

(a) Los cuerpos lipidicos aislados de células HUES7 utilizando centrifugacién en gradiente de sacarosa retienen la
fluorescencia azul, (b) Cloroformo: los extractos de metanol de los cuerpos lipidicos fluorescentes y el palmitato de
retinilo tienen espectros de fluorescencia idénticos. Los rastros de fluorescencia de muestras individuales se
normalizaron a sus valores maximos de emision, (c) C18 HPLC inversa del cloroformo: extracto de metanol y
estandares de retinilo muestran que el pico principal del extracto y palmitato de retinilo tienen tiempos de retencién
idénticos, (d) analisis por HPLC de fase inversa de cloroformo: extracto de metanol de FBS y medios de grado ES
comercialmente libres de suero muestran la presencia de retinol. (e) Los cuerpos lipidicos en células cultivadas en
medios celulares HUES tipicos suplementados con palmitato de retinilo muestran un aumento dependiente de la dosis
en fluorescencia azul, (f) células HUES7Y cultivadas en medio ES humano tipico con suero de 5 fuentes diferentes que
reemplazan KOSR tienen cuerpos lipidicos fluorescentes azules, (g) HPSC cultivadas en medios E8 quimicamente
definidos (carece de retinol) muestran una fuerte disminucién en cuerpos lipidicos (flechas rojas) y fluorescencia azul
con el tiempo, y recuperan cuerpos lipidicos fluorescentes azules en 48 horas cuando E8 se complementa con retinol.
Nivel de significancia *** es <0.001

Descripcion detallada de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a un procedimiento para identificar células madre pluripotentes en un cultivo y
opcionalmente aislar la célula madre pluripotente del cultivo, dicho procedimiento comprende los actos de:

a) someter el cultivo a excitacién a una longitud de onda que varia de aproximadamente 275 nm a aproximadamente
410 nm para obtener la emision de fluorescencia azul endégena del cuerpo lipidico presente dentro de la célula madre
pluripotente; y

b) medir la intensidad de la emision para identificar la célula madre pluripotente en el cultivo;
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c) opcionalmente clasificar el cultivo para aislar la célula madre pluripotente del cultivo.

En una realizacion de la presente divulgacion, el cultivo comprende células seleccionadas de un grupo que comprende
células madre no diferenciadas, células madre de diferenciacion, células madre diferenciadas, células que tienen o se
sospecha que tienen células madre pluripotentes y combinacién de las mismas.

En otra realizacion de la presente divulgacion, la excitacion es de fuente de fotdn Unico o fuente de multifotones.

En otra realizacién mas de la presente divulgacion, la intensidad de la emision de fluorescencia azul enddgena esta en
una longitud de onda que varia de aproximadamente 410 nm a aproximadamente 550 nm.

En ofra realizacion mas de la presente divulgacion, la emisién de fluorescencia azul endogena se detecta utilizando la
técnica seleccionada de un grupo que comprende microscopia de fluorescencia, microscopia de epifluorescencia,
microscopia dual, microscopia multifoténica y una combinacién de las mismas.

En ofra realizacion mas de la presente divulgacion, la célula madre pluripotente se selecciona de un grupo que
comprende células madre embrionarias humanas (HUESC), células madre pluripotentes inducidas humanas (HiPSC),
célula madre pluripotente de epiblastos de ratén (mEpiSC), células madre de mamiferos y combinacion de las mismas.

En otra realizacion mas de la presente divulgacion, la célula madre pluripotente inducida por humanos (HiPSC) se
selecciona de un grupo que comprende células madre pluripotentes inducidas por linfoblastos humanos (LCL iPSC),
célula madre pluripotente inducida por fibroblastos de prepucios de neonatales humanos (NFF iPSC), células madre
pluripotentes inducidas por fibroblastos de dermis de adultos (ADF iPSC) y una combinacién de las mismas.

En ofra realizacion mas de la presente divulgacion, la clasificacion se lleva a cabo mediante la técnica de clasificacion
de células activadas por fluorescencia.

En ofra realizacion mas de la presente divulgacion, la fluorescencia azul surge de los retinoides dentro de los cuerpos
lipidicos de las células madre pluripotentes.

En adn ofra realizacion de la presente divulgacion, dicho procedimiento se emplea para la propagacion de alto
rendimiento de células madre pluripotentes humanas.

En aun otra realizacion de la presente divulgacion, las células madre pluripotentes son indiferenciadas o cebadas o
ambas.

En otra realizacién mas de la presente divulgacion, las células madre pluripotentes preparadas son células pluripotentes
tipo epiblastos.

La presente divulgacion se refiere a un procedimiento para identificar y aislar células madre pluripotentes humanas
utilizando fluorescencia endégena que emana de cuerpos lipidicos presentes dentro de las células madre pluripotentes.
La propiedad de la fluorescencia es una propiedad inherente de solo tales cuerpos lipidicos que estan presentes en las
células madre pluripotentes; y no todos los cuerpos lipidicos tienen la propiedad de autofluorescencia. Por lo tanto, los
cuerpos lipidicos de la presente divulgacion tienen naturaleza especifica de fase y célula.

En una realizacion de la presente divulgacion, se observa que las células madre embrionarias humanas (HUESC) y las
células madre pluripotentes inducidas humanas (HiPSC) contienen cuerpos lipidicos esféricos que emiten fluorescencia
azul endégena y sirven como marcador endogeno libre de etiqueta para el estado pluripotente [Figuras 1, 2, 3]. La figura
1 muestra que las células madre pluripotentes humanas tienen cuerpos lipidicos citoplasmicos que tienen una
fluorescencia azul caracteristica. Las imagenes de fase se muestran arriba y sus imagenes de fluorescencia
correspondientes se muestran abajo en dicha figura. En estas figuras, LCL es una estirpe de células linfoblastoides,
NFF es fibroblastos de prepucio neonatal, ADF es fibroblastos dérmicos de adulto y MEF es fibroblastos de embriones
de ratén, que son todas células somaticas que carecen de fluorescencia azul endégena.

En otra realizacion de la presente divulgacion, cuando las células madre embrionarias humanas y las células madre
pluripotentes inducidas humanas se diferencian espontaneamente o se diferencian se hacen para diferenciacién, no se
observan cuerpos lipidicos con fluorescencia azul endégena cuando se excitan utilizando una sola fuente de excitacion
de fotones en la longitud de onda que varian de aproximadamente 275 nm a aproximadamente 410 nm, preferiblemente
alrededor de 325 nm a 375 nm, cerca o en la region UV [Figura 3], o una fuente de multifotones en una longitud de onda
apropiada, suficiente para excitar el fluoréforo presente dentro de la célula madre pluripotente.

La presente divulgacion permite monitorizar, identificar y aislar células madre pluripotentes humanas (embrionarias e
inducidas) y células madre pluripotentes tipo epiblastos de ratdon utilizando fluorescencia azul endégena de cuerpos
lipidicos intracelulares que emanan de compuestos “retinoides” o “similares a retinoides” presentes en estos cuerpos
lipidicos.
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En una realizacion de la presente divulgacion, la fluorescencia azul surge del secuestro de retinoides, principalmente
ésteres de retinilo dentro de los cuerpos lipidicos de células madre pluripotentes humanas.

En otra realizacion de la presente divulgacion, suplementar los medios de cultivo con retinol o palmitato de retinilo
provoca un aumento dependiente de la dosis en la fluorescencia azul dentro de los cuerpos lipidicos de las células
madre embrionarias humanas que indica captacion de retinoides del medio de cultivo y su secuestro dentro de los
cuerpos lipidicos.

En aun ofra realizacién de la presente divulgacion, los cuerpos lipidicos que secuestran retinoides marcan el estado
“tipo epiblasto” in vivo e in vitro y sirven como un marcador util para distinguir entre células madre pluripotentes
“indiferenciadas” y “cebadas”.

En otra realizacién mas, el procedimiento descrito en la presente divulgacion esta libre de etiquetas, es decir, utiliza solo
las intensidades de fluorescencia endégena azul asociadas con los cuerpos lipidicos y no utiliza la relacion de
intensidades de fluorescencia NADH con las intensidades de fluorescencia LDAG como indicador de células madre
pluripotentes diferenciadas o no diferenciadas.

De acuerdo con el procedimiento de la presente divulgacion, la identificacion de células madre pluripotentes se realiza
cuando el fluoréforo endégeno de las células madre pluripotentes se somete a excitacion con la fuente de luz/longitud
de onda apropiada, y emite fluorescencia azul endoégena. La excitacion de las células madre pluripotentes se realiza
utilizando una unica fuente de excitacion de fotones a una longitud de onda que varia de aproximadamente 275 nm a
aproximadamente 410 nm, preferiblemente alrededor de 350 nm o una fuente de multifotones a la longitud de onda
apropiada, suficiente para excitar el fluoréforo presente dentro de la célula madre pluripotente.

En otra realizacion, en la presente divulgacion, se utiliza laser UV con filtros apropiados en FACS y se utiliza una
lampara de haluro metalico o una fuente de luz, que incluye laseres, que genera luz UV junto con filtros apropiados en el
microscopio de epifluorescencia. La excitacion en las células madre pluripotentes es de alrededor de 325 nm a 375 nmy
la emision se observa alrededor de 410 nm a 500 nm como una fluorescencia azul de 410 nm a 500 nm de los cuerpos
lipidicos presentes en ellos. Para Microscope y el ejemplo de filtros utilizados seria - La excitacion es a 325 nm - 375
nm; 426 nm - 446nm, el Dicroico utilizado - 460dc xru; y la emision es de alrededor de 460 nm -500nm. Para FACS en
un ejemplo, la excitacion es de alrededor de 375 nm, cerca de UV, detector Trigon para fluorescencia azul y se recoge a
aproximadamente 450/50nm filtro de paso de banda. La técnica actual no implica tincién y es un procedimiento sin
marcador.

En otra realizacion mas de la presente divulgacion, se monitoriza la fluorescencia azul enddgena utilizando un
microscopio de fluorescencia estandar con filtros apropiados, lo que permite tanto la identificacién como el aislamiento
mecanico de células pluripotentes humanas. En un ejemplo, el microscopio utilizado es un Nikon Eclipse TE 2000. Los
filtros utilizados para observar la fluorescencia azul enddégena en un ejemplo fueron de Chroma (Excitacion - 325-375;
426 - 446nm, dicroico - 460dc xru, Emision - 460 — 500 nm). Los objetivos utilizados variaron desde aproximadamente
10X hasta aproximadamente 60X [Figuras 1 a 10].

En aun otra realizacion de la presente divulgacion, se observan dos distribuciones solapadas pero distintas de
fluorescencia azul endégena cuando los cultivos de células pluripotentes principalmente humanas se clasifican en una
maquina FACS como se detalla (clasificador de células BD FACS Aria, laser - 375nm cerca de UV, detector Trigon para
fluorescencia azul y recogida a 450/50nm filtro de paso de banda (canal DAPI); voltaje PMT ajustado a 350V para
fluorescencia azul). La distribucion con mayor fluorescencia azul endégena contiene mas células pluripotentes, es decir,
las células que caen dentro del perfil de fluorescencia azul superior también dan lugar a un mayor nimero de colonias
de células madre pluripotentes en las placas [Figuras 3 y 6].

En aun otra realizacién de la presente divulgacion, las células con mayor fluorescencia endégena azul se separan facil y
confiablemente de la poblacién no pluripotente como células individuales utilizando la fluorescencia azul endogena
(Figura 3).

La presente técnica se utiliza con un microscopio y filtros de fluorescencia estandar; y también pueden utilizar
clasificadores celulares activados por fluorescencia estandar que son capaces de visualizar la fluorescencia con un filtro
de paso de banda de 450/50nm (por ejemplo, el canal DAPI) para identificar, cuantificar y aislar células madre humanas
pluripotentes, tanto embrionarias como inducidas. Con FACS, se utiliza para clasificar las células pluripotentes y con los
microscopios de fluorescencia se pueden diseccionar mecanicamente las areas que contienen células madre
pluripotentes de células diferenciadas mediante la monitorizacién de la fluorescencia azul endégena. La presente
divulgacién describe un procedimiento que se presta facilmente a una identificacion de alto rendimiento, aislamiento y
propagacion de células madre pluripotentes humanas a diferencia del procedimiento FLIM.

En una realizacion, la clasificacion y propagacion repetidas de células madre pluripotentes humanas no altera sus
perfiles de distribuciéon de fluorescencia azul lo que indica que las células clasificadas continitan comportandose como
HPSC regulares y aquellas con fluorescencia azul alta retienen la pluripotencia.
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En otra realizacion, las células somaticas no tienen cuerpos lipidicos esféricos que emitan esta fluorescencia endégena,
pero si cuando se convierten en el estado pluripotente. Inicialmente, Yamanaka y sus colaboradores demostraron que
los factores de transcripcion como Oct4, Sox2, Nanog, KIf, C-Myc, N-Myc, Lin28 pueden convertir células somaticas,
cuando se expresan en las combinaciones y niveles correctos para generar colonias de células madre pluripotentes
inducidas. Estos factores se expresan transfectando o infectando células somaticas con plasmidos, virus o
transcripciones R A que codifican estas proteinas. Las proteinas también se pueden transferir directamente a las células
utilizando péptidos que penetran en la célula. También se han identificado pequefias moléculas quimicas que permiten
la expresion endogena de estas proteinas. En la expresion sostenida de estos factores de transcripcion exégenos y en
los medios apropiados que incluirian los factores de crecimiento apropiados, las células somaticas comenzaron a
convertirse en células madre pluripotentes. Los genes enddgenos que codifican OCT-4, KlIf4, Nanog, SOX-2 en las
células somaticas también comienzan a expresarse y las células se vuelven células madre pluripotentes. La presencia
continua de los factores de transcripcion exdgenos ya no es esencial. En la mayoria de estas condiciones, solo un
pequefio porcentaje de células experimenta conversion a pluripotencia. A medida que las células somaticas se
reprograman, aparecen cuerpos lipidicos con fluorescencia azul endégena incluso antes de que se formen las colonias
tipicas de iPSC [Figuras 4 y 5]. La Figura 4 muestra que las células somaticas humanas adquieren cuerpos lipidicos
fluorescentes muy temprano en la reprogramacion. La figura 4 captura el contraste de fase combinado y las imagenes
de fluorescencia azul de un NFF y LCL transfectaron los plasmidos episémicos que codifican OCT4 humano, SOX2, L-
Myc, Kif4, Lin-28 y p53-shRNA (Addgene plasmid nos: 27076, 27078,27080) obtenido del Laboratorio Yamanaka a
través de Addgene, EE. UU. y utilizado segun el procedimiento de Okita et al. 2011. que se siguen durante varios dias
hasta la formaciéon de colonias iPS. Los factores de Yamanaka son factores de transcripcion de proteinas, tales como
Oct-4, Sox-2, KIf4, L-Myc, que cuando se expresan juntos en células somaticas, los convierten en células madre
pluripotentes, es decir, colonias iPSC. En la figura, D es dias en cultivo después de la transfeccion.

En otra realizacion, la fluorescencia azul enddégena junto con los cuerpos lipidicos son caracteristicas del estado del
epiblasto de las células madre pluripotentes humanas. Las células ES de ratéon que se consideran se encuentran estan
en el estado “indiferenciado” no tienen ningin cuerpo lipidico con fluorescencia azul endoégena. Se observan niveles
bajos de fluorescencia enddgena azul en células ES de ratéon que emanan de sus mitocondrias [Figura 6].

En aun otra realizacion, las células pluripotentes humanas, cuando se cultivan en condiciones de cultivo que se sabe
que las hacen mas parecidas a ES de ratén, es decir, el estado mas “indiferenciado”, muestran una disminucion en el
numero de cuerpos lipidicos con fluorescencia azul endégena y células ES de ratén cuando crecen en condiciones que
favorecerian el estado del epiblasto (MEpiSC) muestran un mayor numero de cuerpos lipidicos mas grandes y estos
cuerpos adquieren fluorescencia azul [Figura 6].

La presente divulgacion permite monitorizar, identificar y aislar células madre pluripotentes humanas (embrionarias e
inducidas) utilizando una fluorescencia azul endégena a partir de cuerpos lipidicos intracelulares. La fluorescencia azul
enddgena también se utiliza para seguir la reprogramacion y también para distinguir células madre pluripotentes y
células diferenciadas entre si. Ademas, los cuerpos lipidicos también ayudan a identificar las células madre en el estado
“cebado” o epiblasto desde el estado mas primitivo o el estado “indiferenciado” [Figuras 1 a 10].

En otra realizacion de la presente divulgacion, la fluorescencia azul endégena se retiene dentro de los cuerpos lipidicos
incluso en células fijadas con paraformaldehido [Figuras 2 y 3].

En ofra realizacion mas de la presente divulgacion, los resultados experimentales se confirman mediante la realizacion
de diversas pruebas tales como la presencia de marcadores pluripotentes especificos, por ejemplo, Oct-4, Sox2 y
Nanog y su asociacion con la tincidon con aceite rojo y la posterior expansién de la poblacion de células clasificadas. La
tincion con aceite rojo se lleva a cabo para confirmar que los cuerpos esféricos que emiten fluorescencia azul endégena
son en realidad cuerpos lipidicos.

En una realizacion de la presente divulgacion, las células pluripotentes representan la presencia de diversos
marcadores pluripotentes tales como Oct-4, Sox2, Klif4, C-Myc, Lin28, SSEA-4, SSEA-3, fosfatasa alcalina, Tra-1-60,
Tra- 1-81 -etc. Los niveles de proteinas Oct-4, Sox2 y marcadores (células madre) Nanog pluripotencia se determinan
por inmunofluorescencia, que muestran una correlacion positiva con los niveles de fluorescencia endégena azul. En las
colonias de células madre pluripotentes humanas que se diferencian espontaneamente, es decir las areas que por
morfologia se ven diferenciadas no muestran fluorescencia azul endégena y las células en estas areas tampoco
expresan o tienen niveles muy bajos de Oct-4 en sus nucleos [Figura 3]. Los cultivos de células madre pluripotentes
diferenciadas cuando se clasifican, muestran un mayor nimero de células con fluorescencia azul endégena inferior
[Figura 3].

La presente divulgacion se refiere a la identificacion y aislamiento de células madre pluripotentes inducidas humanas a
partir de sus contrapartidas diferenciadoras; y células madre pluripotentes de ratén y humanas en estados embrionarios
y epiblastos. La técnica es libre de etiquetas, es adecuada para la identificaciéon de alto rendimiento, diseccidon mecanica
facil, aislamiento y propagacion posterior. El procedimiento emplea un microscopio de fluorescencia estandar y una
maquina FACS y no implica ningun equipo costoso. La presente divulgacion no emplea FLIM y graficos de fasores para
identificar y separar la fluorescencia de NADH y LDAG. Adicionalmente, la presente invencion no menciona que la
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presencia de fluorescencia en cuerpos lipidicos en células madre pluripotentes se debe a especies de oxigeno
reactivas.

El procedimiento descrito en la presente divulgacion es robusto, se aplica de manera facil y directa con el equipo
estandar disponible en la mayoria de los laboratorios y no requiere conocimientos especificos o capacitacion o
instrumentos muy sofisticados.

El procedimiento descrito en la presente divulgacion se utiliza para demostrar que la fluorescencia azul endoégena es
perceptible muy temprano en el proceso de conversion de células somaticas humanas a células iPS y por lo tanto sirve
como un marcador temprano de reprogramacion y ayuda a controlar el proceso de conversion a pluripotencia. En la
técnica anterior, la eficacia de la reprogramacion podria estimarse solo visualizando la aparicién de colonias por
morfologia y aparicion de marcadores como Oct-4-GFP utilizando células de partida genéticamente modificadas, por lo
tanto, la presente divulgacion supera dicho inconveniente.

Reciprocamente, se utiliza para seguir el proceso de diferenciacion y eliminar las células madre pluripotentes
formadoras de teratoma, por ejemplo, antes del trasplante in vivo de las células diferenciadas. Las células madre
pluripotentes pueden formar teratomas en el trasplante. Los teratomas, que son tumores, generalmente son benignos,
pero tienen el potencial de generar tumores malignos y también otros tipos de células diferenciadas de las tres capas
germinales. Estas células también interferirian con el funcionamiento de las células trasplantadas. En la técnica anterior,
la eliminacién de células pluripotentes de la poblacién diferenciada requeria el uso de anticuerpos o la modificacion
genética de las células y, por lo tanto, esta divulgacion supera dicho inconveniente. En una realizacion, las estirpes
celulares ES de raton (ES D3 y ES R1) se obtienen de American Type Culture Collection (ATCC), en el que ES D3 se
derive de la cepa 129S2/SvPas de blastocisto de raton y tiene la ATCC No: CRL-1934.

Para referencia:

la fuente de ES R1 es del Dr. Andras Nagy, del Instituto de Investigacion de Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute
Mount Sinai Hospital Joseph & Wolf Lebovic Health Complex600 University Avenue Toronto Ontario. ES R1 se
establece a partir de blastocitos de 3,5 dias producidos cruzando dos subcepas 129 de ratén (129S1/SvimJ y 129XI1/Svj)
y tiene el ATCC No. SCRC- 1011. La célula madre embrionaria humana HUES7 se obtiene del Dr. Doug Melton,
Universidad de Harvard, EE. UU. Esta linea se genero a través de la colaboracion de Boston IVF con la Universidad de
Harvard y el Centro Médico Howard Hughes, y esta disponible a través del Dr. Doug Melton. La fuente de estas células
y detalles estan disponibles en “Derivation of embryonic stemcell lines from human blastocysts”. Autores - Cowan CA,
Klimanskaya |, McMahon J, Atienza J, Witmyer J, Zucker JP, Wang S, Morton CC, McMahon AP, Powers D, Melton DA.
Diario - N. Engl. J. Med. 2004 25 de marzo; 350 (13): 1353 - 6. Epub 2004 3 de marzo.

Fuente de LCL, ADF y NFF: Clinica Geriatrica, Instituto Nacional de Salud Mental y Neurociencias (NIMHANS).

En una realizacion de la presente divulgacion, la tecnologia de la presente solicitud se elabora adicionalmente con la
ayuda de los siguientes ejemplos. Sin embargo, los ejemplos no deben interpretarse que limitan el alcance de la
divulgacion.

EJEMPLOS:
Materiales e instrumentacion
Cultivo de células madre pluripotentes humanas y de ratén

La estirpe de células madre embrionarias humanas (HUES7) y estirpes de células madre pluripotentes inducidas
humanas (LCL iPSC, NFFs iPSC y ADF iPSC) se mantienen como colonias no diferenciadas en capas de alimentacion
de fibroblastos de embriones de ratén mitéticamente inactivados (MEF) en medio de cultivo HUES tipico (KO-DMEM
(Invitrogen, EE. UU.), aproximadamente 100 uyM 2-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, EE. UU.), aproximadamente 20% de
reemplazo sérico modificado (KOSR - Invitrogen, EE. UU.), aproximadamente 10 nM de aminoacidos no esenciales,
aproximadamente 100 mM de L-glutamina y aproximadamente 5 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos humanos
recombinantes (bFGF) (Peprotech, Israel) a aproximadamente 5% de CO- y aproximadamente 37°C. Se cultivan células
madre embrionarias de raton (mES) R1 y D3 en medio de cultivo mES tipico en MEF mitotizados inactivados (KO-
DMEM, aproximadamente 15% de KOSR, aproximadamente 10 nm de aminoacido no esencial, aproximadamente 200
mM de L-glutamina y 106 unidades/ml de factor inhibidor de leucemia (LIF) (Chemicon, EE. UU.) a aproximadamente
5% de CO, aproximadamente 37°C. Los cambios en los medios son en dias alternos a menos que se indique lo
contrario. Las colonias se pasan por disociacion enzimatica con Accutase (Invitrogen, EE. UU.) o se disocian
mecanicamente y se transfieren a MEF fresco cuando confluyen al 70-80%. Las estirpes iPSC humanas se generan en
el laboratorio mediante electroporacion (Neon, Invitrogen, EE. UU.) de fibroblastos de células somaticas (LCL o adultos
humanos (ADF) o de prepucio neonatal (NFF)) con plasmidos episémicos que codifican OCT4 humano, SOX2, I-Myc,
KIf, Lin-28 y p53-shRNA obtenidos de Addgene, EE. UU. De acuerdo con el procedimiento de Okita, K. et al. (Un
procedimiento mas eficiente para generar células iPS humanas sin integracion. Nature methods 8, 409-12 (2011)).
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Microscopia y analisis de imagen

Todas las imagenes de epifluorescencia no confocal se obtienen con un microscopio Nikon Eclipse TE2000-E-PFS
(Japoén) con una camara EM-CCD Photomecix Cascade Il 512 (Roper Scientific, EE. UU.) y un software Image Pro-Plus
AMS (Media Cybernetics, EE. UU.) . Los objetivos de Nikon utilizados son 60 X/NA1.4 inmersiones en aceite y 10X/NA
0.3 para todos los experimentos. La fluorescencia se visualiza utilizando filtros de paso de banda (Chroma Technology,
EE. UU.). Los filtros utilizados son azules (Exciter - 350nm/50, Dichoric - 400 nm de paso largo, Emitter - 460nm/50),
Verde (Exciter - 500nm/20, Dichoric - 535nm/30, Emitter - 515 long pass) y Rojo (Exciter - 450nm/30, Dichoric -
620nm/0, Emitter - 570 long pass). Las imagenes confocales se adquieren utilizando un Zeiss LSM 510 Metaconfocal
configurado con un objetivo 63X y un laser 405 (excitacion - 405nm, emisién - aproximadamente 420 nm a
aproximadamente 490nm). Todas las imagenes se procesan utilizando el software ImageJ 1.47. Para la representacion
cualitativa de las imagenes, las imagenes de escala de grises de 16 bits se importan en ImageJ, se restan los
antecedentes y se ajustan automaticamente. Los archivos procesados se guardan como imagenes RGB vy las figuras
finales se construyen utilizando Adobe Photoshop CS3 utilizando pseudo colores apropiados. Para el analisis
cuantitativo y la representacion de imagenes para comparacion directa, por ejemplo, entre las células ES de raton y las
células ES humanas, todas las imagenes presentadas tienen la misma escala de intensidad limitada por el valor maximo
ajustado de la imagen de la célula HUES. El diagrama de dispersion y los analisis de ajuste lineal de la expresion del
marcador de pluripotencia (OCT4, SOX2 y Nanog) y la fluorescencia azul se realizan con los valores de intensidad de
fluorescencia de pixeles individuales utilizando la aplicacién “perfil de trazado” de ImageJ.

Inmunocitoquimica

Las células se cultivan en MEFS en platos cubreobjetos. Las células se fijaron en aproximadamente 4% de
paraformaldehido en HBSS con Ca?* y Mg? (Invitrogen, EE. UU.), se enjuagaron y permeabilizaron con
aproximadamente 0.1% de Triton en PBS y se incubaron con solucién bloqueante (aproximadamente 0.3% de BSA,
IXPBS y aproximadamente 4% de suero de cabra normal) a temperatura ambiente durante una hora. Se utilizan los
siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo anti-OCT4 (cat. No. CIO sc5279) de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (EE.
UU.) A 1:100; anticuerpo anti-SOX2 (cat. No. 561469) de BD Pharmingen (EE.UU.) a 1:1000 y Anti-Nanog (cat. No.
60609) de BD Pharmingen (EE.UU.) a 1:1000. Los anticuerpos secundarios se diluyen 1:500 en suero de cabra normal
al 4% en 1XHBSS y se incuban durante la noche a 4°C, seguidos de lavados con temperatura ambiente de tres horas y
una incubacion a temperatura ambiente de una hora. Los anticuerpos secundarios son Alexafluor-488 anti-ratén de
cabra (cat. No. A-11001) y Goat anti-mouse Alexafluor-568 (cat. A-11004) de Life Technologies, USA. La tincion
mitocondrial TMRM (cat. No. M 1406) de Sigma-Aldrich (EE.UU.) se utiliza a 75 nM. Las células se tifien mediante
incubacion de 20 minutos en medio de cultivo en COz al 5% y a 37°C.

Colocalizacion de fluorescencia azul en organelos y compartimentos celulares

Las construcciones utilizadas para colocalizar fluorescencia azul con compartimentos subcelulares y organelos son
(RFP-KDEL) para marcar Golgi, RFP-SKL para marcar peroxisomas y RFP-GalT para marcar el reticulo endoplasmico.
Las células HUES?Y se cultivan sin alimentacién y se recolectan el dia del experimento (0.1x108 células/transfeccion).
Todas las transfecciones se realizan con el sistema de transfeccion Neon (Invitrogen, EE. UU.) utilizando puntas de 10
pl. Las imagenes de fluorescencia de las células se obtienen después de 48 horas utilizando los filtros apropiados (ver
arriba) y se analizan.

Espectrofotometria y Espectrofluorimetria

Los espectros de absorbancia y fluorescencia de extractos cloroformo:metanol de cuerpos lipidicos, suero (FBS) y
reemplazo sérico (KOSR) se obtienen a temperatura ambiente utilizando un espectrofluorimetro FluoroMax-3 (Horiba
Scientific, Japén) o un espectrofotdmetro Cary-300 UV-Vis (Agilent Technologies, EE. UU.) Contra un blanco de
cloroformo en una cubeta de cuarzo. Los extractos de cloroformo:metanol se obtienen de muestras de suero o KOSR se
extraen con un volumen igual de mezcla de cloroformo:metanol (1:1) agitando en vértice durante 1 minuto y luego se
centrifugan (3000xg) durante 10 minutos. Se elimina el cloroformo mas pesado: la accion de metanol, se seca en un
CentriVapand disuelto en 1 ml de cloroformo y se analiza.

Ejemplo 1:
El presente ejemplo muestra medios utilizados para propagar células madre pluripotentes humanas y de raton; medios
utilizados para convertir células pluripotentes humanas en un estado primitivo similar a células madre embrionarias de

raton; y células ES normales de ratén a un estado de tipo epiblasto (como células HUES).

* Medio estandar de células madre embrionarias humanas (HUESM): medio estandar para el cultivo de células ES
humanas:

DMEM modificado (por ejemplo: Gibco de Life Technologies, cat No. 10829018) con aproximadamente 20% de

reemplazo de suero modificado (por ejemplo: Gibco de Life Technologies, cat. No. 10828-028), sobre 0.1 mM beta-
mercaptoetanol (Por ejemplo : Gibco, cat. No. 21985-023), aproximadamente 1% de Penicilina-Estreptomicina 100X (por
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ejemplo: Gibco de Life Technologies, cat. No. 15140-122), aproximadamente 1% de 100X aminoacidos no esenciales
(Por ejemplo: Gibco de Life Technologies, cat. No. 1140-050), aproximadamente 1% de GlutaMAX 100X (por ejemplo:
Gibco de Life Technologies, cat. No. 35050-061), aproximadamente 5 ng/ml de crecimiento basico de fibroblastos Factor
- bFGF (Por ejemplo: Peprotech, cat No. 100-18B).

» Medios de conversion de células madre embrionarias humanas (HuCM) - Medio de conversion -
Medio que favorece el crecimiento del estado mas primitivo de células ES de ratén:

DMEM modificado, con aproximadamente 15% de suero fetal bovino (por ejemplo: GIBCO, cat. No. 10270-106),
aproximadamente 0.1 mM beta-mercaptoetanol, aproximadamente 1% de penicilina-estreptomicina 100X,
aproximadamente 1% de aminoacidos no esenciales, sobre 1 mM GlutaMAX, aproximadamente 1 ng/ml LIF humano
(por ejemplo: ProSpec, cat No. CYT 644), aproximadamente 10 ng/ml de interleucina-6 (por ejemplo: Sigma, cat No.
[1395), aproximadamente 3 yMGSK-3a/B inhibidor BIO (por ejemplo: Sigma B 1686), aproximadamente 1 yM de MAPK
inhibidor PD98059 (por ejemplo: Sigma P215).

Medio estandar de células madre embrionarias de raton (MESM) - medio estandar para cultivo de células ES de raton:

DMEM modificado con aproximadamente 15% de suero fetal bovino, 0.1 Mm de beta-mercaptoetanol, aproximadamente
1% de penicilina-estreptomicina 100X, aproximadamente 1% de aminoacidos no esenciales 100X, aproximadamente
1% de GlutaMAX 100X y aproximadamente 1000 unidades de raton LIF (Por ejemplo: Millipore, ESGRO LIF).

» Medios de conversion de células madre embrionarias de raton (MCM) - Medio de conversion - Medios utilizados para
convertir células ES de ratdn normales en un estado tipo epiblasto (como las células HUES):

DMEM modificado con aproximadamente 20% de Suero modificado - KOSR (Por ejemplo: Gibco de Life Technologies,
cat. No. 10828-028), sobre 0.1 mM beta-mercaptoetanol, aproximadamente 1% de Penicilina-Estreptomicina 100X,
aproximadamente 1% de Aminoacidos no esenciales 100X, aproximadamente 1% de GlutaMAX 100X,
aproximadamente 5mM de ditionito sodico afadido fresco (Por ejemplo: Sigma), Factor de crecimiento fibroblastico
basico 10 ng/ml bFGF y aproximadamente 1 ng/ml de Activina (Por ejemplo: catalogo de Peprotech No . 120-14).

Ejemplo de referencia 2: perfil FACS de células pluripotentes

El presente ejemplo proporciona un procedimiento para identificar y aislar células madre pluripotentes humanas de
células diferenciadas.

Los cultivos de células madre pluripotentes humanas se disocian en células individuales y se clasifican utilizando una
magquina FACS basada en valores de fluorescencia azul endégena.

1. Los cultivos de células madre pluripotentes humanas (células HUES7 y HiPS) cultivadas en medio de células madre
embrionarias humanas estandar y en fibroblastos embrionarios de raton (MEF) mitéticamente inactivados como una
capa alimentadora, se lavan una vez con aproximadamente tampén PBS 1X. Alternativamente, las células madre
pluripotentes se pueden cultivar como cultivos sin alimentador.

Los MEFS son fibroblastos embrionarios de ratén mitéticamente inactivados y se utilizan como sustrato no divisor para
hacer crecer las células HUES o iPS. Se puede evitar en algunos casos y las células se pueden cultivar en subcepas
alternativas.

2. Las células se someten a disociacion por medios mecanicos o enzimaticos. En el procedimiento enzimatico,
aproximadamente 300 yl de accutasa (ESGRO Complete Accutase de Mllipore, Cat No. SF006) o Detachin u otra
solucion de desprendimiento de células/otro reactivo de disociacion celular enzimatica tal como 300 pl de Tryp-LE
(Invitrogen, EE. UU.) y se afiaden por area superficial de 10 cm?2. Las células se mantienen a aproximadamente 37
grados Celsius durante aproximadamente 5 a 7 minutos, hasta que las colonias comienzan a disociarse.

3. Se agrega 2 ml de medio HUES estandar (KO-DMEM, 100 uM 2- Mercaptoetanol, 0.5% de FBS, 10 nM de
aminoacidos no esenciales, L-glutamina 100 mM y 5 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos humanos
recombinantes (bFGF)) por cada 300 ul de accutasa y el cultivo se tritura para obtener una suspension de células
individuales. La mayoria de los MEFS permanecen unidos entre si y estan presentes como una estructura fibrosa que
se elimina facilmente fisicamente (por ejemplo, utilizando un filtro de células — 40 um). Alternativamente, 5 minutos de
adhesion selectiva en placas de cultivo de tejido fresco permiten la eliminacion de la mayoria de los MEF.

4. Las colonias se disecan mecanicamente utilizando una jeringa o StemProEZPassage Roller (Invitrogen) y luego se
trituran para obtener células individuales. Esto se hace si se quiere evitar la disociacién enzimatica.

5. Las células se sedimentan, aproximadamente 200 g durante aproximadamente 5 minutos a una temperatura que
varia de aproximadamente 4°C a aproximadamente 37°C, preferiblemente de aproximadamente 15°C a
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aproximadamente 30°C, mas preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 22°C. El sedimento celular se
resuspende en medio de clasificacion (igual que el medio HUES estandar, excepto que aproximadamente 20% de KOSR
se reemplaza por aproximadamente 0.5% FBS) en tubos FACS y se mantiene en hielo.

6. Se agrega aproximadamente 1 pg/ul de yoduro de propidio a la suspensidon celular y se incuba durante
aproximadamente 2 minutos a una temperatura que varia de aproximadamente 4°C a aproximadamente 37°C,
preferiblemente de aproximadamente 15°C a aproximadamente 30°C, mas preferiblemente a temperatura de
aproximadamente 22°C antes de clasificar para identificar y separar las células muertas.

Las células se clasifican utilizando un clasificador de células Aria BD FACS, laser cerca de UV de 375 nm, detector de
Trigon para fluorescencia azul y se recogen a un filtro de paso de banda de 450/50 nm (canal DAPI); Voltaje PMT
ajustado a 350 V para fluorescencia azul); presion de flujo de la vaina (20 pci); celda de flujo (100 um). Luego, €l
clasificador se calibra adecuadamente para parametros estandar tales como escalado de area, retardo de laser y
retardo de caida, etc.

7. El analisis de clasificacion se inicia para definir la activacion adecuada para obtener células vivas y para determinar la
distribucién de la fluorescencia azul en la poblacién celular.

Los perfiles tipicos de las células madre pluripotentes humanas (HUES-7 y HIPSC) muestran dos picos distintos que son
caracteristicos del cultivo. Los promedios de los dos picos difieren por lo menos en un orden de magnitud y la poblacién
con los niveles de fluorescencia mas altos (a la derecha en la Figura 3c) se designa como “Azul Alto” y la poblacién con
los niveles de fluorescencia mas bajos (uno en la izquierda en la Figura 3c) se designa como “Azul Bajo”. La distribucion
debajo de cada pico define la calidad y cantidad de las células. Las observaciones de la presente divulgacion indican
que las células de colonias con buena morfologia y que tienen pocos o ningln parche de células diferenciadoras caen
principalmente dentro de la poblacién de “Azul Alto”. Por el contrario, las colonias que exhiben diferenciacion consisten
en células que caen principalmente en la poblacion de “azul bajo”.

La Figura 3 muestra que la fluorescencia azul asociada al cuerpo de lipidos es un marcador de pluripotencia y facilita el
aislamiento y la propagacion de células HPSC de alto rendimiento. (a) La fluorescencia azul asociada al cuerpo lipidico
se coexpresa con marcadores de pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) en células HUES7 no diferenciadas. Las
regiones de diferenciacion identificadas por morfologia (marcadas con linea punteada roja) muestran ausencia de
marcadores de pluripotencia y fluorescencia azul asociados al cuerpo lipidico, (b) Diagramas de dispersion de
intensidades de fluorescencia medias de fluorescencia azul frente a fluorescencia de marcador de pluripotencia (medido
al marcar ROI de tamafio igual) muestra correlacion positiva, (c) analisis FACS muestra coexpresion de fluorescencia
azul con marcadores OCT4 y SSEA4, (d) diagramas de dispersiéon FACS tipicos e histogramas de HPSC no
diferenciadas muestran una poblacion azul alta mas grande mientras que los cultivos diferenciadores muestran lo
contrario, (e) recuentos de células de poblaciones de células azules bajas y azules altas de cultivos no diferenciados y
diferenciados, (f) Colonias tipicas de células clasificadas de alto azul, azul bajo y sin clasificar, (g) Recuentos de
colonias de células azules altas, azules bajas y sin clasificar de cultivos no diferenciados y de diferenciacion. (h) Las
células “azul bajas” son viables, tienen mitocondrias activas y no tienen la morfologia HUESC caracteristica, (i)
Aislamiento y propagacion de HUESC a partir de cultivos de HUES altamente diferenciados obtenidos mediante el cultivo
de células de una poblacién azul “alta”.

Las células clasificadas se recogen a temperatura que varia de aproximadamente 4°C a aproximadamente 37°C,
preferiblemente de aproximadamente 15°C a aproximadamente 30°C, mas preferiblemente a temperatura de
aproximadamente 22°C, en tubos de recogida que contienen medio ES humano estandar y se propagan en condiciones
normalmente utilizadas.

Para determinar el estado pluripotente de la poblacion “Azul alto” y “Azul bajo”, se plaquean cantidades iguales de
células de estas poblaciones en MEFs inactivados en medio ES humano estandar. Se coloca un ndmero igual de
células separadas con yoduro de propidio para determinar la ventaja de la clasificacion. Los MEFS son células que no
se dividen y que se utilizan como una superficie sobre la cual crecen bien las células pluripotentes, y se denominan MEF
inactivados.

Todas las células que habian pasado por el clasificador se sedimentan (para eliminar el fluido de la vaina) y se colocan
en placas sobre MEFs inactivados frescos en medio estandar HUES.

Todas las células cultivadas en placas se evalian para la formacion de colonias y los numeros de colonias se
determinan después del dia 7.

Ejemplo 3: Uso de fluorescencia azul para clasificacion y enriquecimiento de células madre pluripotentes humanas
(HPSC)

Dado que las células individuales dentro de una colonia de HPSC muestran niveles distintos pero variables de

fluorescencia azul, se examina su relaciéon con la pluripotencia y su utilidad para aislar las células no diferenciadas de
las células de diferenciacion por FACS.
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Al clasificar las células utilizando fluorescencia azul (canal DAPI), las HPSC se resuelven en dos poblaciones distintas.
Las intensidades de fluorescencia pico de las dos poblaciones diferian en 10 veces y se etiquetan como “azul alto” y
“azul bajo” (Fig. 3d). Ademas, se observa que la proporcion relativa de células con alta fluorescencia azul en las dos
poblaciones caracteriza la “naturaleza pluripotente” de HPSC. Los cultivos con colonias en gran parte no diferenciadas
se caracterizan por un perfil mas bajo para la poblacién “azul bajo” y un perfil mas alto para la poblacién “azul alto”,
mientras que los cultivos con colonias mas diferenciadas tienen el perfil inverso (Fig. 3d). Ademas, los cultivos con
colonias de diferenciacion tienen un mayor ndmero de células dentro del pico “azul bajo” en comparaciéon con los
cultivos no diferenciadas (Fig. 3e). La observacion anterior se amplia colocando el mismo ndmero de células (n=30,000)
de “azul alto”; “azul bajo” y una poblacién “no clasificada” en MEF condicionado en medios tipicos. La poblaciéon de
células “azul alto” siempre da lugar a un mayor numero de colonias con la morfologia tipica similar a HUES en
comparacion con las poblaciones sin clasificar y “azul bajo” (Fig. 3f, g). Las células sin clasificar también funcionan
mejor que las células “bajas azules” en términos de la morfologia de la colonia y el numero de colonias (Fig. 3f, g). Para
descartar la posibilidad de muerte celular masiva después de la clasificacion en la poblacién “azul bajo” como la razén
de la disminucién del numero de colonias, las células de bajo contenido de azul de yoduro de propidio se clasifican y se
obtienen imagenes después de 4 dias. La mayoria de las células adquieren una morfologia aplanada y tefiidas positivas
para mitocondrias activas (Mitotracker FM rojo intenso) y tienen nucleos no fragmentados (Hoechst) (Fig. 3h), lo que
sugiere que las células con células fluorescentes “bajas azules” permanecen vivas y representan la fraccion
“diferenciadora” de células en cultivos de HPSC. La clasificacion/propagacion repetida de colonias de HPSC (por FACS)
no altera el perfil de fluorescencia azul sugiriendo que las células clasificadas continlian comportandose como HPSC
regulares con alguna cantidad de diferenciacion siempre presente (representada por células dentro del pico “azul bajo”).

En general, no se sabe que los cultivos de HPSC con grandes porcentajes de células de diferenciacion sobrevivan
multiples pasajes. Con el fin de determinar si tales cultivos pueden ser rescatados utilizando fluorescencia azul, los
cultivos de HUES diferenciadores se clasifican y las células con fluorescencia azul alta se colocan en placas en los
alimentadores MEF. Las colonias pluripotentes tipicas con bordes discretos y morfologia uniforme se obtienen el dia 7
(Fig. 3i).

Estos resultados indican que: (a) los niveles de fluorescencia azul asociada al cuerpo de lipidos se correlacionan
positivamente con la pluripotencia y la autorrenovacion, (b) la clasificacion de fluorescencia azul facilita la propagacion
de células individuales de alto rendimiento y (c) las células con fluorescencia azul baja son las células diferenciadas.

Este procedimiento, por lo tanto, presenta ventajas significativas sobre los protocolos existentes de aislamiento y
propagacion de células madre pluripotentes humanas, incluidas las células individuales.

Ejemplo 4: desaparicion de la fluorescencia endégena con diferenciacion

El presente ejemplo muestra un procedimiento para inducir células madre pluripotentes humanas para que se
diferencien a fin de observar que los cultivos de células madre pluripotentes humanas diferenciadas muestran
disminucion o ausencia de autofluorescencia azul.

Las células madre pluripotentes embrionarias (HUES7)/inducidas humanas (inducidas a partir de estirpes celulares
somaticas LCL, ADF, NFF) se cultivan en una capa alimentadora de fibroblastos embrionarios de ratén en medio
estandar HUES (con aproximadamente 5 ng/ml de bFGF), en plastico de cultivo de tejido regular.

Para inducir la diferenciacion, las colonias de células madre pluripotentes humanas se cultivan en medio HUES estandar
en ausencia de bFGF. Dentro de aproximadamente 2-3 dias, se ven estructuras diferenciadas en medio de las colonias.

Se toman imagenes de colonias cultivadas con bFGF y aquellas cultivadas en ausencia de bFGF. (Contraste de fase y
fluorescencia azul)

Las imagenes tomadas muestran la clara disminucién/desaparicion de los cuerpos lipidicos en las células diferenciadas
con una disminucidon concomitante en la autofluorescencia azul (Figura 3).

Ejemplo 5: Células somaticas humanas adquieren cuerpos lipidicos fluorescentes azules muy temprano durante
reprogramacion

Los cuerpos lipidicos con fluorescencia azul estan presentes en las colonias humanas ES y HIiPSC (células madre
pluripotentes inducidas humanas) (Fig. 1b y Fig. 4a) mientras que en las células somaticas humanas son mucho menos
y no fluorescentes. Por lo tanto, se controla la aparicion de cuerpos lipidicos fluorescentes en células somaticas que se
reprograman para que se vuelvan pluripotentes. Las células de diferentes tejidos somaticos, es decir, fibroblastos de
prepucio neonatal humano (NFF) y estirpes de células linfoblastoides adultas transformadas con EBV (LCL) se
reprograman utilizando el procedimiento de Okitaet al. (2011). Tan pronto como 7-10 dias después de la transfeccion,
los grupos de células comienzan a exhibir fluorescencia azul mientras que la capa MEF circundante y las células
somaticas no lo hacen. Mayor aumento muestra que la fluorescencia se asocia con cuerpos esféricos en el citoplasma.
Ademas, se observa que estos grupos de células se expanden y dan lugar a colonias de HiPSC y también retienen la
fluorescencia azul como se observa en HPSC estables. EI momento de aparicién de los cuerpos lipidicos fluorescentes
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varia con el tipo de tejidos somaticos. Los cuerpos fluorescentes azules son visibles alrededor de 7-10 dias después de
la transfeccion, generalmente en el caso de los fibroblastos neonatales, mientras que en el caso de los LCL, la
fluorescencia aparece alrededor del dia 10-12 (Fig. 4). Las células que tienen cuerpos lipidicos fluorescentes también
expresan SSEA-4 (Fig. 5), un marcador de reprogramacion temprana establecido. Los perfiles de distribucion de
fluorescencia azul de las HiPSC recién formadas son similares a los de las estirpes de HUES estables y son siempre
mas altos (aproximadamente 10 veces) que sus precursores somaticos. Los niveles mas bajos de fluorescencia azul
observados como un Unico pico de FACS en células somaticas pueden surgir a partir de NAD (P) H y otros fluoréforos
intrinsecos. Estos resultados indican que la fluorescencia “azul” asociada con los cuerpos lipidicos sirve como un
marcador de reprogramacion y puede ayudar en la identificacion de células reprogramadas “potenciales”.

Ejemplo 6: fluorescencia azul en las células madre embrionarias del raton tiene origen mitocondrial

Las células madre embrionarias de raton muestran bajos niveles de autofluorescencia azul. El presente ejemplo muestra
un procedimiento para mostrar la localizacion de la autofluorescencia azul a las mitocondrias en células madre
embrionarias de ratén, empleando un colorante rojo fluorescente que tifie las mitocondrias en células vivas.

1. Se cultivan células de raton ES D3 en la capa de alimentacion de MEF en medio estandar de ratén ES con
aproximadamente 15% de suero bovino fetal y LIF de ratén, en plastico de cultivo tisular regular.

2. Se colocan colonias de ES de raton en placas con cubreobjetos con MEF para permitir imagenes de gran aumento
(60X).

3. Se afiaden aproximadamente 100 nM de MitoTracker Red (Invitrogen) al medio y se incuban a aproximadamente 37
grados durante aproximadamente 45 minutos a aproximadamente 1 hora. MitoTracker Red (Mito-Red) es un colorante
fluorescente rojo que tifie las mitocondrias en células vivas.

4. Después de aproximadamente 1 hora, se lava el medio con MitoTracker Red y se toman imagenes de las colonias en
medio fresco.

Se obtienen imagenes de fluorescencia de auto fluorescencia azul y fluorescencia roja del tinte y se observa
colocalizacion. Esto indica que la autofluorescencia azul en las células ES de ratén proviene de las mitocondrias (Figura
6).

Ejemplo 7: Células embrionarias humanas para conversion del estado tipo célula embrionaria de ratéon

El presente ejemplo explica un procedimiento para cultivar células madre embrionarias humanas HUES7 en medio de
conversion de células madre embrionarias humanas (HuCM), para convertirlas a un estado mas primitivo/indiferenciado,
que muestra una disminucion significativa en el nimero de cuerpos de lipidos fluorescentes azules (Figura 6).

1. Las células madre pluripotentes embrionarias/inducidas humanas se cultivan en una capa alimentadora de
fibroblastos embrionarios de ratén en medio estandar HUES (con aproximadamente 5 ng/ml de bFGF), en un plastico de
cultivo tisular regular.

2. Las colonias de células madre pluripotentes humanas se colocan en placas sobre cubreobjetos en los MEF para
permitir imagenes de gran aumento (60X).

3. El medio utilizado para convertir se modificé ligeramente a partir de un protocolo anterior (Hanna, J. et al. Human
embryonic stem cells with biological and epigenetic characteristics similar to those of mouse ESCs. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 107, 9222-7 (2010)) al - (a) sustituir DMEM/F12 con KO-
DMEM vy (b) sustituir el inhibidor de GSK3P de molécula pequefia - CHIR99021 con otro inhibidor de GSK3P - BIO
(Sigma-Aldrich, EE.UU. cat. No. B1686). Los medios se cambian diariamente y se monitorizan la morfologia de la
colonia, la desaparicion de los cuerpos lipidicos y el cambio en la fluorescencia correspondiente. Las colonias crecen en
el medio de conversién durante aproximadamente 7-10 dias. Las células ES humanas que crecen en monocapas como
colonias circulares planas con cuerpos lipidicos internos visibles que exhiben fluorescencia azul muestran una
disminucion en los cuerpos lipidicos que desaparecen completamente en aproximadamente 7 a 10 dias en cultivo.

Ejemplo 8: célula madre embrionaria del ratén para mouse epiblastos de ratén (tipo célula madre embrionaria humana)
conversion de estado

El presente ejemplo muestra un procedimiento para convertir células madre embrionarias de ratén en células de tipo
epiblastos de raton que muestran un aumento significativo en el nimero de cuerpos lipidicos que emiten fluorescencia
azul (Figura 6).

1. Convertir células mES a un estado EpiSC, es decir, estado “indiferenciado” a “cebado”, las células mESR1 y D3 se

cultivan en medio ES humano tipico con 2000 unidades/ml de LIF (Millipore, EE.UU., cat. No ESG1107) y 10 ng/ml de
bFGF en platos de cubreobjetos de vidrio recubiertos con gelatina al 0.1%.
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2. Los cubreobjetos de vidrio se lavan con etanol al 100%, se esterilizan con UV durante 3 horas y se recubren con
0,1% de gelatina (300 Bloom) (Sigma-Aldrich, EE. UU., Cat. No. G3500) en 1XPBS.

3. Las condiciones hipdxicas se inducen afiadiendo 1.5 mM de ditionito sddico (Sigma-Aldrich, EE. UU., Cat. No.
157953) al medio que se reemplaza diariamente.

4. Las células se controlan estrechamente para detectar cambios en la morfologia y en la aparicion de cuerpos lipidicos
junto con las caracteristicas de fluorescencia asociadas.

Ejemplo 9: Cuerpos lipidicos fluorescentes azules se asocian con el estado “cebado” o “tipo epiblasto”

Para determinar si los cuerpos lipidicos fluorescentes estan especificamente asociados con el estado “cebado”, se
examinan las células ES de raton. Entre las muchas diferencias entre las células madre pluripotentes humanas y de
ratén, se cree que las células de ratéon representan un estado “indiferenciado” mientras que las células humanas
representan una etapa de desarrollo ligeramente posterior llamada estado “cebado” o “epiblasto”. Las colonias de ESC
de ratén cultivadas en medio de células KOSR ES al 20% muestran una fluorescencia azul muy débil en comparacién
con las colonias de HPSC (Fig. 6). Las imagenes de mayor aumento de las células mES tefiidas con BODIPY® 493/503
muestran muy pocos cuerpos lipidicos, casi siempre alrededor de los bordes de las colonias, y ademas, estos no son
fluorescentes en azul (Fig. 6). El analisis de los compartimentos subcelulares de las células mES muestra que la
fluorescencia azul tenue endogena en las células mES se localiza conjuntamente con las mitocondrias, se tifien con
TMRM (un colorante especifico de mitocondrias) (Fig. 6d) (R?=0.93). Esto es diferente de las células pluripotentes
humanas en las que se excluye la fluorescencia azul alta de las mitocondrias y esta presente en los cuerpos lipidicos
(Fig. 1). La clasificacion de células ES de ratdon presenta una sola poblacién con menor fluorescencia azul que las
células madre pluripotentes humanas. Estos resultados sugieren que las fuentes de fluorescencia azul observadas en
los mESC y HPSC son diferentes y que los cuerpos lipidicos fluorescentes azules pueden estar asociados con el estado
“cebado” o “tipo epiblasto”.

Por lo tanto, esta asociacién se explora desplazando las células madre pluripotentes del estado “cebado” al estado
“indiferenciado” y viceversa. Las células HUES se cultivan en medios que promueven su conversion al estado
“indiferenciado”. Dentro de las 48 horas, las células HUES muestran una disminucion significativa en la fluorescencia
azul junto con la correspondiente disminucion en el nimero de cuerpos lipidicos (Fig. 6 f, h). De forma similar, las
células mES se cultivan en medios que desencadenan su conversion al estado “cebado” y las células comienzan a
adquirir cuerpos lipidicos fluorescentes (Fig. 6g, i) que refuerzan la asociacion del estado tipo epiblasto con cuerpos
lipidicos fluorescentes azules. Las células cultivadas en medios de “conversion” continian expresando OCT4 y no se
tiien con yoduro de propidio (PI) confirmando su estado pluripotente y su viabilidad (Fig. 7a, b - panel central e inferior).
Los HPSC y los mESC cultivados en sus respectivos medios “tipicos” asi como en sus medios de “conversion” también
se someten a analisis FACS. El analisis muestra que hay cambios significativos en la intensidad de la fluorescencia azul
media y el perfil en ambas estirpes celulares en las direcciones esperadas. Estos resultados muestran claramente que
la fluorescencia azul asociada al cuerpo lipidico podria estar unida al estado celular especifico, es decir, las células tipo
epiblastos.

Ejemplo 10: Los cuerpos lipidicos fluorescentes azules estan ausentes en la masa de células interiores del ratén,
marcando muchas células de epiblastos de raton y también estan presentes en células madre tipo epiblasto de raton.

Determinar si los cuerpos lipidicos fluorescentes azules también estan presentes in vivo y marcar las células “cebadas”
o “tipo epiblasto”. Las hembras gestantes programadas - cepa CF1 se obtienen de NCBS Animal Facility y los
embriones de raton se disecan en DPC (Dias después del coito) 6.5, una etapa de desarrollo a partir de la cual se
derivan las células madre de epiblastos de raton (mEpiSCs). La region del epiblasto del embridn muestra fluorescencia
azul punteada que también se tifie con BODIPYR 493/503 (Fig. 8). Estos resultados sugieren que los cuerpos lipidicos
fluorescentes azules observados tanto en HPSC como en epiblastos de raton son similares y pueden ser caracteristicos
de las células madre pluripotentes “cebadas” o “tipo epiblasto”.

Para determinar si los cuerpos lipidicos fluorescentes azules también estan presentes in vivo y especificamente marcan
las células “cebadas” o “tipo epiblasto”, los embriones de ratén se examinan en DPC 3.5 para evaluar la masa celular
interna del ratén (ICM) y DPC 6.5. una etapa de desarrollo a partir de la cual se derivan las células madre de epiblastos
de raton (mEpiSCs). Las imagenes confocales de embriones DPC 3.5 muestran muy pocos cuerpos lipidicos tefidos
con BODIPY® 493/503, y estos no son fluorescentes en la region azul y no se localizan en la region ICM del embrion
(Fig. 8). Por otro lado, el embrion DPC 6.5 presenta una fluorescencia azul intensa en general. La region del epiblasto
distal del embrion DPC 6.5 que da lugar a EpiSC muestra puntos fluorescentes azules que también se tifien con
BODIPY® 493/503 (Fig. 8). Estos resultados sugieren que los cuerpos lipidicos fluorescentes azules pueden ser un
marcador para el estado del epiblasto y estos se observan tanto en HPSC como en el epiblasto del ratén, y pueden ser
caracteristicos del estado pluripotente “cebado” o “tipo epiblasto”.

Tincion de cuerpos lipidicos en embriones de ratén (E6.5) y generacion de EpiSC de raton
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Los embriones posteriores a la implantacion (E6.5) se aislan de ratones CF1 utilizando el procedimiento descrito por
Shea, K. y Geijsen, N. Diseccion de embriones de raton de 6,5 dpc. Journal of visualized experiments: JoVE 160 (2007).
doi: 10.3791/160. Los embriones se muestran como se describié anteriormente para la fluorescencia azul utilizando un
microscopio Nikon Eclipse TE2000-E-PFS. Los embriones también se tifien con BODIPY® 493/503 como se describio
anteriormente para identificar cuerpos lipidicos y determinar su nivel de colocalizacion con la fluorescencia azul.

Las células EpiSC de ratén se derivan de embriones E6.5. El cono ectoplacentario se separa de los embriones y los
cilindros de huevo individuales se trituran suavemente (utilizando una micropipeta de 20 pl) dando como resultado
pequefios grupos y se colocan en MEF inactivados mitéticamente en medios mEpiSC (medio HUES medio
suplementado con KOSR al 15% y SFB al 5% con 10 ng/ml bFGF vy sin LIF). Las colonias aplanadas se observan entre
24-48 horas. Las colonias se disecan mecanicamente en pequefios trozos y se propagan una vez cada 3-4 dias en las
mismas condiciones de cultivo. Se observan y evaltian la morfologia de la colonia y la presencia de fluorescencia azul
asociada al cuerpo de lipidos en cada pasaje.

Las células de los embriones de ratén (E6.5) en medios especificos de EpiSC (KOSR al 15% y FBS al 5% con bFGF) se
cultivan y las colonias “tipo epiblasto” que resultan retienen los cuerpos lipidicos fluorescentes (Fig. 8). Estos resultados
sugieren que los cuerpos lipidicos fluorescentes son una caracteristica del estado “tipo epiblasto” de las células madre
pluripotentes y las diferencia de las células en el estado “indiferenciado”.

Ejemplo 11: retencion de autofluorescencia en colonias fijas paraformaldehidas

El presente ejemplo muestra un procedimiento para mostrar la retenciéon de fluorescencia azul endégena dentro de los
cuerpos lipidicos incluso en células fijadas con paraformaldehido.

1. Se cultivan células madre pluripotentes embrionarias/inducidas humanas en una capa alimentadora de fibroblastos
embrionarios de ratén en medio estandar HUES (con aproximadamente 5 ng/ml de bFGF), en un plastico de cultivo
tisular regular.

2. Se toman imagenes de las colonias antes de la adicion de paraformaldehido (PFA) al 4% para auto fluorescencia azul
utilizando un microscopio de fluorescencia estandar (especificaciones mencionadas anteriormente).

3. Se agrega PFA al 4% a estas colonias y se obtienen imagenes para la autofluorescencia azul después de la fijacion.
Se observa autofluorescencia azul antes y después de la fijacion del 4% de PFA (Figura 3).

Ejemplo 12: inmunofluorescencia con anticuerpo OCT-4

Las colonias de células madre pluripotentes humanas (HPSC) a menudo muestran signos de diferenciacion, que son
llamativamente aparentes como una morfologia alterada, notada principalmente en la periferia y ocasionalmente en su
centro. Los marcadores de pluripotencia como Oct-4, Sox2, Nanog se utilizan rutinariamente para determinar el estado
de diferenciacion de las HPSC, pero requieren que las células se fijen e inmunotefien o se disefien para informar su
expresion.

Oct-4, Sox2, Nanog son marcadores bien establecidos y controladores de la pluripotencia. Los niveles de fluorescencia
enddgena azul se correlacionan con la expresion Oct-4, Sox2 y Nanog y el ejemplo actual describe un procedimiento
para determinar los niveles de las proteinas Oct-4, Sox2 y Nanog en células madre pluripotentes por
inmunofluorescencia, sin tener que modificar genéticamente las células, para mostrar la correlacion positiva con los
niveles de fluorescencia azul.

1. Las células madre pluripotentes embrionarias/inducidas humanas se cultivan en una capa alimentadora de
fibroblastos embrionarios de ratén en medio estandar HUES con aproximadamente 5 ng/ml de factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF), en un plastico de cultivo tisular regular.

2. Las colonias de células madre pluripotentes humanas se colocan en placas sobre cubreobjetos en los MEF para
permitir imagenes de gran aumento (60X). Antes de la tincion, estas células se lavan tres veces con aproximadamente
HBSS 1X con Ca?* y Mg?*.

3. Se agrega aproximadamente 4% de paraformaldehido (PFA) a las colonias y se mantiene a una temperatura que
varia de aproximadamente 4°C a aproximadamente 28°C durante aproximadamente 20 minutos para fijar las células.

4. La PFA se elimina y las colonias se lavan con tampon de enjuague (HBSS con aproximadamente 0.1% de Tween-20)
dos veces durante aproximadamente 10 minutos cada una.

5. Se agrega tampodn de permeabilizacion (HBSS con aproximadamente 0.1% de Triton) durante aproximadamente 10
minutos.
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6. Luego, las colonias se lavan con tampén de enjuague nuevamente, dos veces durante aproximadamente 10 minutos
cada una.

7. El bloqueo se realiza con aproximadamente 4% de suero de cabra normal (NGS) durante aproximadamente 30
minutos.

8. El anticuerpo primario (anti ratén Oct 3/4 de Santa Cruz, Cat No. (C-10): sc-5279) a una dilucion de 1 en 300, diluido
en 1 x HBSS y las colonias se mantienen a aproximadamente 4 grados durante la noche.

9. Después de una noche (alrededor de 12 a 16 horas) de incubacion, las colonias se lavan con tampén de enjuague
tres veces, aproximadamente 10 minutos cada una.

10. Se afiade anticuerpo secundario (tinte Alexa Fluor 488 de cabra anti-raton de Invitrogen) a una diluciéon de 1 en 500
(diluida en IX HBSS) durante aproximadamente una hora.

11. Después de una hora, el anticuerpo secundario se lava con tampdn de enjuague (tres veces, 10 minutos cada vez).

12. Las colonias tienen una imagen para autofluorescencia azul y el Oct-4, tincion Sox2 o Nanog utilizando el
microscopio invertido Nikon TE Eclipse (10 aumentos y 60 aumentos).

13. Las imagenes resultantes se analizan utilizando el software Imaged y se comparan los valores de fluorescencia en
areas 30 discretas.

Se observa que las colonias de células madre pluripotentes que se diferencian espontaneamente, no muestran
autofluorescencia azul y las células en estas areas no expresan o tienen niveles muy bajos de Oct-4, Sox2 y Nanog en
sus nucleos (Figura 3).

El examen de cultivos de HPSC muestra que las células que tienen tincién positiva para marcadores de pluripotencia
también expresan fluorescencia azul a niveles similares (Fig. 3). En areas dentro de las colonias, donde las células se
ven diferenciadas, los cuerpos lipidicos fluorescentes habian desaparecido o habian disminuido con una
correspondiente ausencia/disminucion en los niveles de fluorescencia de los niveles de OCT4, SOX2 y NANOG. Los
valores medios de intensidad de fluorescencia de las células que expresan fluorescencia azul y marcadores de
pluripotencia dan como resultado un ajuste lineal ajustado: OCT4 (R? (coeficiente de correlacion) = 0,9) SOX2 (R? = 0.9)
y NANOG (R? = 0.83) (Fig. 3b). Se demuestra adicionalmente por analisis FACS que las células con fluorescencia azul
siempre coexpresan los antigenos SSEA-4 y TRA-1-60 (marcadores de pluripotencia superficial) (Fig. 3). Estos
resultados sugieren que en HPSC los marcadores de fluorescencia azul y pluripotencia estan estrechamente
correlacionados y, por lo tanto, los cuerpos lipidicos fluorescentes azules sirven como marcador interno de la
pluripotencia.

Ejemplo 13: Protocolo de tincidn roja de aceite

El presente ejemplo proporciona un procedimiento para realizar tincion con aceite rojo para confirmar que los 15
cuerpos que emiten auto fluorescencia azul son en realidad cuerpos lipidicos.

1. Las células madre pluripotentes embrionarias/inducidas humanas se cultivan en una capa alimentadora de
Fibroblastos Embrionarios de Ratén (MEF) en medio HUES estandar con aproximadamente 5 ng/ml de factor de
crecimiento de fibroblastos basico (FCFb), en un plastico de cultivo tisular regular.

2. Las colonias de células madre pluripotentes humanas se colocan en placas sobre cubreobjetos en MEF para permitir
imagenes tanto de gran aumento (60X) como de bajo aumento (4X). Antes de la tincidn, estas células se lavan con
aproximadamente PBS 1X.

3. Se agrega aproximadamente 1 ml de aproximadamente 10% de formalina y las células se incuban durante
aproximadamente 30 a 60 minutos a un intervalo de temperatura de 4°C - 37°C.

4. La solucion madre Oil Red O se prepara disolviendo aproximadamente 300 mg de Oil Red O (Catalogo n°® 25 09755,
de Sigma) en aproximadamente 100 ml de isopropanol al 99% aproximadamente. Esta solucion madre se almacena a
una temperatura que oscila entre aproximadamente 21°C y aproximadamente 28°C.

5. Para fabricar el material de trabajo, 3 partes de la solucién madre de Oil Red O se mezclan con 2 partes de agua
destilada y se dejan sentar a una temperatura que oscila entre aproximadamente 21°C y aproximadamente 28°C. por
unos 10 minutos. (Esta reserva de trabajo solo es estable durante 2 horas).

6. La solucion de trabajo se filtra a través de un papel de filtro Whatman antes de su uso.

7. La formalina se elimina después y las colonias se enjuagan con aproximadamente 2 ml de agua estéril.
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8. Se agrega aproximadamente 1 ml de aproximadamente 60% de isopropanol a cada placa y se mantiene durante
aproximadamente 5 minutos.

9. Se elimina el isopropanol y se agrega lentamente la solucion de reserva de trabajo Oil Red O filtrada y la placa se
mantiene en el agitador durante aproximadamente 5 minutos.

10. Las colonias se lavan con agua tres veces antes de la obtencion de imagenes.

Las imagenes se hacen bajo un campo brillante o fluorescencia. (Excitacion - 530-560 nm, Dichroic 570 Long Pass,
Emision: 590-650nm). Para tefiir con BODIPY® 493/503 (Invitrogen, EE. UU.) (Cat. No. D-3922) una reserva del
colorante a 1 mg/ml en metanol se diluye a 1 mg/ml en medio de cultivo y las células se incuban durante 15 minutos y
se lavan tres veces con PBS 1X y luego se obtienen imagenes (Excitacion — 500 nm/20, Dicroico 535nm/30, Emision
515 Pase largo).

Se observa que los cuerpos citoplasmicos fluorescentes en las células madre pluripotentes humanas no se localizan con
marcadores ER, Golgi o mitocondriales, pero se tifien con rojo aceite, que los identifica como cuerpos lipidicos (Figura
2).

La figura 2 muestra la fluorescencia azul endégena en células madre pluripotentes humanas que esta puntuada y
localizada en cuerpos lipidicos. (a) Cultivos de HPSC (HuUES7, NFF_iPSC, ADF_iPSC y LCL iPSC) muestran
numerosos cuerpos lipidicos (tincion con Oil Red O positivo), (b) Los cuerpos lipidicos positivos de Oil Red O en
fibroblastos neonatales humanos (NFF) y embrionarios de ratén (MEF) no muestran fluorescencia azul y no son tan
prominentes como en los HPSC. (c) Las células madre mesenquimales (MSC) derivadas de la médula 6sea humana y
la placenta no muestran fluorescencia azul, (d) La fluorescencia azul es significativamente mas alta en los cultivos de
HPSC en comparaciéon con las células somaticas. Las intensidades medias de fluorescencia estan en unidades
arbitrarias (n=3, colonias multiples de tres cultivos independientes para cada tipo de célula), (e) las neuronas derivadas
de HUES7 no muestran fluorescencia azul, (f) los cuerpos lipidicos fluorescentes azules presentes en HUES7 no se
colocalizan con el reticulo endoplasmatico, (ER - panel superior), aparato de Golgi (panel central) o peroxisomas (panel
inferior).

Ejemplo 14: fluorescencia azul en ésteres de retinilo secuenciados en cuerpos lipidicos citoplasmicos

Para determinar la fuente de la fluorescencia azul, los cuerpos lipidicos se aislan por primera vez a partir de células
madre embrionarias humanas mediante centrifugacion diferencial en gradiente de sacarosa.

Aislamiento y caracterizacion de cuerpos lipidicos de células madre HUES7

Los cuerpos lipidicos se aislan utilizando un procedimiento de ultracentrifugacion en gradiente de densidad como se
detalla a continuacion, las colonias 300 se raspan y se vuelven a suspender en 2 ml de solucién de sacarosa 2M en
tampodn Tris-1mM EDTA pH 7.4. La suspension celular se agita en vortice cuatro veces durante 30 segundos cada una
con incubaciones de 2 minutos en hielo entre cada vortice. La suspension de células se pasa cuatro veces a través de
una aguja de 26G. 2 ml de sacarosa 0.27 M y 0.135 M en tampén Tris-EDTA se colocan en capas secuencialmente
sobre la suspension de células en tubos de ultracentrifuga transparentes (Beckman (EE. UU.), Parte No. 344060) y se
centrifugan a 1,50,000xg en un rotor Beckman SW 40 Ti para 1 hora y permite desacelerar sin frenar. La capa superior
que contiene los cuerpos lipidicos se recoge y almacena a -20°C hasta su uso.

Los cuerpos lipidicos aislados permanecen fluorescentes (Figura 10) y la fluorescencia se divide en la fase organica en
la extraccion con cloroformo: metanol (3:1). Esto indica que el fluoréforo presente en los cuerpos lipidicos es hidrofobo y
es poco probable que sea una molécula cargada. Se encontré que el extracto de cloroformo:metanol tiene
caracteristicas de absorbancia y fluorescencia, es decir, perfiles de excitacion y emision muy similares a la vitamina A
(retinol o ésteres de retinilo tales como retinilpalmitato o retiniloleato). Los espectros de fluorescencia del cloroformo:
extracto de metanol y retinilpalmitato son idénticos (Figura 10). Los componentes del extracto de cloroformo: metanol se
resuelven a continuacion mediante HPLC de fase inversa y se comparan con los estandares de compuestos retinoides
(retinilpalmitato, retinol y acetato de retinilo).

HPLC de fase inversa e identificacion de éster de Retinilo

Los cuerpos lipidicos aislados se extraen con una cantidad igual de 1:1 (mezcla de cloroformo: metanol) agitando en
vortex a temperatura ambiente durante 1 minuto seguido de centrifugacion instantanea. La fase organica mas pesada se
recoge y se seca en una consola CentriVap (Labconco, EE. UU.). El extracto seco de CHCI3: MeOH se disuelve en 50 pl
de acetonitrilo y se separa en una columna de HPLC de fase inversa C-18 (columna Zorbax -C-18, tecnologias Agilent).
La temperatura del horno se mantiene a 40°C. La fase solvente/mdvil es 1:1:1:1 (etanol: metanol: acetonitrilo:
isopropanol). Los estandares utilizados son Palmitato de Retinilo (Cat. No. R3375), acetato de retinilo (Cat. No. R7882)
y Retinol (Cat. No. R7632) de Sigma-Aldrich, EE.UU. Se utilizan 800 ng de palmitato de retinilo y 200 ng cada uno de
acetato de retinilo y retinol por inyeccion.
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El tiempo de retencion del pico primario/principal del cloroformo: extracto de metanol coincide con el del estandar de
palmitato de retinilo a los 18.65 minutos y es sustancialmente diferente de retinol y acetato de retinilo (6.65 y 7.33
minutos respectivamente) (Figura 10). Esto indica que la fluorescencia que emana de los cuerpos lipidicos proviene en
gran medida de ésteres de retinilo tales como palmitato de retinilo o un retinoide muy similar a este, tal como oleato de
retinilo. Una razén plausible para el secuestro de vitamina A por cuerpos lipidicos en HPSC puede ser para el
almacenamiento y posterior uso como acido retinoico para la diferenciacion. El almacenamiento de retinoides como
ésteres en cuerpos lipidicos evitara la oxidacion y la conversién a acido retinoico, una poderosa sefial de diferenciacion
para las células madre pluripotentes.

Ejemplo 15: aumento de la fluorescencia azul con la adicién de retinol o éster de retinilo a medios de cultivo

Las células animales no pueden sintetizar la vitamina A, pero la adquieren a partir de los carotenoides presentes en las
plantas y a través de la cadena alimentaria. Para las células en cultivo, la vitamina A esta disponible a partir del suero en
los medios en gran parte como retinol. El retinol es captado por las células y convertido a los ésteres de retinilo como el
palmitato y el oleato, o se oxida a la retina y al acido retinoico. La presencia de retinol se examina en un medio HUES
tipico que contiene un reemplazo de suero modificado (KOSR) o suero certificado de células ES. Los medios y las
muestras de suero se extraen con cloroformo: metanol y se resuelven mediante HPLC de fase inversa. KOSR vy los
extractos de suero son fluorescentes y contienen retinol con tiempos de retenciéon que coinciden con el estandar de
retinol a los 6.65 minutos.

Para determinar si HPSC puede tomar ésteres de retinilo directamente del medio y para probar que la fluorescencia azul
se correlaciona directamente con los niveles de éster de retinilo, las células se cultivan en células alimentadoras MEF en
medios tipicos que contienen KOSR al 20% y suplementado con palmitato de retinilo en diversas concentraciones (2- 10
pM) Después de 24 horas, se observa un aumento saturable dependiente de la dosis en la intensidad de fluorescencia
azul media en los cuerpos lipidicos (Figura 10). El aumento en las intensidades de fluorescencia también se limita a los
cuerpos lipidicos. Se observa que las células madre embrionarias de ratén practicamente no muestran aumento en la
fluorescencia asociada a los retinoides incluso después de 48 horas en los medios con retinol (Figura 9). Esto
demuestra que la suplementacién de los medios de cultivo con retinol o palmitato de retinilo provoca un aumento
dependiente de la dosis en la fluorescencia azul en las HPSC que emanan de los cuerpos lipidicos, lo que indica
captacion de retinoides del medio de cultivo y su secuestro dentro de los cuerpos lipidicos.

Ejemplo 16: Secuestro de vitamina A suministrada exdgenamente en cuerpos lipidicos Unicos a células madre
pluripotentes en el estado “cebado” o “tipo epiblastos”

Los HPSC rutinariamente cultivados en medios tipicos (DMEM modificado, KOSR al 20% con bFGF) tienen cuerpos de
lipidos fluorescentes azules. Dado que tanto las células madre pluripotentes humanas como las de ratén se cultivan
rutinariamente en medios que contienen vitamina A (retinol), la presencia de cuerpos lipidicos fluorescentes en HPSC
“cebadas” pero no en células madre embrionarias de ratén “diferenciadas” sugiere que las células “diferenciadas” no
absorben el retinol, pero las células “cebadas” si lo hacen. Esto también es fuertemente sugerido por la aparicion de
cuerpos lipidicos que son fluorescentes en células madre de tipo epiblastos de ratéon y la disminucién de cuerpos
lipidicos fluorescentes en células pluripotentes humanas “diferenciadas”.

Ademas de esto, se examinaron cultivos de células HUES en medios Essential 8 (E8) (Invitrogen, EE. UU.), Un medio
libre de suero quimicamente definido disponible recientemente para cultivos de HPSC que no contienen vitamina A. Las
células HUES cultivadas en los medios E8 muestran una disminucion rapida en los cuerpos lipidicos junto con
fluorescencia asociada en 24 horas, y los cuerpos lipidicos estan completamente ausentes en 72 horas (Figura 10).
Posteriormente, la adicion de retinol (10 uM) a estos cultivos da como resultado la reaparicion de cuerpos lipidicos
fluorescentes (Figura 10). Junto con los resultados previamente descritos, esto sugiere que las células madre
pluripotentes “cebadas” pueden captar retinoides, y que el retinol puede inducir cuerpos lipidicos que secuestran ésteres
de retinilo. Una posible razon podria ser la expresion diferencial de las proteinas implicadas en la captacion y el
metabolismo de retinoides entre los dos estados/tipos de células.

La Tabla 1 muestra la expresion diferencial de proteina implicada en la captaciéon y metabolismo de retinoides entre
células madre embrionarias humanas y células madre embrionarias de ratén.

SIMBOL | NOMBRE HUES7 mES

(0] GENICO (U133A; (GSM87830_MoE
Enver et al., S.C5
2005)

http://amazoni | http://www.ncbi.nl
a.transcriptom | m.nih.gov/
e.eu/

CRABP1 | proteina 1 de | 819.6 378
unién de 4&cido
retinoico celular
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CRABP2 | proteina 2 de | 1506.1 0
unién de 4&cido
retinoico celular

RARA Receptor de | 87 86
acido retinoico,
alfa

RARG Receptor de | 152.6 131
acido retinoico,
gamma

RARRE Respondedor de | 632.2 0

S2 acido  retinoico
(tazarotenoinduc
ido) 2

RBP1 Proteina 1 de | 315.3 5
union de retinol,
celular

RBP7 Proteina 7 de | 55.7* 94
union de retinol,
celular

RETSAT | Saturasa retinol | 184.5 0
(toda la -

transretinol
13,14-reductasa)

RXRA Receptor X | 323 66
retinoide, alfa

STRAG Todo transretinol | 251.3 0
13,14-reductasa)

RALDH Deshidrogenasa | 13.5 2
retinal

SOCS3 Supresor de | 65 95
sefializacion 3
de citoquina

LRAT Acetiltransferasa | 20.8 0
de retinol de
lecitina

Por lo tanto, estos cuerpos lipidicos que secuestran retinoides marcan el estado “epiblasto” in vivo e in vitro y pueden
servir como un marcador util para distinguir entre células madre pluripotentes “cebadas” e “indiferenciado”. En otras
palabras, los cuerpos lipidicos que contienen éster de retinilo sirven como marcador para células madre pluripotentes
“cebadas” o “tipo epiblasto”.

Ventajas y aplicaciones:

La presente divulgacion describe un procedimiento que se presta facilmente a la propagacion de alto rendimiento de
células madre pluripotentes humanas que emplean FACS que implica obtener células individuales, clasificar y propagar
las células individuales. El presente procedimiento también demuestra la clasificacion y propagacion de células
pluripotentes humanas Unicas.

» La variabilidad que a menudo se asocia con el etiquetado de anticuerpos también se evita.

* Los niveles de la autofluorescencia endégena se cuantifican faciimente.

» Al ser un marcador endégeno robusto, proporciona una plataforma muy estable y cuantificable.

* El presente procedimiento se utiliza para identificar y aislar células madre pluripotentes humanas de sus contrapartes
diferenciadas de manera rapida y eficiente sin modificar las células de ninguna manera, ya que utiliza fluorescencia

enddgena. Por lo tanto, no requiere etiquetado externo.

» Se utiliza igualmente para cultivos de pequefa escala y de gran escala. Se presta para obtener poblaciones celulares
homogéneas.

» Dado que la fluorescencia aparece muy temprano en el proceso de reprogramacion (dia 10 en caso de reprogramacion
de células linfoblastoides humanas y dia 7 en caso de células de fibroblastos neonatales humanos) y también se retiene
una vez que se forman las colonias iPS, se puede utilizar para rastrear la eficiencia de conversion por ejemplo se utiliza
para controlar/cuantificar/o evaluar la eficacia de la conversién de diversos tipos de células somaticas hacia la
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pluripotencia en diferentes condiciones experimentales. Por ejemplo, sirve en ensayos de alto rendimiento para
identificar/definir condiciones de reprogramacion tales como los constituyentes de los medios o analizar los procesos
bioquimicos involucrados.

» También se utiliza para eliminar las células madre pluripotentes que forman teratomas pluripotentes, es decir, células
madre pluripotentes de las células diferenciadas/de diferenciacién antes del trasplante.

» Se presta a ensayos de alto rendimiento para monitorear la diferenciacion/pérdida de pluripotencia y analizar los
procesos bioquimicos involucrados.

» Se utiliza para aislar células pluripotentes de ratéon que son células pluripotentes tipo epiblasto y también se utiliza para
obtener células pluripotentes humanas que son mas “indiferenciadas” como las células ES de raton.

* Para aislar y propagar las células madre del epiblasto del ratén y el estado mas “indiferenciado” de las células ES
humanas e iPS.

» Ordenar las células con niveles mas altos de fluorescencia azul y propagarlas repetidamente, particularmente las
células iPS humanas. Esto da como resultado células iPS que estan mas cerca en el fenotipo de las células ES
humanas y poseen un patrén de expresion génica asociado a pluripotencia mas uniforme mas alla de sus antepasados
somaticos.

* Ademas, si durante el proceso de rediferenciacion, las células azules se aislan muy temprano durante la
reprogramacion, el tiempo de reprogramacion puede acortarse y, por lo tanto, se reducen el trabajo y los gastos
involucrados.

* El procedimiento de identificacion esta acoplado al FACS de doble foton/multifotdn u otra tecnologia que no utiliza luz
de longitud de onda ultravioleta o UV para la identificacion y aislamiento de células madre pluripotentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar una célula madre pluripotente en un cultivo y opcionalmente aislar la célula madre
pluripotente del cultivo, comprendiendo dicho método los actos de:

a) someter el cultivo a excitacién a una longitud de onda que varia de aproximadamente 275 nm a aproximadamente
410 nm para obtener la emision de fluorescencia azul endégena del cuerpo lipidico presente dentro de la célula madre
pluripotente; y

(b) medir la intensidad de la emision para identificar las células madre pluripotentes en el cultivo;
c) opcionalmente clasificar el cultivo para aislar la célula madre pluripotente del cultivo.

2. El método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que el cultivo comprende células seleccionadas de un grupo
que comprende células madre no diferenciadas, células madre de diferenciacion, células madre diferenciadas, células
que tienen o se sospecha que tienen células madre pluripotentes y combinacién de las mismas.

3. El método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la excitaciéon es de una fuente Unica de fotones o
multiples fuentes de fotones.

4. El método como se reivindica en la reivindicacién 1, en el que la intensidad de la emision de fluorescencia azul
enddgena esta en una longitud de onda que varia de aproximadamente 410 nm a aproximadamente 550 nm.

5. El método como se reivindica en la reivindicacion 4, en el que la emision de fluorescencia azul endégena se detecta
utilizando una técnica seleccionada de un grupo que consiste en microscopia de fluorescencia, microscopia de
epifluorescencia, microscopia dual, microscopia multifotdnica y combinacion de las mismas.

6. El método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la célula madre pluripotente se selecciona de un grupo
que comprende células madre embridnicas humanas (HUESC), células madre pluripotentes inducidas humanas
(HIPSC), células madre pluripotentes de epiblastos de raton (mEpiSC), células madre de mamifero, y combinacién de
las mismas.

7. El método como se reivindica en la reivindicacion 6, en el que la célula madre pluripotente inducida humana (hiPSC)
se selecciona de un grupo que comprende de células madre pluripotentes inducidas por linfoblastos humanos (LCL
iPSC), células madre pluripotentes inducidas por fibroblastos de prepucio neonatal humano (NFF iPSC), células madre
pluripotentes inducidas por fibroblastos dérmicos adultos (ADF iPSC) y combinacién de las mismas.

8. El método como se reivindica en la reivindicaciéon 1, en el que la clasificacion se lleva a cabo por la técnica de
Clasificacion Celular Activada por Fluorescencia.

9. El método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la fluorescencia azul surge de retinoides dentro de los
cuerpos lipidicos de células madre pluripotentes.

10. ElI método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho método se emplea para propagacion de alto
rendimiento de células madre pluripotentes humanas.
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