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Un método para crear grupos de células
Descripcion:

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencion se relaciona con un método in vitro para inducir a las células a formar grupos de células
tridimensionales. También se relaciona con un método para controlar el tamafio y la uniformidad de tales grupos.

ANTECEDENTES

[0002] En tejidos de mamiferos in vivo, existen células en un entorno tridimensional (3D) complejo, donde crecen
células, de manera uniforme 0 no, en tres dimensiones en torno a una célula centra o un grupo de células. Las
células estan en estrecho contacto con células vecinas, y también conectadas a una red de matriz extracelular
(MEC) que proporciona apoyo para tales células. Las decisiones de destino celular son reguladas por una
interaccion compleja provista por sefiales auténomas de células y estimulos de las células circundantes. Esta
demostrado que el contacto de células con la MEC a través de integrinas afecta muchas funciones celulares, tales
como la proliferacién, diferenciacion, migracion, apoptosis y forma de las células. Por ejemplo, en resumir los
estudios previos de la funcién pancreética, la Patente estadounidense 6703017 reporta una notable organizacion
estructural y celular de los islotes pancreaticos ideal para respuestas rapidas pero cuidadosamente controladas

a cambios en los niveles de glucosa en la sangre.

[0003] Riedl y otros (Journal of Immunology, 2000, 165: 1381-1386) reporta que el desarrollo de células de
Langerhans epiteliales de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ humanas en respuesta a la coestimulacion
de TGF-B1 esta asociado con la formacion pronunciada de grupos de células a partir de células CL precursoras en
desarrollo. Las células de Langerhans epiteliales forman una red tridimensional en las capas epidérmicas
suprabasales in vivo y permanecen en la epidermis durante largos periodos, permitiéndoles cumplir un papel de
vigilancia en que filtran el tejido circundante para detectar antigenos extrafios.

[0004] Sin embargo, para poder estudiar estos procesos celulares in vitro, las células normalmente se aislan de
los tejidos y crecen en monocapas, que pueden ser comparadas con un sistema de cultivo bidimensional (2D)
donde las células crecen en capas de solo una o dos células de espesor. Este tipo de formacién de capas
celulares, sin embargo, altera las interacciones intercelulares y la MEC, y cambia la interacciéon compleja entre las
integrinas y las moléculas del citoesqueleto.

[0005] El cultivo de células en un entorno in vitro semejante al entorno 3D observado in vivo es extremadamente
beneficioso para permitir el contacto directo de manera similar al entorno in vivo original. A su vez, esto tiene un
efecto significativo en la funcién celular. Las células madre embrionarias (CME) responden claramente a las
consecuencias de este fenomeno. Cuando las CME pueden distinguir en un cultivo en suspension, con el tiempo,
espontaneamente forman agregados multicelulares esféricos o cuerpos embrioides (CE). Se cree en que las
células de un CE participan en un alto grado de comunicacién y organizacién, lo que inicia su diferenciacion en las
tres capas germinales.

[0006] EI cultivo de células en un soporte sélido 3D, tal como, por ejemplo, una matriz, es un enfoque para
restaurar artificialmente el entorno 3D in vivo. Sin embargo, las células inicialmente contindan creciendo en una
monocapa por la superficie del soporte, adhiriéndose preferentemente al sustrato antes de que se adhieran una a
la otra.

[0007] Los grupos multicelulares han sido ampliamente usados en las Ultimas cuatro décadas como sistemas in
vitro para estudiar, por ejemplo, mecanismos que subyacen a la organogénesis, respuestas de células tumorales a
terapias e interacciones de células epiteliales mesenquimales en tumores. Estos cultivos de células agregadas
primero fueron introducidos como un enfoque para entender la morfogénesis. Se obtiene una Unica suspension de
células por disociacion enzimatica y/o mecanica y se vuelve a agregar como grupos 3D por diversos métodos.
Luego se disponen las condiciones de cultivo de tejidos de tal manera que las fuerzas adhesivas entre las células
sean mayores que para las del sustrato sobre el cual se incuban las células. Los métodos mas recientes en el
desarrollo de grupos implican incubar células en agitadores giratorios o frascos rotatorios o de agitacién que se
muevan continuamente y eviten asi la adherencia celular a las paredes del vaso.

[0008] Por ejemplo, US20040096967 describe un método para la formacion de CE cultivando células en un cultivo
en suspension, aplicando al mismo tiempo una fuerza de agitacion rotatoria. La desventaja de esta técnica es el
efecto destructivo de la tension de cizallamiento de la fuerza de rotacion en las células.
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[0009] Los grupos de células también se puede forma de forma espontanea in vitro. La Patente estadounidense
6,703,017 indica que las estructuras similares a islotes o los islotes derivados de células progenitoras de islotes
son estructuras altamente organizadas de células que se originan en un cultivo indirectamente de un islote que
produce células madre.

[0010] Otra técnica implica simplemente cubrir las superficies de los cultivos de tejidos con una capa fina de
agarosa u otra sustancia no adhesiva. En estas condiciones, las células no puede adherirse a la superficie de los
frascos de cultivo; como resultado, muchos tipos de células experimentan una agregacion homotipica.

[0011] Por ejemplo, en un estudio para producir una terapia celular para la diabetes, Zayas y otros (EP 0 363 125,
1990), revelaron un proceso para la proliferacion de células endocrinas pancreaticas. El proceso depende del uso
de tejido pancreéatico fetal y una estructura sintética que incluye colageno y que se prepara para incorporar estas
células para la implantacion.

[0012] Las células pueden formar grupos también en respuesta a la adiciéon de un factor para el medio de cultivo.
Por ejemplo, Riedl y otros establecen que "la citoquina TGF-B1 tiene un papel clave durante el desarrollo de
células de Langerhans epiteliales y la diferenciacion. Usando un modelo de diferenciacién in vitro de células
progenitoras hematopoyéticas CD34+, recientemente demostramos que el desarrollo de CL a partir de células
progenitoras CD34+ en un sistema de cultivo sin suero es absolutamente dependiente de la estimulacion con TGF-
1",

[0013] Sin embargo, estas técnicas, aunque son efectivas para facilitar la formacion de grupos, no tienen medios
para controlar el tamafio de los grupos o su uniformidad. Una vez que se forman los grupos en suspension,
continlan aumentando en tamafio agregando otras células o grupos vecinos. Esto eventualmente reduce la
difusion de oxigeno y nutrientes a la parte interna del grupo e inicia una sucesién de eventos que provocan la
muerte de las células en el nucleo del grupo.

RESUMEN

[0014] La actual invencién comprende, entre otras cosas, un método in vitro para la formacién controlada de un
grupo de células. Los grupos de la actual invencion se pueden formar a partir de grupos de células individuales,
grupos de células u otras combinaciones. Las células que comprenden un grupo pueden ser de un Unico tipo o de
varios tipos. Pueden ser células madre o células primarias o expandidas no diferenciadas o diferenciadas parcial o
totalmente y/o genéticamente modificadas. Se pueden inducir las células para iniciar la agrupacién mientras estén
en una monocapa o en suspension.

[0015] El método in vitro de la actual invencion incluye, ademas, pasos para controlar el tamafio 6ptimo del grupo
y evitar una mayor agregacion que pueda ocurrir entre los grupos formados previamente. EI método puede incluir,
ademas, pasos para la manipulacién de las células que comprenden un grupo anterior, durante o después de la
formacion del grupo.

[0016] En un aspecto, la invencion proporciona un método in vitro para la formacion de grupos de células que
comprende:

a) seleccionar un grupo de células para agrupar, donde las células se derivan de liquido pancreatico y
amniético o un cocultivo de células derivadas de liquido pancreéatico y amniético;

b) expandir las células en una monocapa;

c) formar una suspension de las células en un medio liquido que contenga suero a una concentracién de
casi 2% a un 10%;

d) incubar el medio que contenga las células en un espacio volumétrico unido por una superficie y;

e) limitar la adhesién celular a la superficie;

donde la superficie tiene un area y el paso de limitar la adhesion celular a la superficie comprende limitar el area
disponible para la adhesién celular.

[0017] En otro aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para la formacién de grupos de células que
comprenden:

a) seleccionar un grupo de células para agrupar, donde las células se derivan de liquido pancreatico y
amniético o un cocultivo de células derivadas de liquido pancreatico y amniético;

b) expandir las células en una monocapa;

c¢) formar una suspension de un subgrupo de las células en un medio liquido que contenga suero a una
concentracion de casi 2% a un 10%;
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d) introducir el medio que contiene el subgrupo de células en un espacio volumétrico unido por una
superficie;

e) dejar que el subgrupo de células se adhiera a la superficie;

f) retirar las células del subgrupo de células que no se han adherido a la superficie;

g) introducir el resto de las células; y

h) dejar que el resto de las células se adhiera a las células que se adhieren a la superficie;

donde la superficie tiene un area y el paso de dejar que el subgrupo de células se adhiera a la superficie
comprende el paso de limitar el area disponible para la adhesion celular.

[0018] La formacién de grupos, de acuerdo con este método, implica pasos para limitar o eliminar completamente
la adhesion celular a una superficie modificando esa superficie. Por lo que se puede limitar la adhesion
modificando un medio de cultivo de células para aumentar o reducir la adhesion celular. Como alternativa, se
puede hacer introduciendo células a una superficie tratada que ha sido modificada para permitir la adhesién celular
solo en puntos seleccionados en esa superficie.

[0019] En otro contexto, aplicar ciertos factores al medio de cultivo en funcién del tiempo de tal manera que no
puedan al principio, pero si en Ultima instancia, limitar o evitar la adhesion de células a la superficie y, asi, inducir
la formacion de grupos. Por ejemplo, los factores que aumentan la adhesién celular se podran aplicar primero
seguido de forma secuencial por otros factores que reduzcan la adhesién celular para evitar una mayor agregacion
entre los grupos formados.

[0020] Esta invencién también proporciona un método in vitro para controlar el tamafio de un grupo. En un
contexto, se ajusta la concentracion de suero en un medio de cultivo para controlar el tamafio del grupo.

[0021] En otro contexto, la densidad de siembra de células inicial es una caracteristica utilizada para controlar el
tamafio de un grupo.

[0022] Esta invencién también comprende un método in vitro para usar una célula o un grupo de células que
comprenda ciertas caracteristicas para modificar otras células que se puedan agregar al grupo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0023]

La Figura 1 muestra la morfologia tipica de las células derivadas pancreaticas que crecen en un cultivo
de monocapa.

La Figura 2 muestra la morfologia de células derivadas de liquido amniético que crecen en un cultivo de
monocapa.

La Figura 3 muestra grupos de células derivadas pancreaticas formadas en un cultivo en suspensién a
un nivel sérico del 2%.

La Figura 4 muestra grupos de células derivadas pancreaticas formadas en un cultivo en suspensién a
un nivel sérico del 10%.

La Figura 5 muestra grupos de células derivadas pancreaticas formadas en un cultivo en suspensién que
comprende células 0,5E6 a un nivel sérico del 2%

La Figura 6 muestra grupos de células derivadas pancreaticas formadas en un cultivo en suspension que
comprende células 1,0E6 a un nivel sérico del 2%.

La Figura 7 muestra un grupo de células que crecen hacia fuera desde un borde creado con un bisturi
estéril en un platillo recubierto de hidrogel de baja adhesion.

La Figura 8 muestra un cogrupo compuesto de células derivadas pancredticas en rojo y de células
derivadas amnidticas en verde formado en un cultivo en suspension que comprende ambos tipos de
células en una proporcion de 1:1.

La Figura 9 muestra células adheridas a un islote recubierto de colageno IV a 12 horas de la incubacion.
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La Figura 10 muestra la formacién de grupos con células adheridas a un islote recubierto de colageno
IV a 24 horas de la incubacion.

La Figura 11 muestra un grupo flotante tras 48 horas de adhesién celular inicial a un islote recubierto de
colageno IV.

La Figura 12 muestra datos de PCR en tiempo real que muestran el nivel de expresién de los genes
seleccionados en células derivadas pancreaticas que crecen una monocapa (barras blancas) y células
derivadas pancreaticas que crecen en un grupo (barras negras). Los datos que se muestran estan
normalizados a niveles de expresion observados en el pancreas humano adulto.

DESCRIPCION DETALLADA

[0024] La actual invencion comprende un método in vitro para inducir la agrupacion de células. Se puede
considerar un grupo de células como una aglomeracion tridimensional de mas de una célula donde tales células no
estan formadas en una monocapa. El grupo puede tener cualquier forma, como por ejemplo, esferoide, elipsoide,
cuboide, etc. Ademas, pueden ser aglomeraciones no uniformes y no asimétricas que se forman en tres
dimensiones en torno a una célula central un grupo central pequefio de células.

[0025] Se puede considerar una monocapa como una capa individual continua de células de una o, como
maximo, dos células de espesor. Las células de una monocapa pueden formar grupos o colonias de mas de una
célula, pero estas colonias son cominmente de una célula de espesor.

[0026] Las células de la actual invencion pueden ser derivadas de liquido pancreatico y amnidtico o un cocultivo
de células derivadas de liquido pancreatico y amniotico. Las células pueden ser células autélogas, alogénicas o
xenogénicas relacionadas entre si y/o con un receptor in vivo para la implantacion. Las células pueden ser células
primarias utilizadas inmediatamente después del aislamiento a partir de un donante. Se expanden en una
monocapa antes de su utilizacion. Las células pueden ser diferenciadas o diferenciadas parcial o totalmente y/o
genéticamente modificadas.

[0027] Un grupo de la actual invencién puede incluir materias primas compuestas de una poblacién homogénea
de células de un tipo o una poblacién heterogénea de diversos tipos de células. La proporcion de distintos tipos de
células que contribuyen a un grupo individual puede ser variada para optimizar o suprimir ciertas caracteristicas del
grupo en su conjunto. Las materias primas pueden ser células individuales o grupos de células u otras
combinaciones. Todas las células que contribuyen a un grupo pueden ser introducidas a la vez durante el proceso
de induccién del grupo. Como alternativa, se pueden introducir células adicionales después de la siembra de
células inicial y la formacién del grupo. Ademas, se pueden introducir grupos adicionales después de que se forme
un grupo inicial por el cual la agregacion o fusién de grupos puede llevar a la formacién de grupos compuestos.

[0028] En un contexto, un grupo de células puede comprender una célula genéticamente modificada con una
alta expresién de un gen o grupo de genes especifico de interés. La alta expresién puede inducir un aumento de
genes de interés en otros tipos de células dentro del grupo. Ademas, la mayor expresién de genes para una
proteina de interés en un tipo de células puede inducir un efecto deseado en los genes receptivos y vias de
sefializacidn de células vecinas dentro de un grupo.

[0029] En otro contexto, un grupo de células puede comprender una célula xenogénica de un fenotipo especifico
que puede tener ligandos de superficie inherentes o receptores, factores de crecimiento segregados o citoquinas
gue pueden influir en las células vecinas dentro del grupo o alrededor tras la implantacion. Tales efectos pueden
ser mediados en parte o totalmente por la reconstitucion de vias de unién y sefializacion normales entre moléculas
similares de diferentes especies. La célula xenogénica se puede colocar o retirar de forma selectiva antes de la
implantacion usando anticuerpos citotdxicos individuales y complementos. Como alternativa, si la célula
xenogénica (o la(s) célula(s) opuesta(s) del grupo) ha(n) sido genéticamente modificada(s) para responder a un
agente de seleccidon Unico, ese agente se puede agregar al medio de cultivo durante un tiempo suficiente para
causar un efecto citotéxico seguido de un lavado del agente de seleccién antes de la implantaciéon.

[0030] La supervivencia de las células en un grupo es una funcion de la distancia de difusion que los nutrientes y
el oxigeno deben recorrer para alcanzar las células mas internas dentro de un grupo. El tamafio 6ptimo de los
grupos de la actual invencién variara dependiendo de la aplicacién, pero debe representar la distancia de difusién
necesaria para mantener la supervivencia de los tipos de células constituyentes. Es evidente para las personas
con conocimientos comunes en la material que esta distancia variara de un tipo de célula a otro. En un contexto,
esta distancia puede estar en el rango de 2 a 1000 micrones. Como alternativa, puede estar en el rango de casi 10
a aprox. 500 micrones. Como alternativa, puede estar en el rango de casi 10 a 300 micrones.

[0031] La cantidad total de células que contribuyen a un grupo también puede variar. Un grupo puede comprender
de 10 a 10.000 células. Como alternativa, puede comprender de casi 100 a 10.000 células. Como alternativa,
puede comprender de casi 1.000 a 5.000 células.
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[0032] En un contexto, un grupo de células puede comprender células implicadas en la secrecién de insulina y el
mantenimiento de glucosa a cierto nivel, imitando la funcién de los islotes de Langerhans que se encuentran en el
pancreas.

[0033] En otro contexto, un grupo de células puede comprender células implicadas en la formacién de vasos
sanguineos, tales como células endoteliales. La presencia de vasos sanguineos pueden mejorar la supervivencia
celular dentro del cuerpo de un grupo después de un trasplante in vivo. Los vasos sanguineos recién formados
pueden dejar que la sangre penetre mas en el cuerpo de un grupo, reduciendo asi la distancia de difusiéon general
necesaria para el intercambio eficiente de nutrientes, gases y desechos.

[0034] De acuerdo con el método de esta invencion, la inducciéon de agrupacién celular se puede lograr a través
de diversas técnicas. En un contexto, las células que crecieron en una monocapa se suspenden en un medio
idoneo para mantener la supervivencia de las células. La suspension de las células se deposita en un vaso cuya
superficie ha sido tratada de manera que inhiba o evite que la adhesion celular forme un sistema donde la afinidad
de las células para la adhesion a la superficie del vaso sea inferior a la afinidad de las células para adherirse entre
si, provocando inicialmente la formacion de grupos de células adheridas ligeramente. Poco después, las células
recién adheridas producen una matriz extracelular endégena, llevando asi a las células que componen el grupo a
una estructura mas compacta y estable.

[0035] La modificacion de una superficie para evitar la adhesion celular se puede lograr a través de una variedad
de técnicas conocidas para los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede recubrir una superficie con un
material de hidrogel que aumente la hidrofilicidad y a la vez disminuya la afinidad de las membranas celulares para
adherir a la superficie.

[0036] La adhesion celular se controla limitando el area disponible para una adhesién normal. Luego se introduce
una suspension celular a la superficie disponible para la adhesién. Después de que se ocupe la superficie
completa disponible para la adhesion, las células restantes en suspensién se retiran y las que ya estan adheridas
se mantienen y pueden proliferar hacia fuera formando islotes que eventualmente abandonan la superficie y
forman grupos.

[0037] En un contexto, la minimizacion de la superficie disponible para la adhesion puede ocurrir generando islotes
para la adhesion celular en una superficie que evite de otro modo la adhesion celular. Estos islotes se denominan
aqui micropuntos. Los micropuntos se pueden crear depositando gotas de una solucion de una proteina de matriz
extracelular en la superficie. Luego la superficie se deja secar. Como alternativa, se podria utilizar litografia blanda
para crear micropatrones de MEC en una superficie que no permita de otro modo la adhesién celular. Cada
micropunto podria llevar a la formacién de al menos un grupo. Las personas con conocimientos comunes en la
materia apreciaran que existan muchas formas de modificar una superficie dada para crear micropuntos que
permitan la adhesién celular.

[0038] En otro contexto, se podria introducir una suspensién celular a una superficie que no permita de otra
manera la adhesién celular usando micropuntos en la superficie que permitan tal adhesién. Después de que las
células llenan el espacio disponible para la adhesion, se pueden retirar, y se puede introducir un nuevo tipo de
célula en suspension, teniendo una afinidad de adhesion al primer tipo de célula, que a su vez se adhiere a los
micropuntos. Se puede usar esta técnica para formar un grupo 3D compuesto de diversas capas de tipos de célula
que imiten una estructura in vivo.

[0039] En un contexto, una superficie que permite la adhesion celular se puede modificar recubriéndola con un
material que permita la adhesion celular y luego retirando las partes del material de recubrimiento, exponiendo
nuevamente asi la superficie debajo para la adhesion celular. El Ejemplo 4 es una representacion de esta técnica
donde se usé una hojilla quirargica para retirar el recubrimiento de hidrogel que evita la adhesion celular,
exponiendo asi la superficie de poliestireno original, que posteriormente acomodo la adhesién celular.

[0040] La densidad celular puede influir en la induccion del grupo. La densidad celular se refiere aqui a la cantidad
de células por volumen de medio. Mientras mas alta sea la densidad celular, mas alta es la probabilidad de
agrupacion y mas rapido el indice de formacién de grupos. Por el contrario, aumentar la densidad celular por
encima de un umbral 6ptimo puede afectar la supervivencia definitiva de las células y reducir la eficiencia general

de la agrupacion. Esto se muestra claramente en el Ejemplo 2, donde duplicar la densidad celular de 0,5 x 106 a

1,0 x 106 células por 6ml de medio de cultivo no provocé un aumento significativo en la formacion de grupos. Las
personas con conocimientos comunes en la materia apreciaran el equilibrio que requiere esta invencién entre la
velocidad de induccion de la agrupacion y la eficiencia general del proceso demostrado por la viabilidad de las
células que contribuyen a la agrupacion.

[0041] Otro parametro que afecta la formacién de grupos es la concentracion de suero en el medio de cultivo. La
concentracion de suero puede variar de acuerdo con el tamafio 6ptimo requerido de los grupos. El tamafio de los
grupos se correlaciona directamente con la concentracion de suero, nuevamente como se muestra en el Ejemplo
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2. El tamafio de los grupos formados de células derivadas pancreéaticas aumento radicalmente cuando aumento la
concentracion de suero de un 2% a un 10%. Por el contrario, la ausencia de suero en el medio de cultivo puede
reducir la eficiencia de la agrupacién y provocar la muerte de las células.

[0042] Otra técnica para reducir el indice de formacion de grupos y limitar el tamafio de un grupo se basa en la
introduccion calculada de factores que reduzcan la tendencia de las células de adherirse entre si. La adicion de
estos factores al medio de cultivo una vez que haya ocurrido la agrupacién de células y se haya alcanzado el
tamafo optimo del grupo, reducird mas la adhesion de células individuales a grupos formados y también se
reducira la agregacion entre los grupos formados.

Ejemplo 1
Preparacion de células derivadas pancreéticas

[0043] Preparacion del pancreas: Los pancreas humanos no idéneos para trasplante clinico se obtuvieron de The
National Disease Research Interchange (Filadelfia, PA), después del consentimiento apropiado para uso de
investigacion.  Se transfirié el pancreas con una solucién para la conservacién de érganos a un recipiente de
acero inoxidable sobre hielo y se le retire todo el tejido extrafio. Se canulé el ducto pancreatico con un catéter de
calibre 18 y se introdujo el pancreas con una soluciéon enzimatica que contiene enzima LIBERASE HI ™ (Roche:
0,5 mg/ml) y DNasa | (0,2 mg/ml) disueltas en Solucion salina fosfatada (DPBS, en inglés) de Dulbecco.

[0044] Disociacién mecanica gradual con digestion enzimatica simultanea: Los pancreas impregnados con
enzimas fueron procesados de acuerdo con los métodos descritos en Diabetes 37:413-420 (1988). En
resumen, se limpio el tejido extrafio de los pancreas y se introdujeron con la solucién enzimatica segun lo descrito
anteriormente. Luego se colocaron los pancreas en una Camara Ricordi con perlas de acero inoxidable y se
cubrieron con una pantalla que tenia un tamafo de red de 400-600 um para retener las partes mas grandes de
tejido. La camara se cubrié y se distribuy6 la solucién enziméatica por la camara a aproximada 37 °C, y se agit6 la
camara para dejar que las perlas alteraran el tejido pancreatico mientras la enzima digeria el pancreas. Una vez
que se logro la disociacion y digestion, se termind la digestion y se recolecto el tejido.

[0045] Separacion del tejido: El tejido recolectado se centrifugé a 150 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se aspir6 el
sobrenadante y se lavo el tejido dos veces mas en DPBS. Después del Gltimo lavado, se aplicé el tejido en un
gradiente discontinuo para su purificacion. Se suspendio el tejido digerido en polisucrosa (Mediatech, VA) con una
densidad de 1,108 g/ml en una proporcién de casi 1 a 2 ml de pellet de tejido por 10 ml de solucion de polisucrosa.
Luego se transfirid la suspension de tejido a tubos de centrifuga de policarbonato de fondo redondo y soluciones
de polisucrosa con densidades de 1,096 y 1,037, respectivamente fueron colocadas cuidadosamente en la
suspension de tejido en los tubos. Una Ultima capa de DMEM completé el gradiente discontinuo de purificacion.
Los tubos de gradientes se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos a 4 °C sin aplicar frenados. Después de
la centrifugacién, se recolectd el tejido de forma individual de cada fracciéon de interfaz (tres interfaces), se lavo
varias veces en DPBS+ segun lo descrito anteriormente y se recolectd en un tubo de ensayo de 50 ml.

[0046] Mas disociacion de grupos de células: Opcionalmente, se pueden disociar mas los grupos grandes de
células obtenidos usando el protocolo anterior en grupos mas pequefios 0 suspensiones de células individuales.
Después del ultimo lavado, se suspendi6 el tejido de cada fraccion en 1 solucién de tripsina/EDTA de 10 ml con
200U/mL de DNasa I. Los tubos se colocaron en bafio maria y se aspiré y expulsé repetidamente de una pipeta
serolégica de 10 ml durante 5 a 6 minutos hasta que se logrdé una suspension celular casi individual. Se saci6 la
digestion con la adicion de DPBS+ a 4 °C y se centrifugaron los tubos a 800 rpm durante 5 minutos. Las
suspensiones celulares se lavaron con DPBS+ y se cultivaron segin lo descrito anteriormente.

[0047] Cultivo de células pancreaticas: Después del ultimo lavado, las células de cada interfaz se suspendieron
nuevamente en DMEM, 2% de FBS, 100 U/ug de penicilina/estreptomicina, ITS, 2 mM de L-Glutamina, 0,0165 mM
de ZnSOg4 (Sigma) y 0,38 mM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, CA) (en adelante, "el medio de seleccion"). Se

sembraron partes alicuotas de seis ml de la suspension celular en frascos de cultivo de tejidos T-25 o, como
alternativa, se sembraron 12 ml de la suspension celular en frascos T-75. Los frascos se colocaron en incubadoras
a 37 °C con un 5% de CO2. Después de un cultivo de 2 a 4 semanas, se realiz6 un cambio completo de medio y

se devolvieron las células adherentes al cultivo en DMEM (2750 mg/L de D-glucosa, 862 mg/L de glutamina)
(Gibco, CA) con un 5% de FBS (HyClone, UT), 1% de P/S, 0,0165 mM de ZnSO4 (en adelante, "el medio de

crecimiento”) y se dejo que alcanzara una confluencia cercana (esta etapa se denomina "paso 0" o "PQ"), en cuyo
punto se pasaron. El cultivo posterior de las células fue de 5000 células/cm en el medio de crecimiento. Los
cultivos se pasaron cada 7 a 10 dias después de alcanzar aproximadamente un 70 a 90% de confluencia. La
Figure 1 muestra la morfologia estromal de las células derivadas pancreaticas.

Ejemplo 2

Agrupacion de las células pancreaticas
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[0048] Las células pancreaticas aisladas de acuerdo con el Ejemplo 1 se cultivaron en suspensién en platillos de
6 pocillos de baja adhesion (Corning Life Sciences). Los medios usados comprendieron glucosa de bajo DMEM

complementada con 0, 2 0 10% de FBS. Los pocillos contenian células de 0,25 x 106, 0,5 x 106, 0 1,0 x 106. Las
células se cultivaron en suspension durante dos dias. La eficiencia de la agrupacion se evalué segun el tamafio de
los grupos, la viabilidad, uniformidad y cantidad.

[0049] El analisis visual en un microscopio mostré claramente que la densidad celular y la concentracion de suero
tienen un papel clave en formar la geometria de los grupos. El suero mejora la capacidad de las células de
adherirse entre si y también la capacidad de los grupos de agregar y aumentar en tamafo. Para una densidad de

siembra de células de 0,5 x 108, el nivel de medio FBS de un 2% (Figura 3) a un 10% (Figura 4 ) provoc6 un gran
aumento en el tamafio de los grupos y a su vez provoc6 una necrosis central de los grupos resultantes, segun lo
indicado por los centros de grupos oscuros.

[0050] El analisis visual también revelé que cuando la concentracion de suero se mantuvo constante al 2% y la

cantidad de siembra de células vari6 entre 0,5 x 106 (Figura5) y 1,0 x 106 (Figura 6), la cantidad total de grupos
no varié de forma significativa. La cantidad mas baja de células de sembrado favorecio el tamafio 6ptimo de los
grupos y la retencion de la viabilidad celular, como se muestra en la comparacién de las dos figuras.

Ejemplo 3 Prueba de viabilidad

[0051] Los grupos se formaron, de acuerdo con el Ejemplo 1, con células de 0,5 x 106 por pocillo en un medio
que contenia DMEM-LG complementado con un 2% de FBS. El dia tres, se retiraron los grupos del pocillo y se
pipetearon en un tubo de 50ml (Falcon). El tubo se lavé con PBS y se acumulé con los contenidos del tubo para
asegurar la coleccién de todos los grupos. Se centrifugaron los grupos a 200 rpm durante 2 minutos, se retirg el
sobrenadante y se reemplazé con 5ml de TRYPLE™ Express (Invitrogen, CA), y luego se incubd durante 10
minutos. Pipetear varias veces ayudo mas a separar los grupos. Luego se evalud la suspension celular bajo el
microscopio para asegurar la preparacion de una suspension celular individual. Se evalu6 la viabilidad celular
usando un sistema de analisis de células Guava PCA-96 y el reactivo VIACOUNT® (Guava, CA). La cuenta
obtenida fue un promedio de tres ensayos por separado. La viabilidad celular total se midi6 en un 76%,
demostrando que la mayoria de las células que comprenden los grupos eran células viables.

Ejemplo 4
Técnica de agrupacion alternativa

[0052] Se crearon bordes en la superficie de un platillo de baja adhesién de 10 cm usando un bisturi estéril para
retirar el recubrimiento de hidrogel de baja adhesion. El proceso expuso la superficie de poliestireno por debajo. Se
pipeted una soluciéon de 5ml de 10mg/ml de colageno de tipo IV (BD Biosciences) en PBS en el platillo y se dejo
incubar durante una hora. El colageno se unié solo junto con los bordes donde se habia retirado el hidrogel de
baja adhesién. Se aspir6 la solucién de colageno para retirarlo y se pipeteé una suspension celular individual de

células de 1.0 x 106 en DMEM-LG con un 2% de FBS en el platillo. Se dej6 incubar las células toda la noche en
una atmésfera de 37 °C con un 5% de CO2. Se retiraron las células no adherentes y se agregé un Nuevo medio.

Se realiz6 un cambio completo de medio en los dias alternos. El dia 10, los grupos adheridos aparecieron en los
bordes expuestos, convirtiéndose eventualmente en grupos no adherentes (Figura 7).

Ejemplo 5
Células derivadas amniéticas

[0053] EIl liquido amniético usado para aislar células de la presente invencion fue extraido de especimenes
obtenidos de una amniocentesis de rutina realizada a las 17 a 22 semanas de gestacién para un cariotipo fetal de
rutina. Se centrifug6 el liquido amniético durante 7 minutos a 400-x g y se retird el sobrenadante. El pellet celular
resultando se suspendié nuevamente en un medio de crecimiento Amniomax® (Gibco, MD, USA). Las células se
cultivaron en platillos recubiertos (10 pg/ml) (BD Biosciences, CA, USA) con fibronectina. Los cultivos se dejaron
intactos durante al menos 5 a 10 dias en condiciones hipdxicas (3% de O2) después de lo cual se alimentaron los

cultivos con el mismo medio de crecimiento y se cultivaron hasta alcanzar aproximadamente un 70 a un 80% de
confluencia. En esta etapa, las células se denominaron "PQ". Las células derivadas de liquido amniético (AF, en
inglés) usadas para el propdsito de esta invencidn estaban en un paso de expansion 10. La Figura 2 muestra la
morfologia celular tipica derivada de liquido amniotico.

Ejemplo 6

Agrupacion de células derivadas de liquido amniétic o]
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[0054] Se usaron dos lineas de células de AF para este experimento. Las lineas se establecieron segun lo
indicado en el ejemplo anterior. Se indujo la agrupacion usando el método descrito anteriormente en el ejemplo 2.
Se cultivaron las células en platillos de 6 pocillos de baja adhesion en DMEM-LG complementado con un 2% de
FBS. Se evaluaron los grupos a las 48 horas. Una de las dos lineas (Linea A) formé grupos. La segunda linea de
células (Linea B) no respondié al método de induccion de grupos, incluso cuando el periodo de cultivo se extendio
a 1 semana.

Ejemplo 7
Cocultivo como método para inducir la formaciéon de grupos

[0055] Este experimento se llevo a cabo usando dos tipos de células: células derivadas pancreéticas y células AF
de linea B segln lo derivado en los ejemplos anteriores. Se indujo la agrupaciéon usando el método descrito
anteriormente en el Ejemplo 2. Se cultivaron las células en platillos de 6 pocillos de baja adhesion en DMEM-LG
complementado con un 2% de FBS. Se evaluaron los grupos a las 48 horas. Cada pocillo comprendié una

densidad inicial de células de 0,5x 106 de células derivadas pancreaticas solamente, células AF de linea B
solamente o una proporcion 1:1 de los dos tipos de células mezcladas. Como se esperaba, las células derivadas
pancreaticas cultivadas solas formaron grupos dentro de 48 horas. Las células AF de linea B no formaron algin
grupo incluso cuando el cultivo se extendio a 1 semana. Por el contrario, la combinacién de los dos tipos de células
formé grupos dentro de 48 horas. Para asegurar que los grupos comprendieran ambos tipos de células, cada tipo
de célula fue etiquetado con un marcador fluorescente distinto usando un equipo de etiquetado de células de
multiples colores vivos (Molecular Probes, OR, USA). Después de la induccién de grupos, se analizaron los grupos
con un microscopio fluorescente. La Figura 8 muestra un grupo que comprende ambos tipos de células.

Ejemplo 8
Microislotes como método para inducir la agrupacién

[0056] Las células derivadas pancreaticas se obtuvieron a través de métodos descritos en el Ejemplo 2. Se
cultivaron las células y se mantuvieron en un medio DMEM-LG complementado con un 10% de FBS. Se prepar6
una solucién de colageno IV (¢ Vendedor?) en PBS a una concentracién de 20ug/ml. Se usaron platillos de baja
adhesion recubiertos con hidrogel (diametro = 10 cm) (Corning, NY) para este experimento. 0,21ul de gotas de la
solucién de colageno IV se depositaron en la superficie del platillo, y se incub6 el platillo a temperatura ambiente 5
durante 1 hora. Se pipete6 una suspension celular de 10ml de células derivadas pancreaticas en un medio DMEM-
LG complementado con un 10% de FBS lentamente en la superficie del platillo. El platillo se incubé durante 3
horas a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2. Al dia siguiente, se realiz6 un cambio completo de medio para
retirar todas las células restantes en suspension. Las células adheridas a la superficie recubierta con colageno IV
formaron un patrén de islotes (Figura 9). A las 24 horas, se habian dispersado las células para llenar los espacios
de intervencion entre los islotes (Figura 10). A las 48 horas, las células se reunieron en grupos (Figura 11) y
eventualmente se separaron de la superficie del platillo.

Ejemplo 9
Andlisis de PCR para células derivadas pancreaticas en monocapa y en grupos

[0057] Las células derivadas pancreaticas aisladas, de acuerdo con el Ejemplo 1, se cultivaron en monocapa o
fueron inducidas a agruparse de acuerdo con el método descrito en el ejemplo 2.

[0058] Se extrajo ARN de células individuales crecidas en monocapa o de grupos de células. Se uso el ARN total
de un pancreas humano (Ambion, INC.) como control positivo.

[0059] Extraccion de ARN, purificacién y sintesis de ADNc: Se purificaron muestras de ARN a través de su
unién a una membrana de gel de silice (Rneasy Mini Kit, Qiagen, CA) en presencia de un amortizador salino
con etanol; mientras se limpiaban los contaminantes. El ARN se purific6 mas mientras estaba unido a la columna
por un tratamiento con DNasa | (Qiagen, CA) durante 15 min. Se eluyé ARN de alta calidad en agua. Se evaluaron
el rendimiento y la pureza con lecturas de A260 y A280 en el espectrofotometro. Se hicieron copias de ADNc a
partir de ARN purificado usando un equipo archivador de ADNc de alta capacidad de ABI (ABI, CA).

[0060] Amplificacion de PCR en tiempo real y analisis cuantitativo: A menos que se establezca lo contrario,
todos los reactivos se compraron en Applied Byosistems. Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron
usando el Sistema de deteccién de secuencias 7000 de ABI PRISM®. TAQMAN® UNIVERSAL PCR MASTER
MIX® (ABI, CA) se us6 con 20 ng de ARN transcrito inversamente en un volumen de reaccion total de 20 pl. Cada
muestra de ADNc se ensaya en duplicado para corregir los errores de pipeteo. Se usaron bases y sondas
etiguetadas con FAM de TAQ- MAN® en concentraciones de 200 nM. El nivel de expresién de cada gen objetivo
se normaliz6 usando el ARN ribosémico 18S desarrollado previamente de Applied Biosystem o un equipo de
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control enddgeno de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, en inglés) humano. Se disefiaron bases y
sondas usando el programa ABI PRISM PRIMER EXPRESS™ o0 se usé un equipo de andlisis genético
desarrollado previamente de ABI. Para cada gen se disefio una de las bases o la sonda que abarca los limites de
exones. Esto eliminé la posibilidad de que las bases/sonda se unan a algin ADN gendmico presente. Los sets de
bases y sondas figuran en una lista de la siguiente forma: Pax6 (Hs00240871), Insulina (Hs00355773), Glucagon
(Hs00174967), Isl-1 (Hs00158126), Somatostatina (Hs00174949). Las bases restantes se disefiaron usando el
programa PRIMERS (ABI, CA). Después de unos iniciales 50 °C durante 2 min., y 95 °C durante 10 min., se
ciclaron las muestras 40 veces en dos etapas: un paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 seg., seguido por
un paso de recocién a 60 °C durante 1 min. Se llevaron a cabo analisis de datos usando el programa Sistema de
deteccion de secuencias 7000 GENE- AMP®. Para cada set de base/sonda, se determiné un valor C; como
namero de ciclo en el que la intensidad de fluorescencia alcanz6 un valor especifico en medio de la region
exponencial de amplificacién. Los niveles de expresién de genes relativos se calcularon usando el método
comparativo de C:. En resumen, para cada muestra de ADNc, se sustrajo el valor Ci de control endégeno del gen

de interés C, para dar el valor C; delta (ACy). Se calculd la cantidad normalizada objetivo en 2-ACt suponiendo que
la amplificacion tenga un 100% de eficiencia. Los Ultimos datos se expresaron en relacion con una muestra
calibradora. El método comparativo de C; solo es valido si el objetivo y las eficiencias de amplificacion de control
enddgeno son aproximadamente iguales. Por tanto, se realizaron experimentos de validacion preliminar por cada
set de base/sonda amplificando de forma serial las muestras de ADNc diluidas y determinando los valores de Ct A.
Estos valores de ACt deberian permanecer constants en el rango de diluciones si las eficiencias de amplificacion
son iguales. La Figura 12 muestra una comparacion entre los niveles de expresion genéticos para células en
monocapa frente a las que estan en grupos.
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Reivindicaciones

1.

Un método in vitro para la formacion de grupos de células que comprende:

1. seleccionar un grupo de células para agrupar, donde las células se derivan de liquido pancreatico y
amnioético o un cocultivo de células derivadas de liquido pancreatico y amniético;

2. expandir las células en una monocapa,;

3. formar una suspension de las células en un medio liquido que contenga suero a una concentracion
de casi un 2% a un 10%;

4. incubar el medio que contenga las células en un espacio volumétrico unido por una superficie; y

5. limitar la adhesién celular a la superficie;

donde la superficie tiene un area y el paso de limitar la adhesién celular a la superficie comprende limitar el
area disponible para la adhesion celular.

2.

El método de la afirmacién 1, la superficie ha sido modificada para permitir la adhesion celular solo en

puntos seleccionados de la superficie.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

El método de afirmacion 1, donde limitar el area comprende recubrir la superficie con un material que
inhiba la adhesion celular.

El método de afirmacién 3, donde el material que inhibe la adhesién celular evita la adhesién celular.
El método de afirmacidon 4, donde se retiran partes del material que inhibe la adhesién celular.

El método de afirmacién 1, donde en el paso de limitar la adhesién celular a la superficie comprende
reducir la afinidad de unién de la superficie para las células a un valor inferior a la afinidad de unién de las
células a ellas mismas.

El método de afirmacién 1, donde los grupos se forman en la superficie.
El método de afirmacion 1, donde el grupo de células para agrupar comprende 2 0 mas tipos de células.

El método de afirmacion 1, que comprende, ademas, depositar proteina de matriz extracelular en areas de
dicha superficie.

Un método in vitro para la formacién de grupos de células que comprende:

a) seleccionar un grupo de células para agrupar, donde las células sean derivadas de liquido
pancreatico, amniético o un cocultivo de células derivadas de liquido pancreatico y amniético;

b) expandir las células en una monocapa,;

c¢) formar una suspensién de un subgrupo de las células en un medio liquido que contenga suero a
una concentracion de casi 2% a un 10%;

d) introducir el medio que contenga el subgrupo de células en un espacio volumétrico unido por una
superficie;

e) dejar que el subgrupo de células se adhiera a la superficie;

f)  retirar las células del subgrupo de células que no se han adherido a la superficie;

g) introducir el resto de las células;y

h) dejar que el resto de las células se adhiera a las células que se adhieren a la superficie;

donde la superficie tiene un area y donde el paso de dejar que el subgrupo de células se adhiera a la
superficie comprenda el paso de limitar el area disponible para la adhesion celular.

El método de afirmacion 10, donde limitar el area comprende recubrir la superficie con un material que
inhiba la adhesion celular.

El método de afirmacion 11, donde se retiran partes del material que inhibe la adhesién celular.

El método de afirmacion 10, la adherencia se limita a reducir la afinidad de union de la superficie para las
células a un valor inferior a la afinidad de unién de las células para si mismas.

El método, de acuerdo con la afirmacion 11, donde los grupos se forman en la superficie.

El método de afirmacion 10, donde el grupo de células para agrupar comprende 2 0 mas tipos de células.

11
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17. El método de afirmacion 10, que comprende, ademas, depositar proteina de matriz extracelular en areas
limitadas de dicha superficie.

18. El método de afirmacion 1 o 10, donde el medio liquido contiene suero a una concentracion de casi un

12
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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