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DESCRIPCION
Método para aumentar la reserva de células progenitoras endocrinas Ngn3+ y masa celular endocrina pancreatica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la medicina, en particular para el tratamiento o la prevencién de la
diabetes. También se refiere al campo de la biologia celular.

Antecedentes de la invencion

El pancreas es un 6rgano glandula compuesto de dos subclases de tejido: las células exocrinas (tejido acinar) y las
células endocrinas (islotes de Langerhans). Las células exocrinas producen las enzimas digestivas que pasan al
intestino delgado. Las células de los islotes producen hormonas que estan implicadas en el metabolismo de los
hidratos de carbono. Los islotes se componen de cinco tipos de células: células a, B, 8, € y PP que producen
glucagon, insulina, somatostatina, grelina y polipéptido pancreatico, respectivamente. Las células 8 secretan insulina
en respuesta a un aumento de la concentracion de glucosa extracelular.

Los primeros signos morfologicos del pancreas primitivo surgen como brotes dorsales y ventrales del epitelio del
intestino primitivo en el dia embrionario (E) 9,5 en el ratén. Consecuentemente, todos los linajes que definen los
diversos tipos de células pancreaticas, que comprenden células de los islotes endocrinas y acinares exocrinas y de
los conductos, estan formados por un grupo de células progenitoras multipotentes que expresan el factor de
transcripcion PDX1. El factor de transcripcion Ngn3 se expresa transitoriamente en un subconjunto de las células
progenitoras de pancreas desde E 9.5 a E 18.5 e inicia el programa de diferenciacion de todas las células de los
islotes. Se demostr6 que Ngn3 se requiere para la especificacion de un precursor comun para los cinco tipos de
células endocrinas pancreaticas (a, B, , € y PP) y que los ratones que carecen de la funcion Ngn3 dejan de generar
cualesquiera células endocrinas pancreaticas y mueren, después del nacimiento, por diabetes (Gradwohl et al,
2000). La especificacion de diferentes tipos de células de los islotes y la finalizacion del proceso de diferenciacion
requieren la activacion de factores de transcripcion que estan situados a continuacion de Ngn3. Entre estos factores
reguladores, NeuroDI, Pax4 y NKX2.2 son blancos directos de Ngn3.

La diabetes tipo 1y tipo 2 se caracteriza por la pérdida y la disfuncion de las células beta. La diabetes tipo 2, que es
la forma mas comun, se asocia a una disminucion gradual de la sensibilidad respecto a la insulina. La diabetes tipo 1
es una condicién en la que las células inmunes del cuerpo atacan a las células beta ubicadas en los islotes
pancreaticos, reduciendo o eliminando la capacidad del cuerpo para producir insulina. El tratamiento para la diabetes
tipo 1 consiste en un esfuerzo de por vida del control de la glucosa en la sangre, ejercicio fisico, dieta y tratamiento
con insulina. En algunos casos, los individuos con diabetes tipo 2 requieren, de manera similar, terapia con insulina.
Sin embargo, estos enfoques son a veces insuficientes para controlar los niveles de glucosa en sangre. La diabetes
mal controlada puede conducir a complicaciones potencialmente fatales. Los ojos, los nervios y los rifiones son
particularmente susceptibles a los dafios causados por la diabetes tipo 1 o tipo 2 mal controladas.

Un tratamiento alternativo para los pacientes con diabetes tipo 1 es el trasplante completo del 6rgano pancreatico.
Tal procedimiento ofrece la posibilidad de un excelente control de la glucemia pero los pacientes estan sometidos a
los efectos adversos de la inmunodepresion y a los riesgos de una cirugia mayor.

Recientemente, se han hecho grandes avances en el desarrollo de trasplantes de islotes humanos en el tratamiento
de la diabetes. Sin embargo, se requiere un gran ndmero de islotes para lograr una independencia de la insulina a
largo plazo y se necesitan dos o mas donantes de 6rganos para acumular suficientes células de los islotes para un
solo trasplante completo. Por lo tanto, la falta de islotes de cadaveres humanos es un obstaculo importante en el uso
generalizado del trasplante de los islotes. Ademas, con este procedimiento, la inmunodepresion es todavia
necesaria y los islotes son, a menudo, severamente lesionados por las condiciones de almacenamiento o por el
tiempo de transporte que causa la apoptosis de las células 3 que secretan la insulina.

Estas limitaciones han dado una alta prioridad a los esfuerzos realizados para estimular el crecimiento de nuevos
tejidos de los islotes pancreaticos. Como ejemplo, la solicitud de patente WO 2006/046923 propone, para el
tratamiento de células madre pancreaticas con acido retinoico, obtener células endocrinas productoras de hormonas
pancreaticas.

Sin embargo, aun hay una gran necesidad de proporcionar métodos para proporcionar un nimero grande de células
beta que puedan ser utilizadas para tratar la diabetes, mediante el trasplante de islotes de pancreas, o para
promover la maduracién de células B.

Compendio de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro para aumentar la reserva de células
endocrinas progenitoras Ngn3" obtenidas a partir de células madre, en el que dicho método comprende la etapa de
poner en contacto las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas,
excepto células madre embrionarias humanas, con un inhibidor de canales SUR1/Kir6.2.
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En un segundo aspecto, la presente solicitud proporciona un método in vitro para aumentar el nimero de células
endocrinas pancreaticas obtenidas a partir de células madre, en el que dicho método comprende la etapa de poner
en contacto las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, excepto
células madre de embriones humanos, con un inhibidor de canales SUR1/Kir6.2.

En otro aspecto, la presente solicitud también se refiere a un método in vitro para incrementar la masa de células 3
obtenidas a partir de células madre, en el que dicho método comprende la etapa de poner en contacto las células
madre, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas con un inhibidor de canales
SUR1/Kir6.2.

La presente solicitud también se refiere a un método in vitro para la obtencién de células endocrinas pancreaticas,
en el que dicho método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la capacidad de
diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 para la
diferenciacion in vitro o ex vivo de células madre en células endocrinas pancreaticas.

En otro aspecto, la presente solicitud proporciona células pancreaticas obtenidas por el método de la invencion.

En un aspecto adicional, la presente solicitud describe islotes pancreaticos obtenidos mediante el método de la
invencion.

En otro aspecto, la presente solicitud describe una composicion farmacéutica que comprende células pancreaticas
y/o islotes pancreaticos obtenidos mediante el método de la invencion.

En otro aspecto, la presente solicitud se refiere a células pancreaticas y/o islotes pancreaticos obtenidos mediante el
método de la invencion para el tratamiento de la diabetes en un sujeto en necesidad del mismo.

En un dltimo aspecto, la presente solicitud se refiere a un método para tratar la diabetes en un sujeto en necesidad
del mismo, comprendiendo dicho método las etapas que consisten en:

- obtener células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas;

- poner en contacto dichas células madre con un inhibidor de los canales SUR1/Kir6.2 durante su diferenciacién en
células endocrinas pancreaticas;

- realizar el trasplante de una cantidad terapéuticamente eficaz de los islotes pancreaticos obtenidos por la
diferenciacion de dichas células madre en dicho sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Efecto morfolégico del aumento de las concentraciones de la glibenclamida en el desarrollo del pancreas
embrionario in vitro.

(Fig. 1A) Se cultivaron pancreas de rata embrionarias E13.5 en la interfase aire/liquido durante 7 dias sin (control) o
con concentraciones crecientes de la glibenclamida. Se muestran imagenes representativas de pancreas cultivados
en 1, 3, 5y 7 dias. El epitelio, con un circulo en blanco y rodeado por su mesénquima, esta mas ramificado en los
pancreas tratados con glibenclamida 100 uM (asteriscos blancos). (Fig. 1B) Tincién de Hoechst de pancreas
cultivados 7 dias sin o con las concentraciones indicadas de la glibenclamida. Téngase en cuenta la falta de nucleos
picnoticos en los pancreas tratados con glibenclamida. Barra de escala: 50 micras. (Fig. 1C) Cuantificacion de las
areas de superficie absolutas ocupadas por la tincion de Hoechst después de 7 dias de cultivo sin o con
glibenclamida 10 y 100 pM. La cuantificacion de la tincion de Hoechst se utilizé para estimar el tamafio de los
rudimentos de pancreas. Se analizaron de cinco a seis pancreas para cada condicién. Los valores son medias *
SEM.

Figura 2: Efectos de la glibenclamida sobre la diferenciacion de células B y a.

Cuantificacion por PCR en tiempo real de la insulina. (Fig. 2A), ZnT-8 (Fig. 2B) y MAFA (Fig. 2C). ARNm en
pancreas E13.5 antes (D0O) y después de 1, 3, 5y 7 dias de cultivo (D1, D3, D5 y D7 respectivamente) con o sin
glibenclamida 100 puM. Cada punto de datos representa la media + SEM de al menos seis experimentos
independientes **, p <0,01. (Fig. 2D) Cuantificacion de la superficie absoluta ocupada por la tincién de proproteina
convertasa subtilisina/Kexina 1/3 (PCSK1/3) en células que expresan PDX-I que se desarrollaron después de 7 dias
de cultivo en presencia o en ausencia de glibenclamida 100 uM. Los valores son medias + SEM de al menos tres
experimentos independientes.

La diferenciacion celular a se evalué mediante tincion de glucagén en pancreas E13.5 cultivados 7 dias en presencia
0 en ausencia de glibenclamida 100 uM. (Fig. 2E) La superficie absoluta de la tincion de glucagén en pancreas
E13.5 cultivados 7 dias en presencia o en ausencia de glibenclamida 100 uM se cuantificd. Los valores son medias
+ SEM de al menos tres experimentos independientes **, p <0,01. (Fig. 2F) Perfil de expresion de Pou3F4 por PCR
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en tiempo real en pancreas E13.5 antes (D0O) y después de 1, 3, 5 y 7 dias de cultivo (D1, D3, D5 y D7,
respectivamente), en presencia o en ausencia de glibenclamida 100 uM. Cada punto de datos representa la media +
SEM de al menos tres experimentos independientes **, p <0,01.

Figura 3: El tratamiento con glibenclamida amplifica la reserva de precursores pro-endocrinos sin actuar sobre la
proliferacion de células progenitoras de pancreas.

(Fig. 3A) Cuantificacion por PCR en tiempo real de transcritos de Ngn3 en pancreas E13.5 después de 0,1,3,5y 7
dias de cultivo (DO, D1, D3, D5 y D7 respectivamente) con o sin glibenclamida 100 uM. Cada punto de datos
representa la media + SEM de al menos siete experimentos independientes ***, p <0,001. (Fig. 3B): Analisis
inmunohistoquimico de la expresion Ngn3 de pancreas E13.5 cultivados 5 dias en presencia (C, C’) o en ausencia
(B, B') de glibenclamida 100 uM. Téngase en cuenta el aumento del nimero de nucleos Ngn3 positivos en los
explantes tratados con glibenclamida. Barra de escala: 50 micras. B'y C' son, respectivamente, la ampliacion de B 'y
C. (fig. 3C) Cuantificacion del nimero de células positivas Ngn3 en pancreas E13.5 cultivados durante 5 dias en
presencia o en ausencia de glibenclamida 100 pM. Los valores son medias + SEM de al menos tres experimentos
independientes **, p <0,01. (Fig. 3D) Pancreas E13.5 fueron cultivados durante 24 horas con o sin glibenclamida 100
MM y pulsados con BrdU durante la ultima hora de cultivo. La inmunohistoquimica se realizé utilizando anticuerpos
anti-BrdU y anti-PDX1. Cuantificacion de la proliferacion de progenitores tempranos PDX1 en pancreas cultivados
24h en ausencia o presencia de glibenclamida 100 pM.

Figura 4: Las células Ngn3+ inducidas por glibenclamida se diferencian en células beta.

(Fig. 4A) Cuantificacion de la superficie absoluta ocupada por la tincion con insulina en células beta que se
desarrollaron después de 7, 9, 11 y 14 dias de cultivo en ausencia o en presencia de glibenclamida 100 uM sélo
durante los primeros 5 dias de cultivo. Cada punto de datos representa la media + SEM de al menos tres
experimentos independientes *, p <0,05; **, p <0,01. (Fig. 4B) Cuantificacién por PCR en tiempo real de las
transcripciones de insulina en pancreas E13.5 después de 7, 9, 11 y 14 dias cultivado sin o con glibenclamida 100
MM sélo durante los primeros 5 dias de cultivo. Cada punto de datos representa la media £+ SEM de al menos tres
experimentos independientes **, p <0,01. Cuantificacién por PCR en tiempo real de las transcripciones de ZnT-8
(Fig. 4C) y MAFA (Fig. 4D) en pancreas E13.5 después de 7, 9, 11 y 14 dias cultivados sin o con glibenclamida 100
MM sélo durante los primeros 5 dias de cultivo. Cada punto de datos representa la media £+ SEM de al menos tres
experimentos independientes **, p <0,01.

Descripcion detallada de la invenciéon

El canal de KATP de células B de pancreas desempefia un papel clave en la secrecién de insulina estimulada por
glucosa mediante la regulacion del flujo de iones potasio a través de las membranas celulares. Los canales de Karp
estan abiertos a bajas concentraciones de glucosa, pero se cierran cuando la captacion de glucosa y el metabolismo
son estimulados por un aumento en la concentracion de glucosa en plasma. Esto conduce a la despolarizacion de
membrana, la activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje, la entrada de calcio y, a su vez, a la
secrecién de insulina. Este canal se compone de dos tipos de subunidades - el rectificador interno del canal K*
(Kir6.2) que forma el poro del canal y el receptor de sulfonilurea (SUR1), que sirve como una subunidad reguladora.
Estas subunidades, asociadas con una estequiometria de subunidades Kir6.2:/SUR14. Kir6.2 y SUR1, estan
codificadas por los genes KCNJI | y ABCC8, respectivamente.

Los inventores en este documento han demostrado que los inhibidores de los canales Kir6.2/SUR1 son capaces de
amplificar la reserva de células Ngn3+ progenitoras endocrinas que posteriormente se diferencian en células
endocrinas pancreaticas. Estos inhibidores de este modo se pueden utilizar para aumentar drasticamente la masa
de células B y la capacidad de secrecion de la insulina en el pancreas en desarrollo o de los islotes.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro para aumentar la reserva de células
Ngn3+ progenitoras endocrinas, en el que dicho método comprende la etapa de poner en contacto células madre,
que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, con un inhibidor de canales de
SUR1/Kir6.2.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "células progenitoras endocrinas Ngn3+" se refiere a
precursores de células endocrinas pancreaticas que expresan el factor de transcripcion Neurogenina-3 (Ngn3). Las
células progenitoras estan mas diferenciadas que las células madre multipotentes y pueden diferenciarse en solo
unos pocos tipos de células. En particular, las células progenitoras Ngn3+ endocrinas tienen la capacidad de
diferenciarse en los cinco tipos de células endocrinas pancreaticas (a, B, 8, € y PP). La expresion de Ngn3 puede
evaluarse por cualquier método conocido por el experto en la técnica, tal como la inmunoquimica, usando un
anticuerpo anti-Ngn3 o RT-PCR cuantitativa.

La expresion "células madre" se refiere a células que tienen la capacidad de ir a través de numerosos ciclos de
divisiéon celular mientras se mantiene un estado no diferenciado y tienen la capacidad de diferenciarse en tipos de
células especializadas. Existen dos grandes tipos de células madre de mamiferos: células madre embrionarias
aisladas de los blastocitos y células madre adultas que se encuentran en los tejidos adultos.
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Las células madre pueden ser clasificadas de acuerdo con su potencia (su capacidad de diferenciarse en diferentes
tipos de células). Las células madre totipotentes pueden diferenciarse en tipos de células embrionarias y
extraembrionarias. Estas células contienen toda la informacién genética necesaria para crear un organismo
completo y viable. Las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en casi todos los tipos de células, pero no
pueden desarrollarse en un embrion. Estas células mantienen la plasticidad para generar todos los tipos de células
en un individuo, excepto el tejido extraembrionario, tal como la placenta. Las células madre multipotentes pueden
diferenciarse en varios tipos de células, pero soélo aquellas de una familia estrechamente relacionada de células. Las
células madre adultas, que residen en pequefio nimero en casi todos los tejidos adultos, generalmente son
multipotentes: su potencial regenerativo es especifico de tejido o de capa germinal.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "células madre" abarca las células madre embrionarias, células
madre adultas y células somaticas reprogramadas (células madre pluripotentes inducidas).

Las células madre embrionarias son células madre embrionarias no humanas debido a algunas de la leyes y
practicas de las patentes.

En una realizacion, las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas,
se seleccionan del grupo que consiste en células madre pancreaticas, células madre pluripotentes y células madre
multipotentes.

En una realizacion particular, las células madre pancreaticas se seleccionan del grupo que consiste en células
madre derivadas de islotes pancreaticos, conductos pancreaticos, células acinares pancreaticas y células madre
derivadas del brote dorsal pancreatico a partir de embriones.

Tal como se usa en este documento, se debera tomar la expresiéon "células derivadas de" para indicar que este
grupo particular de células se ha originado a partir de la fuente especificada, pero necesariamente no se ha obtenido
directamente a partir de dicha fuente.

Tal como se utiliza en este documento, la expresién "células madre pancreaticas" se refiere a células madre
multipotentes especificas y de 6rganos que expresan PDX1 y que son capaces de diferenciarse en todos los tipos
de células pancreaticas. El gen homeobox duodenal del pancreas PDX1 (UniGene Hs.32938) es uno de los primeros
genes expresados en el pancreas en desarrollo. Las células que expresan PDX1 dan lugar a los tres tipos de tejido
pancreatico, exocrino, endocrino y conductos. Después del nacimiento, la expresion PDX1 se limita esencialmente a
células 3 dentro de los islotes endocrinos del pancreas.

La identificacion de las células madre pancreaticas de los islotes pancreaticos y poblaciones ductales se ha descrito
en Seaberg et al. (Seaberg et al., 2004). Este trabajo demostré que estas células madre coexpresan marcadores de
precursores neuronales y pancreaticos y que se diferencian para formar poblaciones distintas de neuronas, células
de la glia y estrelladas, células endocrinas pancreaticas beta, alfa y delta y células exocrinas pancreaticas.

Ademas, se ha descubierto recientemente que las células ductales y acinares pancreaticas son capaces, bajo
ciertas condiciones, de producir una regresion a un fenotipo menos diferenciado y, a continuacién, pueden
diferenciarse para formar células endocrinas y, en particular, para formar células beta (Bonner-Weir et al., 2008;
Minami et al, 2008).

En consecuencia, las células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas
pueden ser células madre pancreaticas derivadas de tejido exocrino, endocrino o ductal o células pancreaticas
diferenciadas que se mueven en una fase menos diferenciada que expresan PDX1. Tales células madre
pancreaticas se pueden obtener a partir de tejido adulto por cualquier método conocido en la técnica anterior, tales
como los descritos en los articulos de Seaberg et al. Bonner-Weir et al., y Minami et al. (Seaberg et al, 2004 Bonner-
Weir et al., 2008; Minami et al., 2008).

También pueden derivarse células madre pancreaticas de los brotes de pancreas dorsal a partir de embriones. El
pancreas dorsal es un brote embrionario del revestimiento endodérmico del intestino en la pared dorsal cefalica al
nivel del diverticulo hepatico, que forma la mayor parte del pancreas y su conducto principal. Pueden obtenerse
células madre pancreaticas que expresan PDX1 a partir de ovocitos fertilizados cuando el tejido pancreatico ha
comenzado a desarrollarse y antes de la diferenciacion terminal de la mayoria de las células pancreaticas.

Las células madre pancreaticas se pueden derivar del brote pancreatico dorsal de embriones no humanos debido a
algunas de la leyes y practicas de las patentes.

En otra realizacion, las células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas
son células madre multipotentes derivadas de otros tejidos adultos diferentes al tejido pancreatico. Preferiblemente,
las células madre multipotentes se derivan de tejido adulto seleccionado de entre el grupo que consiste en médula
6sea, higado, sistema nervioso central, bazo y tejido adiposo.

Se han descrito células madre derivadas de médula 6sea (hematopoyéticas o mesenquimales) que son capaces de
diferenciarse en células endocrinas pancreaticas (Oh et al, 2004; Moriscot et al, 2005; Sun et al, 2007; Gabr et al.,
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2008). Las células madre derivadas de la médula 6sea se pueden aislar de la médula ésea en funcién de su
capacidad de adherirse a un soporte de plastico. Luego, se pueden expandir y cultivarse. La expresion génica de
PDX-1 puede ser inducida en estas células utilizando factores tales como sulfoxido de dimetilo, tricostatina o -
mercaptoetanol.

Las células madre mesenquimales de la médula dsea y el tejido adiposo representan una poblacion celular muy
similar con fenotipo comparable. En consecuencia, las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
también tienen el potencial de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas (Timper et al., 2006).

Se ha descrito que las células madre del higado, también llamadas células madre ovales, son capaces de
diferenciarse en células endocrinas pancreaticas cuando se cultivan en un ambiente de mucha glucosa (Yang et al.,
2002). Otra posibilidad puede ser inducir la transdiferenciacion de células madre hepaticas en células progenitoras
pancreaticas mediante la expresion de un transgén PDX-1 (Sapir et al., 2005).

Se han descrito también células progenitoras neurales cerebrales (Hori et al., 2005) y esplenocitos (Kodama et al.,
2003) capaces de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas.

En una realizacion preferida, no se modifican genéticamente las células madre multipotentes derivadas de tejido
adulto y aquellas que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas. Estas células
presentan la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas solamente cultivandolas en presencia
de factores de crecimiento especificos y/o compuestos.

En una realizaciéon particular adicional, las células madre son células madre pluripotentes obtenidas por
reprogramacion de células somaticas. Dichas células también se denominan células madre pluripotentes inducidas.

Se ha encontrado que las células madre pluripotentes inducidas reproducen las caracteristicas de las células madre
embrionarias, tales como las células madre embrionarias humanas, y que son, por lo tanto, una alternativa al
controvertido uso de estas células (Romano et al., 2008). Se pueden obtener células madre pluripotentes inducidas
a partir de células somaticas, tales como fibroblastos de piel humana, por una variedad de métodos esencialmente
basados en la manipulacion de un grupo seleccionado de factores de transcripcion (Maherali et al., 2008). Por
ejemplo, se han generado células madre pluripotentes inducidas por la expresion ectépica de cuatro factores de
transcripcion, Oct4, Sox2, KIf4 y c-MYC (Takahashi et al, 2007; Lowry et al, 2008) u Oct4, Sox2, NANOG y Lin28 (Yu
et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que las células pluripotentes inducidas tienen el potencial de diferenciarse
en células endocrinas pancreaticas (Tateishi et al., 2008).

En otra realizacién, las células madre pluripotentes se derivan de células madre embrionarias. Las células madre
embrionarias (ES) se derivan de células totipotentes de embriones de mamifero en etapas tempranas y son capaces
de una proliferacion ilimitada, no diferenciada, in vitro. Caracteristicas esenciales de estas células incluyen (i)
derivacion del embrién de pre-implantacion o peri-implantacion, (ii) proliferacion indiferenciada prolongada, y (iii) un
potencial de un desarrollo estable para formar derivados de las tres capas germinales embrionarias (endodermo,
mesodermo y ectodermo), incluso después de un cultivo prolongado.

Las células ES crecen como colonias homogéneas y no diferenciadas cuando se propagan en una capa de
alimentacion tales como los fibroblastos de embriones de ratén. La eliminacion de esta capa de alimentacion se
asocia con la diferenciacion en los derivados de las tres capas germinales embrionarias. Las células madre
pluripotentes se derivan de las células madre embrionarias no humanas, debido a algunas de la leyes y practicas de
las patentes.

Las células madre, como se describié anteriormente, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas
pancreaticas y, por lo tanto, en sus precursores; es decir, las células progenitoras endocrinas Ngn3+, se pueden
utilizar en el método de la invencion para aumentar la reserva de estas células Ngn3+. La etapa de ponerlas en
contacto con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 tiene que ser llevada a cabo después de la detecciéon de la
expresion génica de PDX1 y antes de la diferenciacion completa de estas células en células endocrinas
pancreaticas, preferiblemente después de la deteccion de la expresion génica de PDX1 y antes de la deteccion de la
expresion de Ngn3.

Las células madre, como se describié anteriormente, pueden ser derivadas de cualquier mamifero, tales como
ratones, ratas, cerdos, perros, gatos, caballos, monos o seres humanos.

La expresion "inhibidor del canal SUR1/Kir6.2", tal como se utiliza en este documento, se refiere a un compuesto que
tiene la capacidad de cerrar el canal Kir6.2/SUR1 vy, por lo tanto, bloquear el flujo de iones potasio a través de las
membranas celulares.

El inhibidor de los canales de SUR1/Kir6.2 se selecciona de sulfonilureas y metiglinidas (o glinidas), y cualquier
combinacion de las mismas.
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En una realizacion, el inhibidor es una sulfonilurea seleccionada del grupo que consiste en acetohexamida,
carbutamida, glibornurida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliclazida, glibenclamida (gliburida),
gliquidona, glicopiramida, glisoxepida y glimepirida.

En otra realizacion, el inhibidor es una metiglinida seleccionada del grupo que consiste de repaglinida, nateglinida y
mitiglinida.

En una realizacion preferida, el inhibidor de los canales de SUR1/Kir6.2 es glibenclamida.

El inhibidor de los canales de SUR1/Kir6.2 se puede usar solo, en combinacién con uno o varios inhibidores de los
canales de SUR1/Kir6.2 y en combinacion con ofras sustancias activas. Por ejemplo, la glibenclamida se puede
utilizar en asociacién con metformina.

En el presente método, se ponen en contacto células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en células
endocrinas pancreaticas con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2. Este paso de poner en contacto las células
madre con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 puede consistir en el cultivo de células madre en un medio que
contiene un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2.

La concentracion del inhibidor de canales SUR1/Kir6.2 puede ser elegida por el experto en la técnica utilizando
procedimientos bien conocidos. Por ejemplo, se pueden conseguir pruebas preliminares para evaluar la toxicidad del
inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 en células madre. En este caso, las células madre son cultivadas a diferentes
concentraciones de este inhibidor, monitorizandose los marcadores de toxicidad. Estos marcadores pueden ser
marcadores de muerte celular por apoptosis, tales como la fragmentacion del ADN apoptético y la activacion de
caspasa-DEVD. La concentracion del inhibidor del canal tiene que ser elegida con el fin de prevenir cualquier efecto
toxico sobre las células madre en crecimiento. Preferiblemente, la concentracion se elige con el fin de que sea la
concentracion mas alta que no presenta ningun efecto toxico.

En una realizacién, se ponen en contacto células madre con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 mediante su
cultivo en presencia de 0,1 a 500 uM de dicho inhibidor, preferiblemente en presencia de 1 a 250 uM de dicho
inhibidor y, lo mas preferiblemente, en presencia de 50 a 150 uM de dicho inhibidor.

En una realizacion particular, el inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 es glibenclamida y las células madre se ponen
en contacto con glibenclamida mediante su cultivo en presencia de 100 uM de glibenclamida.

El medio de cultivo que se puede utilizar durante la etapa de poner en contacto un inhibidor de canales de
SUR1/Kir6.2 esta disefiado para apoyar el crecimiento y la diferenciacion de las células madre. Este medio
generalmente se cambia cada dia y comprende una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, antibiéticos que
previenen el crecimiento de bacterias y hongos, un tampén para mantener el pH y factores de crecimiento
especificos. Este medio puede ser disefiado facilmente por la persona experta en la técnica. Un ejemplo de tal
medio se presenta en la seccién experimental mas adelante o en la seccién experimental del articulo de Guillemain
et al. (Guillemain et al., 2007).

También se pueden afiadir otros compuestos en el medio, tal como el compuesto conocido que estimula la
replicacion de células B, que induce la diferenciacion en células o que inhibe la apoptosis de las células 3. Tales
compuestos pueden elegirse entre el grupo que consiste en nicotinamida, glucagén tipo péptido 1 (GLP-1), la
glucosa, la exendina-4 y el acido retinoico.

En una realizacion, se ponen en contacto células madre con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 de 3 a 10 dias,
preferiblemente de 5 a 7 dias. Durante la etapa de puesta en contacto, las células madre son cultivadas en un medio
de apoyo del crecimiento y a la diferenciacion y que contiene un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2.

Al final de la etapa de puesta en contacto y/o varios dias después, el nimero de células que expresan Ngn3 puede
ser evaluado con el fin de verificar la eficacia del tratamiento, es decir, el aumento de la reserva de células
progenitoras endocrinas Ngn3+. EI numero de células que expresan Ngn3 obtenidas en las muestras tratadas se
compara con el nimero de células que expresan Ngn3 obtenidas en la muestra de control, es decir, sin la etapa de
puesta en contacto con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2. Con el fin de ser comparables, las células madre en
las muestras tratadas y de control tienen que ser del mismo tipo celular y presentarse con el mismo protocolo,
excepto el tratamiento con el inhibidor de canales.

En una realizacion, el conjunto de células progenitoras endocrinas Ngn3+ ha aumentado en mas de un 25%,
preferiblemente en mas de un 50% y, lo mas preferiblemente, en mas de un 100%.

En una realizacién preferida, el conjunto de células progenitoras endocrinas Ngn3+ ha aumentado en mas de un
150%, preferiblemente en mas de un 200% y los mas preferiblemente en mas de un 250%.

En una realizaciéon, el método comprende ademas una etapa que consiste en la diferenciaciéon de células
progenitoras endocrinas Ngn3+ obtenidas en precursores de células endocrinas pancreaticas y/o en las propias
células endocrinas pancreaticas.
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En un medio de cultivo apropiado, tal como se ha descrito anteriormente, las células progenitoras endocrinas Ngn3+
se diferencian en precursores de células endocrinas pancreaticas y posteriormente en células 8, 6, € y/o PP.

La presente solicitud también se refiere a un método in vitro para aumentar el nimero de células endocrinas
pancreaticas obtenidas a partir de células madre, en el que dicho método comprende la etapa de poner en contacto
las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, con un inhibidor de
canales de SUR1/Kir6.2.

Este método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse
en células endocrinas pancreaticas; excepto las células madre embrionarias humanas, debido a algunas de la leyes
y practicas de las patentes.

La presente solicitud también describe un método in vitro para aumentar la masa de células 3 obtenida a partir de
células madre, en la que dicho método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la
capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2.

Este método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la capacidad de diferenciarse
en células endocrinas pancreaticas, excepto células madre embrionarias humanas, debido a algunas de la leyes y
practicas de las patentes.

La presente solicitud también describe un método in vitro para la obtenciéon de células endocrinas pancreaticas, en el
que dicho método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la capacidad de
diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 para la
diferenciacion in vitro o ex vivo de células madre en células endocrinas pancreaticas. Las células madre tienen que
ser capaces de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas y pueden elegirse como se describié anteriormente.

En otro aspecto, la presente solicitud también describe un método in vivo para aumentar el nimero de células
endocrinas pancreaticas, en particular, las células B, en el pancreas de un feto, en el que dicho método comprende
la administracién de un inhibidor de canales SUR1/Kir6.2 a la mujer embarazada.

En otro aspecto, la presente solicitud también describe un método in vivo para aumentar el nimero de células
endocrinas pancreaticas, en particular, de las células B, en el pancreas de un sujeto, en el que dicho método
comprende la administraciéon de un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 a dicho sujeto. Preferiblemente, el sujeto es
un nifo.

En un aspecto adicional, la presente solicitud describe células pancreaticas obtenidas por el método in vitro de la
invencion.

En un aspecto, las células pancreaticas son células progenitoras endocrinas Ngn3".

En otro aspecto, las células pancreaticas son células derivadas de células endocrinas progenitoras Ngn3+, es decir,
precursores de células endocrinas pancreaticas y las células endocrinas pancreaticas.

Los precursores de células endocrinas pancreaticas pueden expresar, por ejemplo, Pax4 (gen que codifica box-7
emparejado) o Arx (homeobox relacionado con Aristaless).

Las células endocrinas pancreaticas pueden ser células a, B, 8, € y/o PP.

Preferiblemente, las células pancreaticas son células B. La expresion "células ", como se usa en este documento,
se refiere a las células pancreaticas que son capaces de producir insulina. In vivo, estas células se encuentran en
los islotes pancreaticos de Langerhans. Esta poblacion de células puede ser identificada por la expresion de
marcadores especificos, tales como ZnT-8, un transportador especifico de zinc (Chimienti et al, 2004.) o MafA, un
factor de transcripcion especifico (Zhang et al, 2005; Matsuoka et al, 2007), o por la capacidad de responder a la
exposicion de glucosa de una manera especifica mediante la secrecién de insulina.

La presente solicitud también describe islotes pancreaticos que comprenden las células pancreaticas de la invencion
como se describe anteriormente.

Tal como se utiliza en este documento, la expresion "islote pancreatico” se refiere a agregados celulares discretos
de células pequefias obtenidos in vitro o ex vivo y que incluyen células productoras de hormonas endocrinas
pancreaticas, tales como células alfa, células beta, células delta, células PP y células épsilon. Los islotes
pancreaticos se asemejan en forma a los islotes de Langerhans del pancreas y son esferoides en la forma. In vivo,
los islotes de Langerhans estan rodeados por el tejido exocrino del pancreas.

En un aspecto, los islotes pancreaticos comprenden células beta obtenidas por el método de la invencion.
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En otro aspecto, los islotes pancreaticos comprenden células beta y células alfa obtenidas por el método de la
invencion.

Preferiblemente, los islotes pancreaticos comprenden células alfa, células beta, células delta, células PP y células
épsilon obtenidas por el método de la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende células
pancreaticas y/o islotes pancreaticos de la invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos farmacolégicamente aceptables tienen que ser compatibles con las células y pueden ser, por ejemplo,
un medio de cultivo celular (tal como medio esencial minimo de Eagle), solucion salina tamponada con fosfato,
tampon de Krebs-Ringer, y solucion salina equilibrada de Hank +/- glucosa (HBSS).

Preferiblemente, la composicion farmacéutica es adecuada para su administracion parenteral, por ejemplo, por via
subcutanea, retroperitoneal y por via intravenosa. Dicha composicion puede comprender cualquier aditivo
compatible con las células.

La composicion farmacéutica que comprende células pancreaticas y/o islotes pancreaticos de la invencion se
formula de acuerdo con la practica farmacéutica estandar (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice
of Pharmacy (20? ed), ed. A. R. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 2000 y Encyclopedia of Pharmaceutical
Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, Nueva York) conocido por cualquier
persona experta en la técnica. Las composiciones para administracion parenteral son generalmente soluciones
estériles fisioldgicamente compatibles o suspensiones. Adyuvantes tales como un anestésico local, conservantes y
agentes tamponantes pueden disolverse en el vehiculo.

En un aspecto, la composicion farmacéutica comprende células pancreaticas y/o islotes pancreaticos, como se
describe en este documento, encapsulados en una matriz biocompatible conocida en la técnica. Una variedad de
tecnologias de encapsulacion se han desarrollado (por ejemplo, Qi et al, 2008 y el documento WO 91/10425).

La composicion farmacéutica que comprende células pancreaticas y/o islotes pancreaticos de la invencion, como se
describe en este documento, se puede utilizar para el trasplante de islotes y/o el tratamiento de la diabetes tipo 1y
tipo 2.

La composicion farmacéutica también puede comprender uno o varios compuestos activos adicionales, por ejemplo,
compuestos conocidos para mejorar la supervivencia celular, la proliferacion o para evitar cualquier tipo de
contaminacion.

En otro aspecto, la presente solicitud describe células pancreaticas y/o islotes pancreaticos, como se describe en
esta invencion, para el tratamiento de la diabetes en un sujeto en necesidad del mismo.

La presente solicitud también describe un método de tratamiento de la diabetes en un sujeto en necesidad del
mismo, comprendiendo dicho método las etapas que consisten en:

- obtener células madre que tienen la capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas;

- poner en contacto dichas células madre con un inhibidor de los canales de SUR1/Kir6.2 durante su diferenciacion
en células endocrinas pancreaticas;

- trasplantar una cantidad terapéuticamente eficaz de los islotes pancreaticos obtenidos por la diferenciacion de
dichas células madre en dicho sujeto.

Una vez trasplantados, los islotes pancreaticos comienzan a producir insulina, que regulan activamente el nivel de
glucosa en la sangre. El principal obstaculo en el trasplante de islotes es el hecho de que hay un suministro
inadecuado de islotes de cadaver para poner en practica este procedimiento sobre una base clinica generalizada. El
método, como se describe en este documento, resuelve este problema mediante la obtenciéon de un numero de
aumento de los islotes pancreaticos que se pueden utilizar para el trasplante.

El término "diabetes" pretende abarcar la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2.

Tal como se utiliza en este documento, el término "tratamiento”, "tratar" o "tratando" se refieren a cualquier acto
destinado a mejorar el estado de salud de los pacientes, tal como la terapia, la prevencion, la profilaxis y el retraso
de la enfermedad. En ciertos aspectos, dicho término se refiere a la mejora o la erradicacion de una enfermedad o
sintomas asociados con una enfermedad.

En particular, la expresion "tratamiento de la diabetes", como se usa en este documento, no significa
necesariamente una cura completa pero significa que se reducen los sintomas o complicaciones de la enfermedad
subyacente, y/o que una o mas de las causas o mecanismos subyacentes celulares, fisiolégicos, o que causan los
sintomas o complicaciones bioquimicos se reducen. La expresion "tratamiento de la diabetes" también incluye en su
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alcance el tratamiento profilactico de un sujeto asintomatico que se piensa que esta en riesgo de desarrollar
diabetes.

El sujeto a tratar es cualquier mamifero, preferiblemente un ser humano.

Tal como se usa en este documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de islotes
administrados al sujeto, que sera efectiva para mejorar, prevenir, retardar la aparicion o tratar la diabetes o las
complicaciones asociadas en el sujeto. Tipicamente, se estimd que un paciente diabético necesita al menos 10.000
islotes pancreaticos por kilogramo de peso corporal para lograr un aumento mensurable en la produccion de
insulina. En general, entre 10.000 y 30.000 islotes pancreaticos por kilogramo de peso corporal se administran al
sujeto durante el trasplante. El nimero de islotes pancreaticos que se administra a un sujeto variara dependiendo de
una serie de parametros que incluyen el peso del sujeto, la gravedad de la enfermedad y el sitio de implantacion.

Generalmente, los islotes pancreaticos se suspenden en un vehiculo farmacolégicamente aceptable, tal como, por
ejemplo, un medio de cultivo celular (tal como el medio esencial minimo de Eagle), tampon fosfato salino, tampén de
Krebs-Ringer y solucion salina equilibrada de Hank +/- glucosa (HBSS).

Los islotes pancreaticos se pueden administrar por cualquier método conocido para un experto en la técnica.

En un aspecto, los islotes pancreaticos se administran por inyeccion. Por ejemplo, los islotes pancreaticos se
pueden administrar mediante inyeccidon subcutanea, inyeccion intra-peritoneal, inyeccién bajo la capsula renal,
inyeccion a través de la vena porta y la inyeccion en el bazo.

Segun el origen de las células madre, el trasplante de islotes puede ser autélogo, isogénico, alogénico o xenogénico.

Tal como se utiliza mas adelante, el "donante" es un donante de células madre y el "receptor" es un sujeto que
recibe un trasplante de islotes.

En un aspecto, el trasplante de islotes es isogénico, es decir, el donante y el receptor son genéticamente idénticos.
En otro aspecto, el trasplante de islotes es alogénico, es decir, el donante y el receptor son de la misma especie.

En otro aspecto, el trasplante de islotes es xenogénico, es decir, el donante y el receptor son de especies diferentes.
Los trasplantes alogénicos y xenogénicos requieren la administraciéon de medicamentos contra el rechazo.

Para el trasplante isogénico, alogénico y xenogénico, el donante puede estar vivo o muerto.

Preferiblemente, el trasplante de islotes es autélogo, es decir, el donante y el receptor son el mismo sujeto. En este
caso, las células madre pueden ser (i) derivadas del tejido adulto del sujeto, (ii) derivarse de las células somaticas de
dicho sujeto que han sido reprogramadas para proporcionar células madre pluripotentes inducidas o (iii) a partir de
células madre embrionarias obtenidas por clonacion.

Todas las referencias citadas en esta memoria descriptiva se incorporan por referencia.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra
cosa, la palabra "comprender”, y variaciones tales como "comprende" y "que comprende"”, se entendera que implican
la inclusién de un numero entero indicado o una etapa o un grupo de nimeros enteros o etapas pero no la exclusion
de cualquier otro niumero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas".

La referencia en la presente memoria descriptiva a cualquier publicacién previa (o informacién derivada de ella), o
para cualquier asunto que se conoce, no es, y no debe tomarse como un reconocimiento o admision o cualquier
forma de sugerencia de que esa publicacion previa (o informacién deriva de ella) o la materia conocida forme parte
del conocimiento general comun en el campo de la actividad a la que se refiere esta memoria descriptiva.

Los siguientes ejemplos se dan con fines de ilustraciéon y no a modo de limitacion.
Ejemplos

Materiales y métodos

Animales y diseccion de pancreas

Fueron compradas ratas Wistar prefiadas en el centro de cria Janvier (CERJ, LeGenet, Francia). El primer dia
postcoital se tom6 como dia embrionario (E) 0,5. Se sacrificaron las ratas prefiadas por asfixia con CO2 de acuerdo
con las directrices emitidas por el Comité de Cuidado de Animales Francés. Se diseccionaron brotes dorsales de
pancreas de embriones de rata E13.5 tal como se ha descrito anteriormente (Miralles et al, 1998). En pocas
palabras, el estémago, el pancreas y una pequefa parte del intestino se diseccionaron juntos, y luego se aislo el
primordio del pancreas.
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Cultivo de érganos

Fueron cultivados rudimentos dorsales de pancreas en filtros de 0,45 micras (Millipore) en la interfaz de aire-medio
en placas Petri estériles de 35 mm que contenian 2 ml de medio RPMI-1640 (Invitrogen) suplementado con 100 U/ml
de penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina, 10 mmol/L de HEPES, 2 mmol/L de L-glutamina, IX aminoacidos no
esenciales (Invitrogen) y suero de ternera fetal al 10% inactivado por calor (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.). Se
disolvieron glibenclamida (MP Biomedical) y nifedipina (Sigma), usados a las concentraciones indicadas, primero en
forma de soluciones concentradas en DMSO dimetilsulfoxido (Sigma), la concentracion final de DMSO en el medio
de cultivo era inferior al 0,5% (vol/vol). EI medio de cultivo se cambié cada dia. Se afiadieron glibenclamida y
nifedipino al medio diariamente. Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmosfera humidificada compuesta de 95%
de aire y 5% de CO2. Al final del periodo de cultivo, los pancreas fueron fotografiados, y se fijaron como se describe
a continuacion o se recogieron para la extraccion del ARN.

Inmunoquimica y superficie de la cuantificacion

Inmunoquimica - Los rudimentos de pancreas fueron fijados en formalina al 10%, se pre-embebieron en gel de
agarosa (4% de agarosa tipo VII de baja temperatura de gelificacion (Sigma) en H20) y se embebieron en parafina.
La inmunohistoquimica se realizd en secciones de parafina de 4 micras como se ha descrito previamente (Duvillie et
al, 2006). Los anticuerpos primarios fueron de anti-insulina de ratéon (1/2000; Sigma), anti-glucagén de conejo
(1/1000; Diasorin), anti-amilasa de conejo (1/300; Sigma), anti-carboxipeptidasa A de conejo (1/600; Biogénesis,
Kidlington, Oxford, Reino Unido), anti-PDX1 de conejo (1/1000) (Duvillie et al, 2003) anti-BrdUrd5 de raton (1/2;
Amersham Biosciences, Buckingham, Reino Unido), anti-PCK1/3 de conejo, anti-Ngn3 de conejo (1/100, Guillemain
et al., 2007), anti-Kir6.2 de conejo y anti-SUR1 (1/100, Santa Cruz). Los anticuerpos secundarios fluorescentes eran
anticuerpo anti-conejo de fluoresceina (1/200; Jackson Immunoresearch, Baltimore, MD, EE.UU.), anti-conejo de
cabra de fluoresceina Alexa Fluor 488 (1/400; Invitrogen) y el anticuerpo anti-ratén de color rojo Texas (1/200;
Jackson). Los nucleos se tifieron de azul con Hoechst 33342 (0,3 pg/ml; Invitrogen). La deteccion de Ngn3 se realizé
como se ha descrito previamente (Guillemain et al., 2007) usando el kit Vectastain elite ABC (Vector Laboratories).

Las fotografias fueron tomadas usando un microscopio de fluorescencia (Leica, Leitz DMRB, Rueil-Malmaison,
Francia) y se digitalizaron usando una camara 3CCD enfriada C5810 de Hamamatsu (Middlesex, Nueva Jersey).

Cuantificacion - Para cuantificar el area de superficie de las células que expresaban insulina, glucagon, PCSK1/3,
CPA y amilasa, todas las secciones de cada rudimento del pancreas fueron digitalizadas. Se examinaron secciones
alternativas para evitar contar la misma celda dos veces. La superficie de insulina, glucagén, PCSK1/3, CPA,
amilasa, y las tinciones de Hoechst se cuantificaron utilizando Iplab (Scanalytics). Las areas tefiidas se suman para
obtener la superficie total por rudimento en mm?. Para medir la proliferacion de los progenitores tempranos que
expresan PDX1, se contd la frecuencia de progenitores BrdU positivos que expresaban PDX1 entre 3000
progenitores tempranos que expresaban PDX1 por rudimento. Para cuantificar el numero absoluto de células que
expresaban NGN3, los rudimentos de pancreas se seccionaron y todas las secciones se tifieron con un anticuerpo
anti-Ngn3. Las células positivas se contaron en todas las secciones de cada rudimento de pancreas. Un minimo de
tres rudimentos se analizé por condicion.

Extraccion de ARN y PCR en tiempo real

El ARN total se aislé a partir de grupos de al menos tres pancreas utilizando el Qiagen RNeasy Microkit (Qiagen,
Courtaboeuf, Francia) y se transcribié de forma inversa usando reactivos Superscript (Invitrogen). La PCR en tiempo
real se realizé con el sistema de PCR 7300 rapida en tiempo real (Applied Biosystem) utilizando tanto mezcla
maestra Tagman PCR Universal o mezcla verde maestra de PCR SYBR (Applied Biosystem) con cebadores y
sondas marcadas especificas para cada gen. Se utilizé peptidilpropil isomerasa Alciclofilina A como control
enddgeno y ADNc de pancreas E 16.5 como muestra del calibrador. Los datos se analizaron por el método umbral
de ciclo comparativo (Livak et al, 1997) y se presentan como las veces del cambio en la expresion génica. Al menos
tres grupos de explantes fueron analizados por condicion.

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media + SEM. La significacion estadistica se determind mediante la prueba t
de Student.

Resultados
Las altas concentraciones de glibenclamida no alteraron la morfologia del pancreas en desarrollo in vitro

Usando el modelo in vitro como se ha descrito anteriormente (pancreas E13.5 de embriones de rata cultivados en la
interfase aire/medio de un filtro flotante), se examinaron los efectos del aumento de las concentraciones de la
sulfonilurea glibenclamida (un inhibidor de los canales Kartp) en el desarrollo del pancreas. Como se muestra en la
Figura 1A, el crecimiento del pancreas fue similar en ausencia (control) o en presencia de glibenclamida 10 nM, 100
nM, 1, 10 6 100 uM durante los 7 dias de cultivo. En ambas condiciones, el epitelio crecié rapidamente, se extendio
hacia el mesénquima y desarrollé I6bulos. No hay ninguna diferencia en la apoptosis en los pancreas cultivados 7
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dias sin o con glibenclamida 10 y 100 yM como se muestra por la tincion de Hoechst de los nucleos (Figura 1B). Por
otra parte, la falta de toxicidad de glibenclamida en el desarrollo del pancreas se confirmé mediante el analisis
cuantitativo del tamafio global de pancreas cultivado 7 dias en presencia o en ausencia de 10 6 100 pyM
glibenclamida (Figura 1C).

Sobre la base de estos primeros resultados, en particular, la falta de toxicidad de glibenclamida en la morfologia del
pancreas, y en los efectos sobre las células progenitoras pro-endocrinas (véase la figura 4), la concentracion de
glibenclamida 100 pM se utilizé en los siguientes experimentos.

Efectos de la glibenclamida en la diferenciacion de células a y R.

Para determinar los efectos de la glibenclamida en el desarrollo endocrino y en particular en células que expresan
SUR1, se comparé el nUmero de células positivas para insulina en pancreas cultivados durante 7 dias en ausencia o
en presencia de la glibenclamida. Los explantes tratados con glibenclamida presentan muy pocas células positivas
de insulina y la superficie ocupada por la poblacién de células de insulina se redujo en un 70% (datos no mostrados).
Debido a que la glibenclamida es un secretagogo de insulina potente, los inventores preguntaron si el bajo contenido
de insulina observado fue solamente la consecuencia de un aumento de la secreciéon de insulina en el medio de
cultivo o era debido al nivel de ARNm de insulina reducida. Para probar esta ultima hipotesis, se analizaron por PCR
en tiempo real la expresion del gen de la insulina antes (DO) y después de 1, 3, 5y 7 dias de cultivo. Como se
muestra en la Figura 2A, la expresion de insulina se redujo fuertemente en los pancreas tratados con glibenclamida
tan pronto como D3. Dos mecanismos pueden dar cuenta de la disminucién observada en la expresion de insulina:
(i) la inhibicion de la diferenciacion de las células B de los progenitores de pro-endocrinas que conduce a una
reduccion del nimero de células B y por lo tanto a una disminucion de la cantidad total de ARNm de insulina o (ii) la
inhibicion del gen de insulina sin afectar a la poblacion de células . Por lo tanto, se examind el patron de expresion
de dos marcadores de células B: el transportador de zinc ZnT-8 (Chimienti et al, 2004) y el factor de transcripcion
especifico de células B MAFA (Zhang et al, 2005; Matsuoka et al, 2007) (Figuras 2B y 2C). Estos resultados indican
que durante los 7 dias de cultivo, la glibenclamida no afecté la expresion de estos dos marcadores de las células
beta. Por otra parte, después de 7 dias de cultivo, la superficie ocupada por la tincién de prohormona convertasa 1/3
(PCSK1/3) en células PDX-1+ (PDX-1 se expresa especificamente en las células 8 adultas (Ohlsson et al., 1993))
fue similar en los pancreas cultivados sin o con glibenclamida (Figura 2D). Estos resultados demuestran que
elevadas concentraciones de glibenclamida no impiden la diferenciacion de las células 3.

Se observd, ademas, que la glibenclamida se incrementd en 3,5 veces el niumero de células que expresan el
glucagoén (Figura 2E). Por otra parte, este resultado fue confirmado por el aumento significativo del nivel de ARNm
de Pou3F4/Brn4 a D7 (Figura 2F); Pou3F4, conocido como el factor de transcripcion especifico solo de células a que
mantiene el destino de las células a (Jensen et al, 2000; Heller et al, 2004). Por otro lado, los inventores encontraron
también un aumento de dos veces la expresion de somatostatina después de 7 dias de cultivo en pancreas tratados
con glibenclamida (datos no mostrados).

La glibenclamida amplifica el grupo de progenitores endocrinos, aumenta la expresion del objetivo Ngn3 pero no
afecta a la proliferacion de precursores del pancreas

El destino endocrino pancreatico se determina por la expresion de Ngn3, un factor de transcripcion que marca
especificamente los precursores endocrinos (Gradwohl et al., 2000; Gu et al, 2002). El patron de expresion de Ngn3
fue investigado antes y después de 1, 3, 5y 7 dias de cultivo. Como se muestra en la Figura 3A, Ngn3 se expreso
débilmente en E13.5 (D0). Aumenta el dia 1 y 3, pero siguen siendo similares en ausencia o en presencia de la
glibenclamida. Por el contrario, después de 5 dias de cultivo, la expresion de Ngn3 alcanzo un pico y se incrementd
en glibenclamida siete veces (***: p <0,001). A partir de entonces, el nivel de ARNm de Ngn3 disminuyo ligeramente,
pero siguié siendo mucho mas alto (***: p <0,001) en los pancreas tratados con glibenclamida.

Para probar si la glibenclamida no solo actua sobre la expresién génica de Ngn3 sino también en el nimero de
células que expresan Ngn3, la expresion de Ngn3 se analizé mediante inmunohistoquimica (Figura 3B) y el nimero
de células Ngn3+ se compard en los pancreas cultivados durante 5 dias en ausencia o en presencia de
glibenclamida. La Figura 3C muestra que el nimero de células Ngn3+ que se desarrollan en presencia de
glibenclamida fue tres veces mayor que en ausencia de la glibenclamida. Estos resultados indican que la
glibenclamida amplifica el grupo de progenitores Ngn3+ endocrinos.

Debido a que el factor de transcripcion NeuroDI/Beta 2 es un blanco posterior a Ngn3 (Huang et al, 2000) y es
necesario para la diferenciacion endocrina (Guillemain et al., 2007); los inventores examinaron el patron de
expresion de esta diana de Ngn3. Los niveles de ARNm fueron similares después de 1 y 3 dias de cultivo en
ausencia o en presencia de glibenclamida. En concordancia con el patron de expresion de Ngn3 en los pancreas
tratados con glibenclamida, NeuroDI se incremento significativamente en D5 y permanecié mejorado en D7 (datos
no mostrados). Estos resultados demuestran que la sobreexpresion de Ngn3 conduce a la induccién de un factor
clave importante para la diferenciacion de los islotes.

Ademas, se cultivaron pancreas embrionarios durante 1 dia y se afadié BrdU durante la Ultima hora de cultivo para
probar si la glibenclamida aumentaba el ndmero de células Ngn3+ actuando sobre la proliferacion de células
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progenitoras del pancreas. El porcentaje de células PDX-I+ que incorporan BrdU fue similar en presencia (32,60% +
4,2%) o en ausencia (31,24% = 2,8%) de la glibenclamida (Figura 3D). Estos resultados demuestran que la
glibenclamida no modifica la proliferacion del precursor de pancreas.

En conclusion, la glibenclamida amplifica la reserva de células que expresan pro-endocrinos Ngn3 sin actuar sobre
la proliferacion de progenitores del pancreas.

Las células Ngn3+ inducidas por la glibenclamida se diferencian en células beta

Se cultivaron pancreas hasta 14 dias en presencia de glibenclamida sélo durante los primeros 5 dias de cultivo, es
decir, hasta que Ngn3 alcanzé un pico (pancreas Glib-5D), en ausencia (pancreas de control) o en presencia de
glibenclamida (pancreas Glib) durante un periodo de cultivo de 14 dias. Entonces, las masas de células que
expresaban insulina se compararon después de 9, 11 y 14 dias de cultivo. Como se muestra en la figura 4A, se
observé un gran numero de células que expresaban insulina en pancreas Glib-5D los D9, D11 o D14. Por el
contrario, se detectaron menos células que contenian insulina en pancreas Glib (datos no mostrados). Un efecto
inhibidor tal de glibenclamida en la expresion de insulina y el contenido sin afectar al nimero de células beta ya se
ha mencionado anteriormente (véase la Figura 2).

Por PCR a tiempo real, la expresion de insulina se evalud después de 7, 9, 11 y 14 dias de cultivo. Como se muestra
en la Figura 4B, mientras que los niveles de ARNm de insulina en el control y pancreas Glib-5D fueron idénticos el
D7, el nivel de ARNm de insulina de los pancreas Glib-5D aumentd el triple el D9, el doble el D11 y tres veces el
D14, en comparacion con el pancreas control. Este resultado se confirmé adicionalmente mediante la cuantificacion
de la zona de tincion de insulina (datos no mostrados), que revel6 un aumento significativo de las células positivas
para insulina en pancreas Glib 5D.

Para comprobar que la fuerte activacion de la expresion de insulina, junto con el aumento de las células positivas
para insulina observadas en los pancreas Glib 5D, se correlacionaba con un aumento de la diferenciacion de células
B, los patrones de expresion de los dos marcadores de las células beta de ZnT-8 y MAFA se analizaron los D7, D9,
D14 y D11. Como se muestra en las figuras 4C y 4D, mientras que la expresion ZnT-8 y MAFA en Glib-5D vy los
pancreas de control fueron similares después de 7 dias de cultivo, un aumento considerable (p <0,01) de la
expresion de estos dos marcadores de células 3 se observé después de 9, 11 y 14 dias de cultivo en los pancreas
Glib 5D, lo que sugiere que el nimero de células 3 se incrementa por el tratamiento de glibenclamida.

Por lo tanto, estos resultados demuestran que las células Ngn3+ inducidas por glibenclamida tienen la capacidad de
diferenciarse en las células R.

Conclusion

Los inventores demostraron que un inhibidor de canales SUR1/Kir6.2, es decir, la glibenclamida, era capaz de
ampliar significativamente el grupo de células Ngn3" progenitoras endocrinas que se diferencian ademas en células
endocrinas pancreaticas, lo que conduce a un aumento final de la masa de células beta y de la expresion de
insulina, sin inducir ningun efecto perjudicial en el desarrollo del pancreas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para aumentar la reserva de células progenitoras endocrinas Ngn3* obtenidas a partir de
células madre, en el que dicho método comprende la etapa de poner en contacto las células madre, que tienen la
capacidad de diferenciarse en células endocrinas pancreaticas, excepto células madre embrionarias humanas, con
un inhibidor de canales SUR1/Kir6.2 seleccionado a partir del grupo que consiste en sulfonilureas y meglitinidas, y
cualquiera de sus combinaciones.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa que consiste en la diferenciacion de
dichas células endocrinas progenitoras Ngn3" en precursores de células endocrinas pancreéticas y/o células
endocrinas pancreaticas.

3. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 es
glibenclamida.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las células madre no se seleccionan de un
embrion humano y se seleccionan del grupo que consiste en células madre pancreaticas, células madre
pluripotentes y células madre multipotentes.

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que las células madre pancreaticas se seleccionan del grupo que
consiste en células madre derivadas de islotes pancreaticos, conductos pancreaticos o células acinares pancreaticas
y de las células madre derivadas del brote dorsal pancreatico a partir de embriones no humanos.

6. El método segun la reivindicacion 4, en el que las células madre multipotentes se derivan de tejido adulto
seleccionado de entre el grupo que consiste en médula 6sea, higado, sistema nervioso central, el bazo y el tejido
adiposo.

7. El método segun la reivindicacion 4, en el que las células madre pluripotentes se derivan de las células madre
embrionarias no humanas o se obtienen mediante la reprogramacion de células somaticas.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las células madre se ponen en contacto con
un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 de 3 a 10 dias.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las células madre se ponen en
contacto con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 de 5 a 7 dias.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células madre se ponen en
contacto con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 cultivandolas en presencia de 0,1 a 500 mM de dicho inhibidor.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células madre se ponen en
contacto con un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 cultivandolas en presencia de 50 a 150 mM de dicho inhibidor.

12. El uso de un inhibidor de canales de SUR1/Kir6.2 seleccionado del grupo que consiste en sulfonilureas y
meglitinidas, y cualquiera de sus combinaciones para la diferenciacion de células madre in vitro o ex vivo, excepto
células madre embrionarias humanas, en células endocrinas pancreaticas.
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Insulina
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FIGURA 2D
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FIGURA 3A
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FIGURA 4A

insulina por rudimento (mm?)

Superficie acumulada de la tincion de

FIGURA 4B

Cambio de veces en la expresion de insulina
(unidades arbitrarias)
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