ES 2 666 465 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 666 465
Eint. a1

C12N 15/113 (2010.01)
C12N 5/071 (2010.01)
A61K 31/713 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 16.09.2013  PCT/EP2013/069181
Fecha y numero de publicacién internacional: 03.04.2014 WO014048788

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  16.09.2013  E 13763241 (0)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 31.01.2018  EP 2900820

Tl'tulo: Métodos para producir una poblacion de células beta pancreaticas

Prioridad: @ Titular/es:

27.09.2012 EP 12306172 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) (33.3%)

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la 101 Rue de Tolbiac

traduccion de la patente: ZZEI)EOI\}'?RPS rl\il?\'ll'zlg;NAL DE LA RECHERCHE
04.05.2018

SCIENTIFIQUE (C.N.R.S.) (33.3%) y
UNIVERSITE NICE SOPHIA ANTIPOLIS (33.3%)

@ Inventor/es:

COLLOMBAT, PATRICK;
AL-HASANI, KEITH;
COURTNEY, MONICA;
BEN-OHTMAN, NOUHA;
GJERNERS, ELISABET y
MANSOURI, AHMED

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 465 T3

DESCRIPCION
Métodos para producir una poblacion de células beta pancreaticas
Campo de la invencion:

La presente invencién se refiere a un método ex vivo para la produccién de células beta pancreaticas, asi como a
métodos para el cribado de compuestos que inducen un fenotipo de células beta pancreaticas. La presente
invencion también se refiere a un método para la induccién de la conversion de células alfa pancreaticas en células
beta pancreaticas en un paciente que lo necesita.

Antecedentes de la invencion:

Los pancreas esta compuesto de dos compartimentos morfolégicamente diferentes: células exocrinas, que abarcan
las células acinares y ductales, y el tejido endocrino (revisado en Slack, 1995). El compartimento endocrino
representa menos del 2% del érgano, y consiste en cinco tipos de células que sintetizan hormonas: las células 3 que
secretan insulina, las células a que secretan glucagon, las células & que secretan somatostatina, las células PP que
secretan polipéptido pancreatico, y las células € que secretan grelina. Estas células endocrinas estan organizadas en
unidades funcionales muy vascularizadas denominadas islotes de Langerhans, que estan implicados en la
homeostasis de la glucosa. El desarrollo pancreatico corresponde a un proceso elaborado de sucesos morfologicos
acompafados por un patron complejo de diferenciacion celular y seleccion de linaje. Estos sucesos estan mediados
en gran parte por interacciones tisulares, rutas de sefalizacion y cascadas dirigidas de la expresion génica, que
determinan el destino de las células. Asi, Pdx1 desempefia un papel crucial en el desarrollo temprano del pancreas:
la eliminacion de PDX1 mediante seleccién génica detiene el desarrollo pancreatico tras la formacion del brote
inicial. La especificacion de las células endocrinas en el endodermo pancreatico en desarrollo depende de una
sefializacion Notch adecuada y la expresion del factor de transcripcion hélice-bucle-hélice basico (bHLH) pro-
endocrino neurogenina 3 (Ngn3), un miembro de la familia de neurogenina/neuroD de genes proneuronales. La
asignacion del destino de las células endocrinas depende en gran medida de la interaccion entre los factores de
transcripcion Arx y Pax4. Se demostré que estos exhiben actividades antagonistas en los procesos subyacentes en
la especificacion de los destinos de los subtipos endocrinos por medio de un circuito regulatorio inhibitorio que
controla el estado transcripcional de estos dos genes (Collombat et al., 2005). Se descubrié que la expresion de Arx
se incrementd en ausencia de un alelo funcional de Pax4, y viceversa (aumento del contenido de transcrito de Pax4
en mutantes de Arx), lo que sugiere que la especificacion endocrina normal requiere la prevalencia de cualquiera de
los dos factores para especificar un subtipo de célula endocrina particular; si predomina Pax4, se especificaran los
destinos de células 3 y 8, mientras Arx favorecera la via de células a. Por ultimo, se descubrié que Arx y Pax4
inhiben mutualmente la transcripcion entre si por medio de una interaccion fisica directa con el promotor pertinente
(Collombat et al., 2005). La expresion persistente de Arx en las células precursoras tempranas pancreaticas y/o
endocrinas durante el desarrollo embrionario dio como resultado una reduccion drastica del numero de células B y 9,
de manera concurrente con un incremento de las poblaciones de células a y PP (Collombat et al., 2007). Estos
resultados indicaron que Arx, por tanto, es suficiente para estimular los linajes a y PP durante la morfogénesis del
pancreas. De manera mas interesante, se descubrié que la expresion anormal de Arx en las células 8 adultas indujo
su conversion en células que exhibian caracteristicas de células a o PP (Collombat et al.,, 2007). Este
descubrimiento tuvo una importancia fundamental en el contexto de la terapia basada en células B, ya que implicé
que se podria conseguir la conversion complementaria, es decir, generar células 8 a partir de células endocrinas
alternativas. Por lo tanto, la expresion ectépica de Pax4 en el pancreas de ratéon en desarrollo dio como resultado
islotes sobredimensionados compuestos principalmente de células que expresaban un fenotipo de células B
(Collombat et al., 2009), lo que indica que la expresidon anormal de Pax4 es suficiente para estimular la asignacion
del linaje de células B durante el desarrollo. De manera importante, la expresion anormal de Pax4 en células que
expresaban glucagén, acoplada con el marcaje genético para observar sus consecuencias, dio como resultado una
pérdida de células a de manera concurrente con un incremento drastico del nimero de células productoras de
insulina. Los experimentos de seguimiento del linaje demostraron una conversién de las células positivas para
glucagén en células que expresaban insulina. Ademas, las células que expresaban insulina recién generadas
mostraron la mayoria de las caracteristicas de las verdaderas células 8 (Collombat et al., 2009).

Por lo tanto, la solicitud de patente internacional WO 2011/012707 describe un método in vitro para la produccién de
una poblacién de células beta pancreaticas, que comprende la etapa de proporcionar Pax4 o un acido nucleico que
codifica Pax4 a al menos una célula alfa pancreatica o al menos una célula precursora. La solicitud de patente US
2010/166675 describe un método in vivo de terapia para prevenir y tratar la diabetes. En la revision de Courtney et al
2011, los autores se centran en los sucesos principales subyacentes en el desarrollo pancreatico y la generacion de
células similares a 3 con métodos in vitro € in vivo. Sin embargo, debido a (1) la interaccion inhibitoria mutua que se
da entre Pax4 y Arx y (2) la expresion de Arx en las células productoras glucagén, queda por determinar si la
expresion ectopica de Pax4 en las células que expresan glucagon y la consiguiente conversion de células a en
células similares a 3 estuvieron provocadas directamente por Pax4 o por la inhibicion posterior de la expresiéon de
Arx. Ademas, se deberia recordar que hasta ahora solamente se ha demostrado que Arx y Pax4 se inhiben
mutuamente durante la embriogénesis, y en particular durante la génesis del pancreas, y nunca en las células beta
pancreaticas adultas (Kordowich et al., 2011).
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La capacidad regenerativa de las células alfa pancreaticas (o células productoras de glucagoén), y su capacidad de
conversion en células similares a B mediante la simple expresion ectépica de Pax4, tienen interés en el contexto de
la investigacion de T1D. Sin embargo, esta aproximacion transgénica seria inviable para el desarrollo de terapias
selectivas en seres humanos.

Asi, la posibilidad de producir células 8 a partir de células a inhibiendo directamente Arx en dichas células (p.ej. en
células 3 adultas) no se ha demostrado de manera experimental y ni siquiera se ha propuesto, mientras existe la
necesidad de disponer de un método sencillo y seguro que genere células B que se puedan usar en el campo
terapéutico (in vivo), asi como en el campo del cribado (in vitro). Ademas, es muy necesaria la identificacion de
compuestos pequefios que imiten los efectos de la inhibicién de Arx y/o que induzcan la conversién de células alfa
pancreaticas en células beta pancreaticas.

A lo largo de las pasadas décadas, numerosos estudios han descubierto un papel para el acido y-aminobutirico
(GABA) en el pancreas endocrino y en la diabetes mellitus. GABA, sintetizado a partir de glutamato mediante una
acido glutamico descarboxilasa (GAD) en las células B, es una molécula de sefializacion extracelular en los islotes
pancreaticos. Una vez liberado, se cree que GABA sirve como regulador funcional de la secrecion de hormonas
pancreaticas o como molécula de sefializacion paracrina de accién rapida para la comunicacion entre las células B y
las otras células endocrinas de los islotes de Langerhans. La presencia de receptores GABAg en las células  y de
receptores GABAa en las células a apoya el supuesto papel autocrino/paracrino del GABA secretado localmente en
los islotes. De hecho, se demostrd que la regulacion por GABA de la secrecion de hormonas esta mediada por sus
receptores. De manera interesante, se descubrié que GAD (la enzima implicada en la sintesis de GABA) es uno de
los autoantigenos principales en T1D, y se descubrié que GABA esta disminuido en el tejido pancreatico endocrino
en la diabetes experimental y humana. Estos hallazgos indican claramente que la red de GABA se altera en T1D,
pero sigue sin aclararse su papel en esta patologia. Ademas, varios estudios han demostrado que GABA participa
en el mantenimiento de la masa de células 8 (Mendu et al., 2011; Soltani et al., 2011), induciendo la proliferacion de
las células B y protegiendo las células B de la apoptosis in vitro (Soltani et al., 2011; Ligon et al., 2007). De manera
interesante, se demostré que GABA pudo disminuir los niveles de glucosa en sangre y ejercer efectos protectores y
regenerativos sobre la masa de células B en la diabetes inducida por estreptozotocina en ratones (Soltani et al.,
2011; Goémez et al., 2007). También se descubrié que GABA invierte la diabetes en ratones NOD (Soltani et al.,
2011; Tian et al., 2011). La explicacion propuesta fue que GABA podria actuar de una manera autocrina/paracrina
para regenerar los islotes pancreaticos por medio de la proliferacion de las células .

Resumen de la invencion:

La presente invencion describe un método ex vivo para la produccién de una poblacién de células beta pancreaticas,
que comprende las etapas de: i) proporcionar una poblacion de células alfa pancreaticas; ii) inhibir la expresion o
actividad de Arx en dicha poblacién de células alfa pancreaticas; en el que la expresién de Arx se inhibe mediante el
uso de un oligonucleodtido de siARN, una ribozima, un oligonucleétido inverso, acido gamma-amino butirico (GABA) o
un agonista de receptores de GABA.

La presente invencion también describe un inhibidor de la expresion génica de Arx y un agente inmunosupresor para
el uso en un método que mejora la supervivencia de células beta pancreaticas regeneradas en un paciente que
padece diabetes, en el que el inhibidor de la expresion génica de Arx es GABA o un agonista de receptores de
GABA. En particular, la presente invencion se define mediante las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion:

Los inventores han demostrado que las células B inmaduras y adultas se pueden convertir in vivo en células
funcionales que expresan insulina tras la inactivacion individual de Arx en estas mismas células mediante el uso de
dos lineas de ratén que permiten la inactivacion condicional de la expresién de Arx en las células que expresan
glucagon, la primera mediante el uso de una aproximacion Cre-LoxP clasica, mientras la segunda permite la
inactivacion inducible y selectiva de Arx. Ademas, se inicia un ciclo de regeneracion de células endocrinas
acompafado por la neogénesis de islotes, por medio de un proceso que implica la reactivacién del gen pro-
endocrino Ngn3. De manera interesante, se observaron células recién formadas que expresaban insulina, que se
originaron a partir de células previamente que expresaban glucagon, tras la inactivacion de las células  inducida
quimicamente, lo que proporcioné una nueva oportunidad para el campo terapéutico.

En la presente memoria, al combinar las aproximaciones de la pérdida de la funcién condicional y del seguimiento
del linaje, los inventores demuestran que la inhibicion selectiva de Arx en las células a, el antagonista de Pax4, es
suficiente para estimular la conversion de las células a adultas en células similares a B a cualquier edad. De manera
interesante, esta conversion induce procesos compensatorios que dan como resultado una neogénesis continua de
células a, y tales células se convierten posteriormente en células similares a  tras la inhibicion de Arx. De manera
interesante, por medio de la generacion y el analisis de mutantes dobles condicionales de Arx y Pax4, proporcionan
pruebas de que Pax4 es prescindible para estos procesos de regeneracion, lo que indica que Arx representa el
desencadenante principal de la neogénesis de células similares a § mediada por células a. De manera importante, la
pérdida de Arx en las células a es suficiente para regenerar la masa completa de células (3 tras la diabetes inducida
por toxinas. Estos nuevos resultados destacan que solamente es necesaria la inhibicion de la expresion de Arx para
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la conversion de células a en células similares a B.

Ademas, los inventores han demostrado que GABA tiene un efecto sobre la inhibicién de la expresion de Arx en las
células a, que conduce a su conversion en células B. Para abordar esta cuestion, se tratd a ratones de tipo natural
(WT) y, para fines de seguimiento del linaje, ratones Glu-Cre::Rosa26-lox-$-gal con GABA. Proporcionan pruebas de
que las células que expresan glucagén se pueden convertir, tras la adicion de GABA, en células productoras de
insulina funcionales, lo que conduce a la hipertrofia de los islotes debida a una hiperplasia de células B. Se activa
posteriormente un ciclo de regeneracion de células endocrinas acompafiado por la neogénesis de islotes, y tal
proceso implica la reactivacion del gen pro-endocrino Ngn3. Por ultimo, el tras el tratamiento con estreptozotocina y
tras la adicion de GABA, se regeneran células similares a B, y estas derivan de células que expresaban la hormona
glucagon.

Los inventores han demostrado asi que la administracion a largo plazo de un inhibidor de la expresién o la actividad
de Arx (tal como un oligonucleétido inverso o un siARN hacia Arx, GABA o un agonista de receptores de GABA)
induce ciclos sucesivos de regeneracion de células endocrinas estimulando la proliferacion de las células dentro del
epitelio/tapiz ductal, y tales células reexpresan el factor pro-endocrino Ngn3 y se convierten sucesivamente en
células a y células similares a 3. Ademas, la administracién a largo plazo de tal inhibidor de la expresion o la
actividad de Arx se puede combinar con una administracion simultanea o posterior de un agente inmunosupresor
usado actualmente en la diabetes para proteger a las células funcionales productoras de insulina recién generadas
in vivo. Por lo tanto, los inventores han desarrollado un método para inducir la conversion de células alfa
pancreaticas en células beta pancreaticas en un paciente que lo necesita, en un nimero suficiente para producir
suficiente insulina en dicho paciente, pero también para mejorar la supervivencia de dichas células B pancreaticas
nuevas y por lo tanto para mantener el nimero de estas células beta para obtener un beneficio a largo plazo para el
paciente.

Definiciones:

A lo largo de la memoria descriptiva se emplean varios términos, y se definen en los parrafos siguientes.

Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones "células beta pancreaticas”, "células beta" o "células beta
que secretan insulina" se usan de manera intercambiable, y se refieren a células capaces de producir insulina tras la
estimulacion con glucosa. Mas preferiblemente, se usa la expresion de antigenos superficiales especificos para
determinar si una célula es una célula beta pancreatica. Por ejemplo, las células beta pancreaticas expresan el
transportador de glucosa, Glut2. De manera alternativa, se usa la expresion de factores de transcripcion especificos
para determinar si una célula es una célula beta pancreatica. Por ejemplo, las células beta pancreaticas expresan a
un nivel elevado los factores de transcripcion Pdx1, Nkx6.1, MafA y Pax4. Por ultimo, se puede usar la observacion
mediante microscopia electrénica para confirmar una ultraestructura tipica de células beta.

Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones "células alfa pancreaticas”, "células alfa" o "células que
expresan glucagon" se usan de manera intercambiable, y se refieren a células capaces de expresar glucagén como
consecuencia de niveles disminuidos de carbohidratos en sangre. Mas preferiblemente, se usa la expresion de
factores de transcripcion especificos para determinar si una célula es una célula alfa pancreatica. Por ejemplo, las
células alfa pancreaticas expresan los factores de transcripcion Arx, Brn-4 y MafA. Por dltimo, se puede usar la
observacién mediante microscopia electrénica para confirmar una ultraestructura tipica de células alfa.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "Arx" se refiere a la proteina de homeodominio relacionado con
Aristaless, que es muy conocida en la técnica. El gen Arx es parte de una familia mayor de genes homeobox, que
actuan durante el desarrollo embrionario temprano para controlar la formacién de muchas estructuras corporales. La
proteina Arx esta implicada, por tanto, en el desarrollo del pancreas. El gen Arx humano que se da de manera
natural tiene la secuencia de nucledétidos mostrada en el nimero de acceso de Genbank NM_139058.2, y la proteina
Arx humana que se da de manera natural tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en el numero de acceso de
Genbank NP_620689.1. También se han descrito las secuencias murinas de nucleétidos y aminoacidos (numeros de
acceso de Genbank NM_007492.3 y NP_031518.2).

Tal como se usan en la presente memoria, los términos "aislado" o "purificado”, cuando se refieren a una célula o
poblaciéon de células, significan que dicha célula o dicha poblacion de células estan presentes con una ausencia
sustancial de otras células o poblaciones de células. Los términos "aislado" o "purificado”, tal como se usan en la
presente memoria, significan que hay presentes preferiblemente al menos un 75% en peso o ndmero, mas
preferiblemente al menos un 85% en peso o nimero, aun mas preferiblemente al menos un 95% en peso o numero,
y lo mas preferiblemente al menos un 98% en peso o nimero, de células del mismo tipo.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "agonista de receptor" se refiere al ligando nativo de ese
receptor (p.€j., un receptor de GABA), a analogos del mismo u otros ligandos que "activan" de forma similar el
receptor, y/o a un modulador alostérico positivo del receptor.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "GABA" se refiere al acido gamma-amino butirico de féormula (1)
0 una sal, solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo, asi como las mezclas del mismo:
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HO/U\/\/NHz (I)

Tal como se usa en la presente memoria, el término "agonista especifico del receptor GABAA" se refiere a un agente
que tiene actividad agonista en el receptor GABA,, y sustancialmente sin actividad agonista en el receptor GABAg.
Un "agonista preferente del receptor GABAA" se refiere a un agente que tiene una mayor actividad agonista en el
receptor GABAA que en el receptor GABAg. En general, el agonista preferente del receptor GABAa tiene una
actividad al menos 1,2 veces, mas preferiblemente al menos 1,5 veces, aun mas preferiblemente al menos 2 veces,
y lo mas preferiblemente al menos 3 veces, al menos 5 veces, o al menos 10 veces mayor en el receptor GABAa que
en el receptor GABAg, y tal como se determina mediante el uso de un ensayo convencional de la actividad agonista
en un receptor de GABA.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "agonista especifico del receptor GABAg" se refiere a un agente
que tiene actividad agonista en el receptor GABAg, y sustancialmente sin actividad agonista en el receptor GABA .
Un "agonista preferente del receptor GABAg" se refiere a un agente que tiene una mayor actividad agonista en el
receptor GABAg que en el receptor GABAa. La invencién describe que el agonista preferente del receptor GABAg
tiene una actividad al menos 1,2 veces, mas preferiblemente al menos 1,5 veces, aun mas preferiblemente al menos
2 veces, y lo mas preferiblemente al menos 3 veces, al menos 5 veces, o al menos 10 veces mayor en el receptor
GABAg que en el receptor GABA,, tal como se determina mediante el uso de un ensayo convencional de la actividad
agonista en un receptor de GABA.

Meétodos para la produccion de una poblacién de células beta pancreaticas

Los inventores han demostrado que es posible producir células beta pancreaticas inactivando la expresion de Arx en
las células alfa pancreaticas.

La presente descripcidon proporciona, por tanto, un método ex vivo para la produccion de una poblacién de células
beta pancreaticas, que comprende la etapa de inhibir la expresion o la actividad de Arx en una poblacién de células
alfa pancreaticas.

Preferiblemente, la descripcidon proporciona un método ex vivo para la produccién de una poblaciéon de células beta
pancreaticas, que comprende las etapas de: i) proporcionar una poblacion de células alfa pancreaticas; ii) inhibir la
expresion o la actividad de Arx en una poblacién de células alfa pancreaticas, en el que la expresién de Arx se inhibe
mediante el uso de un oligonucledtido de siARN, una ribozima, un oligonucleétido inverso, acido gamma-amino
butirico (GABA) o un agonista de receptores de GABA.

Se conocen en la técnica métodos para proporcionar al menos una poblacién de células alfa, e incluyen aislar tejido
pancreatico y aislar las células, p.ej. con la ayuda de FACS (clasificador de células) tal como se conoce en la técnica
para proporcionar una linea de células alfa (Powers, 1990). Preferiblemente, la poblacion de células alfa
pancreaticas esta en una forma purificada.

La invencion describe que las células alfa pancreaticas son células alfa pancreaticas de adulto.

Los métodos para determinar si una célula tiene un fenotipo de célula beta pancreatica se conocen en la técnica, e
incluyen incubar la célula con glucosa y ensayar si se incrementa o se induce la expresion de insulina en la célula
(Nolan, 2009). Otros métodos incluyen ensayar si se expresan factores de transcripcion especificos de células beta,
la deteccion de productos de genes especificos de células beta con la ayuda de PCR cuantitativa de ARN, el
trasplante de una célula candidata a ratones diabéticos, y el ensayo posterior de la respuesta fisiologica tras dicho
trasplante, asi como el analisis de las células mediante microscopia electrénica.

La invencion describe que el método comprende las siguientes etapas, que consisten en aislar una poblacion de
células alfa pancreaticas; inhibir la expresién o actividad de Arx en dicha poblacién de células alfa pancreaticas;
cultivar dicha poblacién de células, en las que se ha inhibido la expresién o actividad de Arx en condiciones que
permiten la conversion de las células a en células B. En general, dicha poblacién de células alfa pancreaticas se
cultiva en un medio liquido adecuado para el cultivo in vitro o ex vivo de células de mamifero, en particular de células
humanas. Un medio de cultivo de la invencién se puede basar en un medio disponible comercialmente, tal como
RPMI1640 de Invitrogen.

La inhibicion de la expresion o la actividad de Arx se puede conseguir mediante cualquier técnica.

La invencion describe que la expresion de Arx se puede inhibir mediante el uso de un oligonucleétido de siARN,
oligonucledtido inverso o ribozima.

Los oligonucledtidos inversos, que incluyen las moléculas de ARN inverso y las moléculas de ADN inverso, actuarian
para bloquear directamente la traduccion del mARN de Arx uniéndose a él, y asi impedirian la traduccion a proteinas
o incrementarian la degradacion del mMARN, por lo que disminuiria el nivel de proteinas Arx, y por tanto la actividad,
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en una célula. Por ejemplo, se pueden sintetizar oligonucleétidos inversos de al menos alrededor de 15 bases y
complementarios a regiones Unicas de la secuencia del transcrito de mARN que codifica Arx, p.ej., mediante
técnicas convencionales de formacién de enlaces fosfodiéster. Los métodos para usar técnicas de moléculas
inversas para inhibir de manera especifica la expresion génica de genes cuya secuencia se conoce son muy
conocidos en la técnica (p.ej. véanse las pat. de EE.UU. n°s 6.566.135; 6.566.131; 6.365.354; 6.410.323; 6.107.091;
6.046.321; y 5.981.732).

Los ejemplos de dichos oligonucledtidos inversos hacia Arx incluyen, pero sin limitacion, los adquiridos de Qiagen.

Los ARNSs inhibitorios pequefios (siARNs) también pueden funcionar como inhibidores de la expresion de cArx para
el uso en la presente invencion. La expresion génica de Arx se puede reducir poniendo en contacto células alfa
pancreaticas con un ARN bicatenario pequefio (dsRNA), o un vector o construccién que provoca la produccion de un
ARN bicatenario pequefio, de forma que se inhibe de manera especifica la expresion de Arx (es decir, ARN de
interferencia o ARNi). Los métodos para seleccionar un dsARN adecuado o un vector que codifica dsARN son muy
conocidos en la técnica para genes cuya secuencia se conoce (p.ej., véase Tuschl, T. et al. (1999); Elbashir, S. M. et
al. (2001); Hannon, GJ. (2002); McManus, MT. et al. (2002); Brummelkamp, TR. et al. (2002); pat. de EE.UU. n°s
6.573.099 y 6.506.559; y publicaciones de patentes internacionales n°s WO 01/36646, WO 99/32619, y WO
01/68836). Los ejemplos de dichos siARNs hacia Arx incluyen, pero sin limitacion, los adquiridos de Qiagen
(FlexiTube GeneSolution GS170302).

Las ribozimas también pueden funcionar como inhibidores de la expresion de Arx para el uso en la presente
invencion. Las ribozimas son moléculas de ARN enzimatico capaces de catalizar la escision especifica del ARN. El
mecanismo de accion de las ribozimas implica la hibridacién especifica de secuencia de la molécula de ribozima al
ARN complementario objetivo, seguido de escision endonucleolitica. Las moléculas de ribozimas modificadas con
motivos de horquilla o de cabeza de martillo que catalizan de manera especifica y eficaz la escision endonucleolitica
de las secuencias de mARN de Arx son, por tanto, utiles dentro del alcance de la presente invencion. Los sitios de
escision para ribozimas especificas dentro de cualquier objetivo de ARN potencial se identifican inicialmente
mediante el barrido de la molécula objetivo en busca de sitios de escisiéon para ribozimas, que incluyen en general
las siguientes secuencias, GUA, GUU, y GUC. Una vez identificadas, las secuencias cortas de ARN de entre
alrededor de 15 y 20 ribonucledtidos que corresponden a la regién del gen objetivo que contiene el sitio de escision
se pueden evaluar con respecto a caracteristicas estructurales predichas, tales como la estructura secundaria, que
pueden hacer que la secuencia de oligonucleotidos sea inadecuada. La idoneidad de los objetivos candidatos
también se puede evaluar ensayando su accesibilidad a la hibridacion con oligonucleétidos complementarios,
mediante el uso, p.€j., de ensayos de proteccion de ribonucleasas.

Se pueden preparar oligonucleétidos inversos, oligonucleétidos de siARN vy ribozimas utiles como inhibidores de la
expresion de Arx mediante métodos conocidos. Estos incluyen técnicas para la sintesis quimica tales como, p.gj.,
sintesis quimica mediante fosforamidita en fase sélida. De manera alternativa, se pueden generar moléculas de ARN
inverso mediante transcripcién in vitro o in vivo de secuencias de ADN que codifican la molécula de ARN. Tales
secuencias de ADN se pueden incorporar en una amplia diversidad de vectores que incorporan promotores
adecuados de ARN polimerasa tales como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Se pueden introducir diversas
modificaciones en los oligonucledtidos de la invencion como medio para incrementar la estabilidad intracelular y la
semivida. Las modificaciones posibles incluyen, pero sin limitacion, la adicion de secuencias flanqueantes de
ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos en los extremos 5' y/o 3' de la molécula, o el uso de fosforotioato o 2'-O-
metilo en vez de enlaces fosfodiéster en el esqueleto del oligonucledtido. Se pueden administrar oligonucleétidos
inversos, oligonucledtidos de siARN y ribozimas de la invencién solos o junto con un vector. En su sentido mas
amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de facilitar la transferencia del oligonucleétido inverso,
oligonucledtido de siARN o acido nucleico de ribozima a las células alfa pancreaticas. Preferiblemente, el vector
transporta el acido nucleico a las células con una degradacion reducida respecto del grado de degradacion que
ocurriria en ausencia del vector. En general, los vectores utiles en la invencion incluyen, pero sin limitacion,
plasmidos, fagémidos, virus, otros vehiculos derivados de fuentes virales o bacterianas que se han manipulado
mediante la insercién o incorporacion del oligonucledtido inverso, oligonucledétido de siARN o secuencias de acido
nucleico de ribozimas.

Los métodos para administrar siARNs, ribozimas y/o oligonucledtidos inversos a células alfa pancreaticas son muy
conocidos en la técnica, e incluyen, pero sin limitacion, la transfeccion, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion,
transfeccion mediada por fosfato calcico o infeccion con un vector viral que contiene las secuencias génicas, fusion
celular, transferencia génica mediada por cromosomas, transferencia génica mediada por microcélulas, fusion de
esferoplastos, etc. Se conocen numerosos métodos en la técnica para la introducciéon de genes exdgenos en células,
y se pueden usar de acuerdo con la presente invencion, con tal de que no se alteren las funciones fisiologicas y del
desarrollo necesarias de las células receptoras. La técnica puede proporcionar la transferencia estable del gen a la
célula, de forma que el gen es expresable por parte de la célula, heredable y expresable por parte de la progenie de
la célula. Normalmente, el método de transferencia incluye la transferencia de un marcador seleccionable a las
células. Las células se colocan después bajo seleccion para aislar las células que han captado y estan expresando
el gen transferido. Esas células se administran después a un sujeto. Una variacion de la técnica puede proporcionar
la transferencia transitoria de oligonucleétidos o genes que codifican oligonucleétidos a células alfa pancreaticas
para posibilitar la expansion temporal de las células alfa pancreaticas ex vivo o in vivo sin una modificacion genética
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permanente.

La invencion describe que la expresion de Arx se puede inhibir mediante acido gamma-amino butirico (GABA), y/o
un analogo de GABA, y/o un agonista (o agonista parcial) de receptores de GABA, y/o un potenciador de GABA, y/o
un profarmaco de GABA.

La invencion describe que el agonista de receptores de GABA actia sobre los dos receptores GABAA y GABAg. La
invencion describe que el agonista de receptores de GABA actia preferentemente, o exclusivamente, sobre el
receptor GABAA 0 GABAg.

Los agonistas de receptores de GABA son muy conocidos para los expertos en la técnica.

Los agonistas de receptores de GABA ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, ciertos barbituratos (p.ej., tiopental,
tiamilal, pentobarbital, secobarbital, hexobarbital, butobarbital, amobarbital, barbital, mefobarbital, fenobarbital,
primidona, y similares), ciertas benzodiacepinas (p.ej., midazolam, triazolam, lometazepam, flutazolam, nitrazepam,
fluritrazepam, nimetazepam, diazepam, medazepam, oxazolam, prazepam, tofisopam, rilmazafona, lorazepam,
temazepam, oxazepam, fluidazepam, clordiazepdxido, cloxazolam, flutoprazepam, alprazolam, estazolam,
bromazepam, flurazepam, clorazepato potasico, haloxazolam, loflazepato de etilo, cuazepam, clonazepam,
mexazolam, y similares), ciertas tienodiazepinas (p.ej., etizolam, brotizolam, clotiazepam, y similares), ciertos
dialquilfenoles (p.ej., propofol, fospropofol, y similares), ciertos analogos de benzodiacepinas (p.ej., Zolpidem,
zopiclona, exzopiclona, etc.), y similares.

La invencion describe que el agonista de receptores de GABA se selecciona del grupo que consiste en muscimol,
THIP/gaboxadol, isoguvacina, amina koji, homotaurina, homohipotaurina, &acido trans-aminociclopentano-3-
carboxilico, acido trans-amino-4-croténico, acido -guanidinopropionico, homo-P-prolina, acido isonipecoético, acido
3-((aminoiminometil)tio)-2-propenoico (ZAPA), acido imidazolacético, y acido piperidin-4-sulfonico (P4S).

De manera alternativa, se puede usar una glutamato descarboxilasa o acido glutamico descarboxilasa (GAD), que
son enzimas que catalizan la descarboxilacion de glutamato a GABA y CO».

La invencion describe que se usan las enzimas que sintetizan GABA GAD65 o GAD67.

Se conocen bien en la técnica los métodos para poner en contacto una poblaciéon de células, en particular una
poblacién de células alfa pancreaticas, con un polipéptido de interés, tal como un polipéptido GAD65 o un polipéptido
GADG67, o un vector que codifica el gen de GAD65 o GAD67.

La invencion describe que se puede inhibir la expresion de Arx mediante compuestos que actuan sobre la actividad
del promotor, el procesamiento del ARN o la estabilidad de la proteina.

La invencion describe que se puede conseguir la inhibicion de la actividad de Arx mediante el uso de polipéptidos de
Arx mutados que compiten con el Arx de tipo natural.

Esta técnica se denomina en general técnica de "mutantes negativos dominantes”. Un mutante negativo dominante
es un polipéptido o una secuencia de la regién codificante de acido nucleico que se ha cambiado con respecto a al
menos una posicidn en la secuencia, respecto de la versidon nativa de tipo natural correspondiente en una posicion
que cambia una posicion de residuo de aminoacido en un sitio activo necesario para la actividad bioldgica del
péptido nativo. Por ejemplo, un mutante negativo dominante puede consistir en una molécula de Arx truncada
desprovista de los dominios efectores N-terminales que puede actuar como inhibidor competitivo de Arx por la unién
al ADN vy la transactivacion. La eficacia de la represion de Arx se puede mejorar adicionalmente mediante la fusion a
dominios represores que incrementan la funcion inhibitoria.

Los métodos de la invencion se llevan a cabo exponiendo células alfa pancreaticas a un mutante negativo dominante
in vitro o ex vivo. La exposicion se puede realizar transfectando la célula con un polinucleétido que codifica el
polipéptido mutante negativo dominante, y expresando dicho mutante negativo dominante codificado por el
polinucleétido, de forma que se inhibe la actividad de Arx. Los métodos para transfectar tales polinucleétidos pueden
consistir en los descritos anteriormente.

La exposicion también se puede realizar exponiendo directamente las células alfa pancreaticas a un polipéptido
mutante negativo dominante, por ejemplo poniendo en contacto la célula con dicho polipéptido, preferiblemente
acoplado a un resto de interiorizacion.

Se conocen en la técnica restos de interiorizacion adecuados, y, por ejemplo, se pueden seleccionar del grupo que
consiste en una secuencia de interiorizacion de péptidos derivada de proteinas tales como el polipéptido TAT de VIH
o Antennapedia, u otras homeoproteinas. De manera alternativa, la transferencia puede estar mediada por un
liposoma, y un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo o ligando que se une a un receptor superficial de la célula
objetivo.

Como alternativa, los inhibidores de la actividad pueden consistir en moléculas que son inhibidores de la
modificacion postraduccional enzimatica que regulan una actividad tal como la fosforilacion, acetilacion, metilacion,
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ribosilacion, ubiquitinacion, modificacion con moléculas pequefias similares a ubiquitina (SUMOilacién, neddylacion,
etc.), o moléculas que alteran la conformacién o interaccidon con coactivadores o correpresores. Como alternativa
adicional, los inhibidores de la actividad pueden consistir en inhibidores de la unién del ADN, la dimerizacion o la
interaccion con cofactores.

Los inhibidores de la actividad pueden incluir macromoléculas o moléculas organicas pequefias. La expresion
"molécula organica pequena" se refiere a una molécula de un tamafio comparable a las moléculas organicas usadas
en general en los productos farmacéuticos. La expresion excluye las macromoléculas bioldgicas (p.ej., proteinas,
acidos nucleicos, etc.). El tamafio de las moléculas organicas pequefas preferidas oscila hasta alrededor de 5000
Da, mas preferiblemente hasta 2000 Da, y lo mas preferiblemente hasta alrededor de 1000 Da.

La invencion describe que el método comprende ademas una etapa de poner en contacto la poblaciéon de células
alfa pancreaticas con un polipéptido Pax4, un acido nucleico que codifica un gen Pax4 o un vector que comprende el
mismo. Dicha etapa se puede llevar a cabo de manera simultanea o secuencial (es decir, antes o después de) la
etapa de inhibir la expresiéon o la actividad de Arx en una poblacion de células alfa pancreaticas, tal como un
oligonucledtido inverso o un siARN hacia Arx, GABA o un agonista de receptores de GABA.

Los métodos para poner en contacto una poblacién de células, en particular una poblacién de células alfa
pancreaticas, con un polipéptido Pax-4, un acido nucleico que codifica un gen Pax-4 o un vector que comprende el
mismo se describen en la solicitud de patente internacional WO 2011/012707 y en Collombat ef al. 2009.

Células deficientes de Arx

Los métodos de la invencion conducen a la generacion de células beta pancreaticas de gran interés en el campo
terapéutico, asi como en el campo del cribado.

Por lo tanto, la presente invencién describe asi una poblaciéon de células beta pancreaticas obtenibles mediante el
método descrito anteriormente. Preferiblemente, la poblacién de células beta pancreaticas esta en una forma
purificada.

La invencion describe una poblacién de células alfa pancreaticas, que no expresan Arx o en las que la expresion o
actividad de Arx esta suprimida o inhibida. Preferiblemente, las células alfa pancreaticas carecen del gen Arx. Las
células alfa pancreaticas pueden ser de cualquier especie. Preferiblemente son de origen murino o de origen
humano.

La invencion describe que las células alfa pancreaticas son células alfa pancreaticas de adulto.

Segun la presente invencion, las células beta pancreaticas se pueden generar facilmente y de manera eficaz in vitro
0 ex vivo. La capacidad de obtener un gran nimero de células beta pancreaticas in vitro o ex vivo da lugar a nuevas
oportunidades para el campo terapéutico.

La presente invencion proporciona asi una composicion farmacéutica que comprende células beta pancreaticas
como se definié anteriormente, en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Métodos terapéuticos y usos

La presente invencion proporciona métodos y composiciones (tales como composiciones farmacéuticas) para la
prevencion o el tratamiento de la diabetes.

La presente invenciéon describe un inhibidor de la expresion génica de Arx para el uso en la prevencion o el
tratamiento de la diabetes de un paciente que lo necesita.

Preferiblemente, la invencion se refiere a un inhibidor de la expresion génica de Arx para el uso en la prevencion o el
tratamiento de la diabetes de un paciente que lo necesita, con la condiciéon de que dicho inhibidor de la expresion
génica de Arx no sea un polipéptido Pax-4 o un acido nucleico que codifica el gen Pax-4, o un vector que comprende
el mismo.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "inhibidor de la expresion génica" se refiere a un compuesto
natural o sintético que tiene un efecto bioldgico que inhibe o reduce significativamente la expresion de un gen. Por lo
tanto, un "inhibidor de la expresion génica de Arx" se refiere a un compuesto natural o sintético que tiene un efecto
bioldgico que inhibe o reduce significativamente la expresion del gen que codifica la proteina Arx.

Tal como se usa en la presente memoria, "diabetes" se refiere a la clase amplia de trastornos caracterizados por una
produccion alterada de insulina y una tolerancia alterada a la glucosa. La diabetes incluye la diabetes tipo 1y tipo 2,
diabetes gestacional, prediabetes, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, y tolerancia alterada a la glucosa.
La diabetes tipo | también se conoce como diabetes mellitus insulinodependiente (DMID). Las expresiones se usan
de manera intercambiable en la presente memoria. La diabetes tipo 2 también se conoce como diabetes mellitus no
insulinodependiente (DMNID).
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Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "un paciente que lo necesita" se refiere a un sujeto al que se
le ha diagnosticado diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional, prediabetes, resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, o tolerancia alterada a la glucosa, o uno que corre riesgo de desarrollar cualquiera de estos
trastornos. Los pacientes que necesitan tratamiento también incluyen aquellos que han padecido una lesion,
enfermedad, o procedimiento quirdrgico que afecta al pancreas, o los individuos que de otra manera tienen una
alteracion de su capacidad de producir insulina. Tales pacientes pueden ser cualquier mamifero, p.ej., ser humano,
perro, gato, caballo, cerdo, oveja, ganado bovino, ratdn, rata o conejo (preferiblemente un ser humano).

La expresion "prevencion de un trastorno”, tal como se usa en la presente memoria, no pretende significar una
expresion absoluta. En su lugar, la prevencion, p.ej., de la diabetes tipo 2, se refiere al retraso del inicio, la
frecuencia reducida de los sintomas, o la gravedad reducida de los sintomas asociados al trastorno. La prevencion,
por lo tanto, se refiere a una amplia diversidad de medidas profilacticas que entenderan los expertos en la técnica.
En ciertas circunstancias, se reduce la frecuencia y gravedad de los sintomas a niveles no patoldgicos, p.gj., de
forma que el individuo no necesita una terapia de sustituciéon de insulina tradicional. En ciertas circunstancias, los
sintomas de un paciente que recibe un inhibidor de la expresién génica de Arx segun la invencion tienen solamente
un 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 0 1% de la frecuencia o gravedad de los sintomas experimentados por un
individuo con el trastorno sin tratar.

De forma similar, la expresion "tratamiento de un trastorno” no pretende ser una expresion absoluta. En ciertas
circunstancias, los inhibidores de la expresion génica de Arx segun la invencion pretenden reducir la pérdida de
células productoras de insulina que conduce a los sintomas diabéticos. En ciertas circunstancias, el tratamiento con
los inhibidores de la expresion génica de Arx conduce a un prondstico mejorado o a una reduccion de la frecuencia o
gravedad de los sintomas.

La invencion describe que el inhibidor de la expresion génica de Arx es un oligonucleotido de siARN, una ribozima, o
un oligonucleétido inverso como se describio previamente.

La invencién también describe un método para la prevencion o el tratamiento (p.ej. tratamiento profilactico) de la
diabetes, que comprende administrar a un paciente que lo necesita un inhibidor de la expresion génica de Arx.

Los inhibidores de la expresion génica de Arx se pueden administrar en forma de una composicion farmacéutica,
como se define mas adelante. Preferiblemente, dicho inhibidor se administra en una cantidad terapéuticamente
eficaz. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad suficiente del inhibidor de la expresion génica
de Arx para prevenir o tratar la diabetes con una proporciéon razonable beneficio/riesgo aplicable a cualquier
tratamiento médico.

Se entendera que el uso diario total de los compuestos de la presente invencién lo decidira el médico que aplica el
tratamiento de acuerdo con el buen juicio médico. El nivel de dosis especifico terapéuticamente eficaz para cualquier
paciente particular dependera de una diversidad de factores, que incluyen el trastorno a tratar y la gravedad del
trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada, la edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el momento de la administracion, la via de administracion, y la
velocidad de excrecién del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; los farmacos usados en
combinacién o de manera coincidente con el polipéptido especifico empleado; y factores similares bien conocidos en
las técnicas médicas. Por ejemplo, la experiencia en la técnica permite comenzar con dosis del compuesto a niveles
inferiores a los necesarios para conseguir el efecto terapéutico deseado, e incrementar gradualmente la dosis hasta
alcanzar el efecto deseado. Sin embargo, la dosis diaria de los productos se puede variar a lo largo de un amplio
intervalo de 0,01 a 1.000 mg por adulto al dia. Preferiblemente, las composiciones contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0,
2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente activo para el ajuste sintomatico de la dosis al
paciente a tratar. Un medicamento contiene en general de alrededor de 0,01 mg a alrededor de 500 mg del
ingrediente activo, preferiblemente de 1 mg a alrededor de 100 mg del ingrediente activo. Se suministra una cantidad
eficaz del farmaco generalmente a un nivel de dosis de 0,0002 mg/kg a alrededor de 20 mg/kg de peso corporal al
dia, especialmente de alrededor de 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal al dia.

Preferiblemente, la presente invencion describe un inhibidor de la expresion génica de Arx para el uso en un método
para inducir la conversién de células alfa pancreaticas en células beta pancreaticas en un paciente que lo necesita,
con la condicién de que dicho inhibidor de la expresion génica de Arx no sea un polipéptido Pax-4 o un acido
nucleico que codifica el gen Pax-4, o un vector que comprende el mismo.

La presente invencion también describe un método para inducir la conversion de células alfa pancreaticas en células
beta pancreaticas en un paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente que lo necesita una
cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la expresion génica de Arx.

La invencion describe que el inhibidor de la expresiéon génica de Arx no es un polipéptido Pax-4 o un acido nucleico
que codifica el gen Pax-4, o un vector que comprende el mismo.

El término "conversion" se usa de manera intercambiable en la presente memoria con la frase "transdiferenciacion”,
y se refiere a la conversion de un tipo de célula somatica diferenciada en un tipo de célula somatica diferenciada
diferente sin someter a reprogramacion completa a un intermedio de célula madre pluripotente inducida (iPSC).
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Preferiblemente, la estimulaciéon de la conversion de una célula somatica, p.ej., células alfa pancreaticas en células
beta pancreaticas tal como se describe en la presente memoria, dara como resultado mas de alrededor del 5% o
alrededor del 10% de conversion de una célula somatica, p.ej., células alfa pancreaticas en células beta
pancreaticas. Aun mas preferiblemente, se convertira mas de alrededor del 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, o 90% de una célula somatica, p.ej., células alfa pancreaticas, en células beta
pancreaticas.

La invencioén describe que el inhibidor de la expresion génica de Arx es acido gamma-amino butirico (GABA), y/o un
analogo de GABA, y/o un agonista (o agonista parcial) de receptores de GABA, y/o un potenciador de GABA, y/o un
profarmaco de GABA.

La invencion describe que el agonista de receptores de GABA actua en los dos receptores GABAx y GABAg. La
invencion describe que el agonista de receptores de GABA actua preferentemente, o exclusivamente, en el receptor
GABAA 0 GABAg.

Los agonistas de receptores de GABA son muy conocidos para los expertos en la técnica.

Los agonistas de receptores de GABA ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, ciertos barbituratos (p.ej., tiopental,
tiamilal, pentobarbital, secobarbital, hexobarbital, butobarbital, amobarbital, barbital, mefobarbital, fenobarbital,
primidona, y similares), ciertas benzodiacepinas (p.ej., midazolam, triazolam, lometazepam, flutazolam, nitrazepam,
fluritrazepam, nimetazepam, diazepam, medazepam, oxazolam, prazepam, tofisopam, rilmazafona, lorazepam,
temazepam, oxazepam, fluidazepam, clordiazepdxido, cloxazolam, flutoprazepam, alprazolam, estazolam,
bromazepam, flurazepam, clorazepato potasico, haloxazolam, loflazepato de etilo, cuazepam, clonazepam,
mexazolam, y similares), ciertas tienodiazepinas (p.ej., etizolam, brotizolam, clotiazepam, y similares), ciertos
dialquilfenoles (p.ej., propofol, fospropofol, y similares), ciertos analogos de benzodiacepinas (p.ej., Zolpidem,
zopiclona, exzopiclona, etc.), y similares.

La invencion describe que el agonista de receptores de GABA se selecciona del grupo que consiste en muscimol,
THIP/gaboxadol, isoguvacina, amina koji, homotaurina, homohipotaurina, acido trans-aminociclopentano-3-
carboxilico, acido trans-amino-4-croténico, acido -guanidinopropionico, homo-P-prolina, acido isonipecoético, acido
3-((aminoiminometil)tio)-2-propenoico (ZAPA), acido imidazolacético, y acido piperidin-4-sulfonico (P4S).

La invencion describe que el inhibidor de la expresion génica de Arx (tal como un siARN hacia Arx, GABA o un
agonista de receptores de GABA) se administra a largo plazo.

De hecho, como se describe mas adelante en los Ejemplos, se han tratado ratones con GABA durante 2 o 3 meses
para revelar un incremento del nimero de células que expresan insulina y del nimero de islotes. Se observa que los
seres humanos en general se tratan durante mas tiempo que los ratones u otros animales experimentales
ejemplificados en la presente memoria, cuyo tratamiento tiene una duracion proporcional a la duraciéon del proceso
de la enfermedad y a la eficacia del farmaco. Las dosis pueden ser dosis individuales o dosis multiples a lo largo de
un periodo de varios dias, preferiblemente durante un periodo de varias semanas, o mas preferiblemente durante un
periodo de varios meses. A modo de ejemplo, pero no de limitacion, el inhibidor de la expresiéon génica de Arx se
puede administrar a un paciente que lo necesita a intervalos regulares, por ejemplo, pero sin limitacion,
semanalmente o mensualmente, etc., mediante cualquier medio adecuado conocido para las personas de
experiencia habitual en la técnica durante varias semanas o varios meses.

Ademas, el inhibidor de la expresion génica de Arx se puede administrar de manera intermitente a un paciente que lo
necesita de manera intermitente. Tal como se usa en la presente memoria, la expresién "administracion intermitente”
se refiere a un periodo de administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la expresion
génica de Arx, seguido de un periodo de tiempo de suspension, que después va seguido de otro periodo de
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz, y asi sucesivamente. A modo de ejemplo pero no de
limitacion, el inhibidor de la expresién génica de Arx se puede administrar a un paciente que lo necesita a intervalos
regulares, por ejemplo, pero sin limitacion, semanalmente o mensualmente, etc., mediante cualquier medio
adecuado conocido para las personas de experiencia habitual en la técnica durante varias semanas o varios meses,
después se detiene durante varias semanas o varios meses, y se administra de nuevo al paciente semanalmente o
mensualmente durante varias semanas o varios meses.

Composiciones farmacéuticas

El inhibidor de la expresion génica de Arx se puede combinar con excipientes farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente matrices de liberacion sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar composiciones
terapéuticas.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, el principio activo, solo o en combinacién con otro
principio activo, se puede administrar en una forma de administraciéon unitaria, como una mezcla con soportes
farmacéuticos convencionales, a animales y seres humanos. Las formas unitarias de administracion adecuadas
comprenden formas para la via oral tales como comprimidos, capsulas de gelatina, polvos, granulos y suspensiones
o disoluciones orales, formas de administracién sublinguales y bucales, aerosoles, implantes, formas de
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administracion subcutaneas, transdérmicas, tdpicas, intraperitoneales, intramusculares, intravenosas, subdérmicas,
transdérmicas, intratecales e intranasales, y formas de administracion rectales.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién capaz de ser inyectada. Estas pueden ser en particular isoténicas, estériles, soluciones salinas
(fosfato monosadico o disddico, cloruro sédico, potasico, calcico o magnésico, y similares, o mezclas de tales sales),
0 composiciones secas, especialmente liofilizadas que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o
solucion salina fisioldgica, permiten la constitucion de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilen glicol acuoso; y polvos estériles para
la preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida, de manera que se pueda utilizar faciimente con una jeringa. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento, y se debe preservar de la accion contaminante de microorganismos,
tales como bacterias y hongos.

Las disoluciones que comprenden los compuestos de la invencion en forma de base libre o sales
farmacoloégicamente aceptables se pueden preparar en agua mezclada de manera adecuada con un tensioactivo, tal
como hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar dispersiones en glicerol, polietilen glicoles liquidos, y
mezclas de los mismos, y en aceites. En condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones
contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

El inhibidor de la expresion génica de Arx de la invencion se puede formular en una composicion en forma neutra o
de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos
amino libres de la proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o
fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con
los grupos carboxilo libres también se pueden obtener a partir de bases inorganicas tales como, por ejemplo,
hidréxido sédico, potasico, amonico, calcico, o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina, procaina y similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilen glicol, y polietilen glicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y
aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de una dispersion, y
mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede llevar a cabo mediante
diferentes agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azdcares o cloruro
soédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo usando en las
composiciones agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando los polipéptidos activos en la cantidad necesaria en el
disolvente adecuado con otros de los ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario, seguido de
esterilizaciéon mediante filtracion. En general, se preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes
necesarios de los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas de secado al vacio vy liofilizacion, que
proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una disolucion
de los mismos previamente esterilizada mediante filtracion.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacion farmacéutica, y en
una cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una diversidad de
formas farmacéuticas, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se pueden
emplear capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Para la administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la soluciéon se deberia tamponar de manera
adecuada si es necesario, y el diluyente liquido primero se haria isotonico con suficiente solucién salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos estériles que se pueden emplear
seran conocidos para los expertos en la técnica teniendo en cuenta la presente descripcion. Por ejemplo, se podria
disolver una dosis en 1 ml de solucion isoténica de NaCl y afiadirla a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o
inyectarla en el sitio propuesto de infusion. Se dara necesariamente cierta variacion en la dosis dependiendo de la
afeccion del sujeto a tratar. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis
adecuada para el sujeto individual.

El inhibidor de la expresion génica de Arx de la invencion se puede formular en una mezcla terapéutica para que
comprenda alrededor de 0,0001 a 1,0 miligramos, o alrededor de 0,001 a 0,1 miligramos, o alrededor de 0,1 a 1,0 o
incluso alrededor de 10 miligramos por dosis mas o menos. También se pueden administrar multiples dosis.
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Ademas de los compuestos de la invencion formulados para administracion parenteral, tal como inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, p.ej., comprimidos u otros solidos
para administracion oral; formulaciones de liposomas; capsulas de liberacion retardada; y cualquier otra forma usada
actualmente.

La invencién también describe una composicion farmacéutica para el uso en un método para inducir la conversiéon de
células alfa pancreaticas en células beta pancreaticas en un paciente que lo necesita, que comprende GABA o un
agonista de receptores de GABA como se describid anteriormente.

Terapias de combinacion de la invencion:

El inhibidor de la expresion génica de Arx de la invencion se puede administrar a un paciente con un agente
terapéutico adicional adecuado, tal como un agente inmunosupresor Util para mejorar la supervivencia de las células
beta pancreaticas recién generadas.

La invencion describe una composicion farmacéutica o una composicion para un kit de componentes que comprende
un inhibidor de la expresion génica de Arx y un agente inmunosupresor.

La invencion también describe un método para mejorar la supervivencia de células beta pancreaticas regeneradas
en un paciente que lo necesita, que comprende una etapa de administrar a dicho paciente que padece diabetes una
cantidad terapéuticamente eficaz del inhibidor de la expresion génica de Arx y una cantidad terapéuticamente eficaz
de un agente inmunosupresor, en el que el inhibidor de la expresidon génica de Arx es GABA o un agonista de
receptores de GABA.

Los agentes inmunosupresores son farmacos que inhiben o previenen la actividad del sistema inmunitario, y son
muy conocidos para el experto en la técnica.

La invencion describe que los agentes inmunosupresores incluyen, pero sin limitacion, uno o mas compuestos
seleccionados del grupo que consiste en azatioprina, acido micofendlico, leflunomida, teriflunomida, metotrexato,
FKBP/ciclofilina, tacrélimus, ciclosporina, pimecrolimus, abétimus, guspérimus, sirélimus, deforélimus y everdlimus.

La expresion "terapia de combinacién” o "en combinacién con", tal como se usa en la presente memoria, significa
que se administran dos o mas sustancias, por ejemplo GABA y Ciclosporina o GABA y Sirélimus, a un sujeto a lo
largo de un periodo de tiempo, a la vez o de manera secuencial, p.ej. las sustancias se administran al mismo tiempo
o en momentos diferentes dentro del periodo de tiempo de un régimen que proporcionara los efectos beneficiosos de
la combinacién de farmacos, a intervalos similares o diferentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion pretende
abarcar la co-administraciéon, de una manera sustancialmente simultanea, tal como en una forma farmacéutica
individual, p.ej. una capsula, que tiene una proporcion fija de ingredientes activos, o en multiples formas
farmacéuticas diferentes, p.ej. capsulas, para cada sustancia. Los compuestos pueden ser o no ser biolégicamente
activos en el sujeto al mismo tiempo. Como ejemplo, se administra una primera sustancia semanalmente, y se
administra una segunda sustancia diariamente. Los detalles exactos de la administracion dependeran de la
farmacocinética de las dos sustancias. Los disefios de los regimenes de dosificacién adecuados son rutinarios para
un experto en la técnica.

Por lo tanto, la invenciéon también describe una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de la
expresion génica de Arx y un agente inmunosupresor para el uso en la mejora de la supervivencia de células beta
pancreaticas regeneradas en un paciente que lo necesita.

La invencion describe que el inhibidor de la expresion génica de Arx es GABA o un agonista de receptores de GABA
como se definié anteriormente.

La invencién también describe una composicién de kit de componentes que comprende un inhibidor de la expresion
génica de Arx y un agente inmunosupresor para el uso en la mejora de la supervivencia de células beta pancreaticas
regeneradas en un paciente que lo necesita.

Las expresiones "kit", "producto” o "preparacion combinada”, tal como se usan en la presente memoria, definen
especialmente un "kit de componentes" en el sentido de que los compuestos de la combinacién, como se definieron
anteriormente, se pueden administrar independientemente o mediante el uso de diferentes combinaciones fijas con
cantidades diferenciadas de los compuestos de la combinacién, es decir, de manera simultdnea o en momentos
diferentes. Los componentes del kit de componentes se pueden administrar después, p.€j., de manera simultanea o
espaciada cronologicamente, es decir, en momentos diferentes y con intervalos de tiempo iguales o diferentes para
cualquier componente del kit de componentes. Se puede variar la proporciéon de las cantidades totales de los
compuestos de combinacién a administrar en la preparacién combinada. Los compuestos de combinacion se pueden
administrar mediante la misma via o mediante vias diferentes. Cuando la administracion es secuencial, el primer
compuesto se puede administrar, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18 0 24 h antes del segundo compuesto.

Meétodos de cribado
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Como se menciond previamente, los métodos de la invencion conducen a la generacion de células beta pancreaticas
de gran interés en el campo del cribado.

Por lo tanto, la presente invencién describe un método para el cribado de un compuesto que induce un fenotipo de
células beta pancreaticas, que comprende las etapas de a) poner en contacto al menos una célula con un
compuesto determinado, y b) ensayar si dicho compuesto es capaz de inhibir la expresion génica de Arx.

La invencion describe que dicha célula es una célula alfa pancreatica.

De manera alternativa, se pueden usar otras células adultas, especialmente células hepaticas, células ductales o
células intestinales como material de partida del método de la presente invencion.

Como alternativa adicional, se puede usar cualquier célula precursora capaz de diferenciarse en células beta
pancreaticas como la célula de partida del método de la invenciéon. La invencién describe que dicha célula
precursora se selecciona del grupo que consiste en una célula precursora pancreatica, una célula precursora de
intestino delgado, una célula precursora hepatica, una célula precursora derivada de la poblacion ductal, y una célula
madre pancreatica.

La invencioén describe que dicho ensayo incluye determinar si tras poner en contacto la célula también es capaz de
producir insulina, en particular tras la incubacién de las células con glucosa. Este resultado del cribado de la
invencion es especialmente adecuado, porque la capacidad de producir insulina es la caracteristica principal de las
células beta pancreaticas.

Esto da como resultado que dicho ensayo incluya tanto la capacidad de producir insulina como de determinar la
expresion de Arx.

Asi, la invencion describe que el método para el cribado de un compuesto util para inducir el fenotipo de célula beta
pancreatica comprende las etapas de: (a) seleccionar un compuesto de ensayo que inhibe la expresion de Arx
llevando a cabo un método como se describié anteriormente, (b) determinar si dicho compuesto induce la produccion
de insulina en una célula, y (c) seleccionar positivamente el compuesto de ensayo capaz de inducir la produccién de
insulina en una célula.

Métodos para determinar el nivel de expresion de un gen:

La determinacion del nivel de expresion de un gen se puede llevar a cabo mediante una diversidad de métodos muy
conocidos en la técnica.

En general, el nivel de expresion tal como se determina es un nivel de expresion relativo. Por ejemplo, la
determinacion comprende poner en contacto la muestra biolégica (p.ej. una muestra de células puesta en contacto
con un compuesto de ensayo) con reactivos selectivos tales como sondas, cebadores o ligandos, y de ese modo
detectar la presencia, o medir la cantidad, de polipéptido o acidos nucleicos de interés en un principio en dicha
muestra bioldgica. La puesta en contacto se puede llevar a cabo en cualquier dispositivo adecuado, tal como una
placa, placa de microtitulacién, tubo de ensayo, pocillo, vidrio, columna, etc. La invencion describe que la puesta en
contacto se lleva a cabo sobre un sustrato revestido con el reactivo, tal como una matriz de acido nucleico o una
matriz de ligando especifico. El sustrato puede ser un sustrato solido o semisolido tal como cualquier soporte
adecuado que comprende vidrio, plastico, nailon, papel, metal, polimeros y similares. El sustrato puede ser de
diversas formas y tamafios, tal como un portaobjetos, una membrana, una microesfera, una columna, un gel, etc. La
puesta en contacto se puede hacer en cualquier condicion adecuada para que se forme un complejo detectable, tal
como un hibrido de acido nucleico o un complejo anticuerpo-antigeno, entre el reactivo y los acidos nucleicos o
polipéptidos de la muestra bioldgica.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "determinar” incluye la deteccion cualitativa y/o cuantitativa (es
decir, detectar y/o medir el nivel de expresion) con o sin referencia a un control o un valor predeterminado. Tal como
se usa en la presente memoria, "detectar” significa determinar si Arx esta presente o no en una muestra bioldgica, y
"medir" significa determinar la cantidad de Arx en una muestra biolégica. En general, se puede determinar el nivel de
expresion, por ejemplo, mediante RT-PCR o inmunohistoquimica (IHC) llevadas a cabo con una muestra bioldgica.

La invencion describe que se puede determinar el nivel de expresion determinando la cantidad de mARN.

Los métodos para determinar la cantidad de mARN son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, el acido nucleico
contenido en las muestras bioldgicas (p.ej., células o tejidos preparados del paciente) se extrae primero segun
métodos habituales, por ejemplo mediante el uso de enzimas liticas o disoluciones quimicas, o se extrae mediante
resinas de union de acidos nucleicos siguiendo las instrucciones del fabricante. EI mARN extraido se detecta
después mediante hibridacion (p.ej., analisis de transferencia de Northern) y/o amplificacion (p.ej., RT-PCR). Se
prefiere la RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa. La RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa en tiempo real es
especialmente ventajosa.
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Otros métodos de amplificacion incluyen la reaccidon en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediada por la
transcripcion (TMA), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) y amplificacion basada en la secuencia de
acidos nucleicos (NASBA).

Los acidos nucleicos que tienen al menos 10 nucledtidos y que exhiben complementariedad u homologia de
secuencias hacia el mARN de interés en la presente memoria tienen utilidad como sondas de hibridacién o
cebadores de amplificacién. Se entiende que no es necesario que tales acidos nucleicos sean idénticos, pero en
general son al menos alrededor del 80% idénticos a la region homodloga de un tamafio comparable, mas
preferiblemente un 85% idénticos, y ain mas preferiblemente un 90-95% idénticos.

Otros métodos para determinar el nivel de expresion de dichos genes incluyen la determinacion de la cantidad de
proteinas codificadas por el gen Arx.

Tales métodos comprenden poner en contacto la muestra con una molécula de unién capaz de interaccionar
selectivamente con una proteina marcadora presente en la muestra. La molécula de unién es en general un
anticuerpo que puede ser policlonal o monoclonal, preferiblemente monoclonal. Los anticuerpos monoclonales
dirigidos hacia Arx son muy conocidos para el experto en la técnica, tales como los anticuerpos comercializados por
Abcam (anticuerpo anti-Arx ab48856).

Compuestos de ensayo de la invencion:

La invencion describe que el compuesto de ensayo se puede seleccionar del grupo que consiste en péptidos,
proteinas, moléculas peptidomiméticas, moléculas organicas pequefas, aptameros o acidos nucleicos. Por ejemplo,
el compuesto de ensayo segun la invencion se puede seleccionar de una biblioteca de compuestos previamente
sintetizados, o una biblioteca de compuestos para los que la estructura se determina en una base de datos, o de una
biblioteca de compuestos que se han sintetizado de novo. La invencion describe que el compuesto de ensayo se
puede seleccionar de moléculas organicas pequefias como se definié anteriormente.

La invencion describe que el compuesto de ensayo es un compuesto conocido, como un analogo de GABA, un
agonista (o agonista parcial) de receptores de GABA, un potenciador de GABA o un profarmaco de GABA.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las figuras y ejemplos siguientes. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no se deberian interpretar de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras:

Figura 1: Cuantificacion de células endocrinas en pancreas Glu-ArxKO e IndGlu-ArxKO. Comparacion cuantitativa
del nimero de células que expresan insulina (A), glucagén (B) y somatostatina (C) entre ratones de 6 meses de
edad Glu-ArxKO, 4mDox+ IndGlu-ArxKO y WT de igual edad. Se observo un incremento significativo del nimero de
células que expresaban insulina y somatostatina en ambas lineas transgénicas en comparaciéon con los controles,
mientras se observaron variaciones del nimero de células que expresaban glucagoén. n=3, ** p<0,01 mediante el uso
de ANOVA.

Figura 2: Las células insulina® generadas tras la inactivacion de Arx son funcionales. Se expuso a glucosa a
animales Glu-ArxKO de 2,5 meses de edad (y controles de igual edad/sexo) (A). Los animales mutantes mostraron
una capacidad incrementada de contrarrestar la inyeccion rapida de glucosa, con un maximo inferior de glucemia, y
una vuelta mas rapida a la euglucemia, lo que sugiere una masa de células (3 incrementada, indicada ademas por
los niveles aumentados de insulina circulante en los animales Glu-ArxKO en comparacion con sus homdélogos WT
(Tabla insertada en A). También hubo resultados similares evidentes en los animales 1.2mDox+ IndGlu-ArxKO (B y
Tabla insertada), en los que se observd una reduccion mas rapida de los niveles de glucosa y una vuelta mas rapida
a la euglucemia en comparacioén con los controles WT y Dox (B). La exposicion de ambas lineas transgénicas con
insulina no dio como resultado una diferencia significativa en comparacion con sus homologos de control (C-D), lo
que indica que la insulina permanece completamente activa a pesar de la hiperplasia de las células similares a (3.
Los animales IndGlu-ArxKO se sometieron posteriormente a tratamiento con estreptozotocina tras 1,5 meses (E), o
solamente 0-10 dias (F) tras el inicio del tratamiento con Dox. En ambos casos, mediante la monitorizacion de los
niveles glucémicos, tras un maximo inicial de glucemia, se observd una recuperacion estable en los animales
inducidos, mientras los controles mantuvieron su estado hiperglucémico o sucumbieron por los excesivos niveles
glucémicos. n>6 para todos los experimentos, *** p<0,001, * p<0,05 mediante el uso de ANOVA.

Figura 3: Analisis cuantitativos tras la inactivacion doble de Arx y Pax4 en células productoras de glucagén. (A-E)
Comparacion cuantitativa del nimero de células que expresaban insulina (A), glucagéon (B) y somatostatina (C) entre
animales de 5 meses de edad Glu-ArxKO/Pax4KO y controles WT de igual edad/sexo. Se observé un incremento
significativo del numero de células que expresaban insulina y somatostatina en los animales Glu-ArxKO/Pax4KO,
mientras no se observé una variacién significativa en las células glucagén®. De manera interesante, tanto el recuento
de islotes (D) como el tamario (E) se incrementaron significativamente en estos animales en comparacion con sus
homadlogos WT, lo que sugiere un proceso de neogénesis de islotes, ademas de una masa incrementada de células
insulina”. (F) se expusieron a glucosa animales de 3 meses de edad Glu-ArxKO/Pax4KO (y controles WT de igual
edad/sexo). Los animales mutantes dobles mostraron una capacidad incrementada de contrarrestar la inyeccion
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rapida de glucosa, con un maximo inferior de glucemia, lo que sugiere una masa incrementada de células (3
funcionales. n 23 en todos los experimentos, ** p<0,01, * p<0,05 mediante el uso de ANOVA.

Figura 4: La masa de células similares a 3 se puede regenerar tras el tratamiento con estreptozotocina en ratones
tratados con GABA, y las células insulina’ neo-generadas son funcionales. Los ratones WT se sometieron a
tratamiento con estreptozotocina (STZ), y 15 a 20 dias después se trataron con GABA o agua. Tras un maximo de
glucemia, se observa una recuperacion estable para los animales tratados con GABA, mientras los controles mueren
de hiperglucemia extrema (A). Tal recuperacion esta asociada a una regeneracion clara de su masa de células 3
monitorizada 5, 10, 25 y 45 dias tras la administracion de estreptozotocina mediante inmunoquimica. 85 dias tras la
inyeccion de estreptozotocina, los animales WT tratados con GABA y STZ y los controles sin tratar se sometieron a
un ensayo de tolerancia a la glucosa (GTT) (B). Los ratones tratados con GABA se comportaron mejor que los
controles, con un maximo inferior de glucemia y una vuelta mas rapida a la euglucemia, lo que sugiere una masa
incrementada de células f.

Figura 5: Expresion relativa de mARN de Arx en células a-TC1-6 tratadas con GABA: Se trataron células a-TC1-6
con concentraciones crecientes de GABA durante diferentes periodos de tiempo. Se midié la expresion relativa de
mARN de Arx en las diferentes condiciones. Se observd una disminuciéon de la expresion de Arx en las células
tratadas con GABA en comparacion con las células no tratadas. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001; n=3; datos
analizados estadisticamente mediante un ANOVA unidireccional, todos los datos representados como la media +
EEM.

EJEMPLO 1: INHIBICION GENETICA DE LA EXPRESION DE ARX
Materiales y Métodos

Manipulaciones de ratones: Para estudiar la invalidacion del gen Arx de manera especifica en las células a
pancreaticas, se usaron dos lineas transgénicas. En primer lugar, se usé una aproximacion Cre-LoxP clasica
(ArxcKO::GluCre) cruzando la ArxcKO descrita previamente (Fulp et al., 2008), generada mediante recombinacion
homologa insertando dos sitios loxP alrededor del segundo exén del gen Arx, y la linea de ratén glucagon-cre
clasica, descrita por Herrera et al. (2000). Los experimentos de seguimiento del linaje se realizaron mediante el
cruce de animales ArxcKO con una linea de ratones GluCre_ROSA26-3-Gal (Soriano, 1999). En segundo lugar, se
generd un sistema inducible aprovechando el sistema TetOn (Clonetech), por lo que se obtuvieron ratones
transgénicos dobles cruzando ratones Glu-rtTA y TetOCre (Belteki et al., 2005), se cruzaron adicionalmente con
ratones ArxcKO vy la linea de raton GluCre-ROSA26-3-Gal para fines de seguimiento del linaje. En la linea de ratén
transgénico triple resultante (ArxcKO::Glu-rtTA-TetOCre), se inactiva condicionalmente Arx de manera especifica en
las células que expresan glucagodn, y solamente tras tratamiento con doxiciclina. Se administré doxiciclina (Sigma)
por medio del agua de bebida recién preparada una vez a la semana a una concentracion de 2 g/L. Para estudiar la
proliferacion celular tras la induccion mediada por doxiciclina de Arx, se trataron ratones ArxcKO::Glu-rtTA-TetOCre
con doxiciclina y posteriormente con BrdU durante 10 dias antes del examen. Se detectaron las células que habian
incorporado BrdU durante la replicacion del ADN mediante inmunohistoquimica (Invitrogen).

Para analizar la inactivacion de Pax4 en mutantes de Arx, se cruzaron ratones con inactivacion condicional de Pax4,
previamente descritos por Kordowich et al. 2012, con animales Glu-Cre::ArxcKO (Glu-Cre::ArxcKO::Pax4cKO).

Inmunohistoquimica: Los tejidos se fijaron en un 4% de PFA durante 30 min a 4 °C, se incrustaron en parafina y se
aplicaron cortes de 8 um a los portaobjetos. Estos cortes se ensayaron como se describié previamente (Collombat et
al., 2003). Los anticuerpos primarios usados fueron los siguientes: anti-insulina policlonal de conejillo de Indias
(1/500-Linco), anti-glucagon (1/500-Linco), anti-insulina monoclonal de ratén (1/500-Sigma), anti-glucagoén (1/500-
Sigma), anti-somatostatina de rata (1/250-Millipore), anti-PP de conejo (1/100), anti-Glut2 (1/5000), anti-PC1/3
(1/500), anti-Nkx6.1 (1/3000), anti-Pdxl (1/1000), anti-NeuroDI (1/200), anti-pax4 (1/4000), anti-Arx (1/500-), anti-
BrdU de ratén (1/40). Los anticuerpos secundarios (1/1000-Molecular Probes) usados fueron: 594-alexa anti-raton;
488-alexa anti-raton; 594-alexa anti-conejo; 488-alexa anti-conejo; 594-alexa anti-conejillo de Indias; 488-alexa anti-
conejillo de Indias; 488-alexa anti-rata. Las fotografias se procesaron mediante el uso de ZEISS Axioimager Z1 y
LEICA DM 6000 B. Para fines de cuantificacion, se contaron manualmente las células tefidas en cada décimo corte.

Experimentos de seguimiento del linaje basados en (3-galactosidasa: Los tejidos pancreaticos se aislaron y se fijaron
durante 30 min a 4 °C en una disolucidon que contenia un 1% de formaldehido, 0,2% de glutaraldehido, 0,02% de
NP40. Los tejidos se deshidrataron en un 25% de sacarosa durante la noche a 4 °C. Antes de cortarlos, los tejidos
se incrustaron en un medio de congelacion. Para la determinacion de la actividad de B-galactosidasa, los tejidos se
lavaron en PBS y después se incubaron durante la noche en una disolucion de tincion (KsFe(CN)s 500 mM,
KsFe(CN)s 250 mM, MgCl; 0,5 M, 40 mg/ml de X-gal en DMF).

Exposiciéon y medida de los niveles de glucosa en sangre: Para fines de exposicion, los animales se sometieron a
ayuno durante 16 h y se les inyectd de manera intraperitoneal glucosa (2 g/kg de peso corporal) o insulina (0,75
U/kg). Se midieron los niveles de glucosa en sangre en los momentos indicados tras la inyeccion con un glucometro
ONETOUCH Vita (Life Scan, Inc., CA).
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Microscopia electrénica: Para los analisis ultraestructurales, los ratones anestesiados se perfundieron de manera
transcardiaca con suero fisioldgico, después con un 2 % de glutaraldehido en tampoén cacodilato 0,1 M. Los
pancreas se disecaron, se sumergieron en fijador durante horas, se post-fijaron durante 2 h en 1% de tetradxido de
osmio en tampodn cacodilato 0,1 M, y se incrustaron en resina epoxi. Se analizaron cortes ultrafinos contrastados (70
nm) en un microscopio electrénico de transmision JEOL 1400 equipado con una camara Morada Olympus CCD.

Para la tincion con inmuno-oro, 200 islotes, aislados mediante digestion con colagenasa (1 mg/ml), se fijaron con un
4% de paraformaldehido, 0,2% de glutaraldehido en tampdn fosfato 0,1 M (PB) (pH 7,4) durante la noche a 4 °C, y
se procesaron para ultracriomicrotomia segin un método de Tokuyasu ligeramente modificado (Tokuyasu KT 1973).
Las inmunotinciones se procesaron con un sistema de marcaje con inmuno-oro automatizado Leica EM IGL
mediante el uso de anticuerpo primario anti-insulina de conejillo de Indias (1/500) y 15 nm de proteina AG conjugada
a oro coloidal (CMC, Centro Médico Universitario, Utrecht, Paises Bajos). Los cortes se examinaron en un
microscopio electrénico de transmisién JEOL 1400.

Tomografia de proyeccioén Optica, cuantificacion volumétrica y analisis de la imagen: El analisis de OPT se llevé a
cabo como se describié previamente (Sand et al., 2012). Cada muestra se escaned mediante el uso del escaner de
OPT Bioptonics 3001 con una resolucion de 1024x1024 pixeles, y se reconstruyd con el programa informatico
NRecon version 1.6.1.0 (Skyscan).

La cuantificaciéon de la masa de células productoras de insulina se realizd6 mediante el uso del programa informatico
Imaris (Biplane). Los volimenes se calcularon aplicando una tarea de "hallar objetivos por la intensidad" para
seleccionar los voxeles por encima de una intensidad especificada. Se determind manualmente el valor umbral de
intensidad para cada pila de imagenes. Todos los pancreas se escanearon y se analizaron con enmascaramiento.

Induccion de la diabetes mediada por estreptozotocina: Para inducir la hiperglucemia, se disolvié STZ (Sigma) en
tampon de citrato sédico 0,1 M (pH 4,5), y se administré una Unica dosis de manera intraperitoneal (100 mg/kg) en
10 min desde la disolucion. La diabetes se evalué monitorizando los niveles de glucosa en sangre y/o las tasas de
supervivencia de los ratones.

Analisis de datos: Todos los valores se representan como la media + EEM, y se consideran significativos si P < 0,05.
Los datos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA.

Analisis de ARN: Se aislé el ARN (RNAeasy, Qiagen) y se llevo a cabo la sintesis de cADN (Superscript Choice
System, Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Se llevo a cabo una RT-PCR cuantitativa mediante el uso
de cebadores validados (Qiagen) y el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones de PCR y la deteccion se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler® ep realplex
mediante el uso de GAPDH y HPRT1 como controles internos para fines de normalizacion.

Resultados

La inactivacién de Arx a cualquier edad da como resultado la hiperplasia de células productoras de insulina: Para
determinar las consecuencias de la pérdida de Arx en las células a, primero se generaron animales que permitian la
delecion constitutiva de Arx en todas las células productoras de glucagon cruzando la linea de ratén ArxcKO (en la
que el segundo exon del gen Arx esta flanqueado por sitios LoxP como se describid [Fulp et al., 2008]) con animales
transgénicos Glu-Cre (generados mediante el uso de un transgén compuesto del promotor de glucagén que controla
la expresion de la Cre recombinasa de fago P1). Los animales transgénicos dobles resultantes (denominados Glu-
ArxKO) se cruzaron adicionalmente con animales ROSA26-LoxP-Resistencia a Neomicina-STOP-LoxP-3-gal (que
contenian un transgén que abarcaba el promotor ROSA26 ubicuo delante de una fusiéon del gen de resistencia a
neomicina con codones STOP flanqueados por sitios LoxP y seguidos del cADN de B-galactosidasa [Soriano, 1999]
- en adelante denominado Rosa) para fines de seguimiento del linaje.

Se llevaron a cabo varios ensayos para determinar la eficacia de esta aproximacién. Primero, combinando varias
aproximaciones inmunohistoquimicas, se analizaron animales Glu-Cre::Rosa homocigotos de 2 semanas de edad
para verificar adicionalmente la eficacia de la actividad de Cre mediada por glucagén. Los resultados demostraron
aproximadamente un 72+7% de células glucagon® B-gal” en el pancreas de estos animales, un resultado de acuerdo
con los datos publicados previamente [Collombat et al., 2009, Herrera, 2000, Quoix et al., 2007]. A continuacién, se
ensayaron pancreas Glu-ArxKO de igual edad con respecto a la expresion de Arx: los analisis cuantitativos indicaron
una pérdida de la expresion de Arx en aproximadamente un 7016% de células productoras de glucagén en
comparaciéon con los controles ArxKO o de tipo natural, una proporciéon que coincide con el contenido de células
Cre'. Es digno de mencion que, en varias de estas células Arx’ Glucagc’)n+, se detectd claramente Pax4, lo que
sugiere que la pérdida de Arx puede inducir la expresion ectdpica de Pax4 en las células a. Por ultimo, se us6 qPCR
para cuantificar el contenido de transcritos de Arx: una comparacién de los controles frente a los pancreas Glu-
ArxKO proporciond una reduccion del 74% en los transcritos de Arx tras la deficiencia de Arx, un resultado de
acuerdo con la cuantificacion de células. En conjunto, los resultados sugieren que, en este modelo experimental, Cre
puede conducir de manera eficaz a la inactivacion de Arx en las células productoras de glucagon.

En un segundo grupo de experimentos, para desarrollar un modelo animal que permita la delecion inducible de Arx
en las células a adultas, se cruzé la linea de ratén ArxcKO con la linea transgénica Glu-rtTA (que contiene un
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transgén compuesto del promotor de glucagon de rata [Herrera et al., 1994] en posicion anterior del transactivador
inverso dependiente de tetraciclina), y se apare6 adicionalmente con animales TetOCre (cuyo transgén incluye el
operador Tet en posicion anterior al cCADN de Cre Recombinasa [Perl et al., 2009]). Los ratones transgénicos triples
resultantes se denominaran en adelante IndGlu-ArxKO (Glu inducible-ArxKO). Para valorar la especificidad de las
secuencias reguladoras y cualquier supuesta filtracion de expresion de transgenes, los ratones Glu-rtTA se cruzaron
inicialmente con la linea de ratones bien establecida TetO-B-gal [Henninghausen et al., 1995]. Se ensayaron los
pancreas de ratones Glu-rtTA::TetO-f-gal de 6 semanas de edad con respecto a la expresion de B-galactosidasa en
células glucagén® tras 2 semanas de tratamiento con doxiciclina (Dox). En adelante, los ratones tratados con
Doxiciclina durante x meses se denominaran xmDox+. En todos los casos, los animales sin tratar se hallaron
similares fenotipicamente a sus homologos de tipo natural (WT), y se denominaran "Dox-" o "controles". Se
descubrié que la expresion de transgenes estuvo regulada de manera especifica por Glu-rtTA, ya que se detectd
actividad de B-galactosidasa en aproximadamente del 80 al 90% de las células glucagén®, pero no en ningun otro
subtipo de células del pancreas. El analisis combinado de células productoras de Arx, glucagon, y Pax4 proporciond
una pérdida de Arx en aproximadamente un 89+9% de las células marcadas para glucagon, pocas de las cuales
iniciaron la expresion de Pax4, lo que indica que, en este modelo inducible, se puede inactivar de manera eficaz Arx
en células productoras de glucagoén.

Se descubrié que Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO fueron viables y fértiles, y su esperanza de vida o glucemia basal
permanecieron dentro del intervalo normal (Tabla S1-2). De manera interesante, se observd un incremento
sustancial del tamafio de los islotes en ambos modelos animales (Tabla S1-2). Los andlisis adicionales indicaron que
la raz6n subyacente de la hipertrofia observada de los islotes fue la gran hiperplasia de las células insulina®. En los
animales Glu-ArxKO, fue evidente una correlacion entre la edad y el sobrecrecimiento de los islotes, aunque se
observo una fase de meseta tras 4 meses de edad (Tabla S1). De forma similar, en Dox+ IndGlu-ArxKO, se
descubrié que el grado de hiperplasia de los islotes dependié de la duracion del tratamiento con Dox en vez de la
edad de induccién con Dox (Tabla S2). Igual de importante fue el hallazgo de que, en ambos casos, fue evidente un
incremento drastico del numero de islotes, indicativo de la neogénesis de islotes (Tabla S1-2). El nimero
incrementado de islotes y la hiperplasia de células insulina® se demostraron adicionalmente por medio de tomografia
de proyeccién dptica, que permitié el examen de las células insulina® en todo el pancreas. De hecho, de ese modo
se proporciond un incremento pancreatico global del 171£9% del nimero de células insulina® en pancreas Glu-
ArxKO de 5 meses de edad en comparacion con los controles de igual edad. En conjunto, los datos sugieren que la
inactivacion de Arx en las células a de cualquier edad da como resultado una hipertrofia clara de islotes, provocada
por una hiperplasia de células insulina” y un incremento sustancial del nimero de islotes.

Tabla S1: Valoracion de la esperanza de vida, los niveles glucémicos, el tamario de los islotes, y el nUmero de islotes
en animales Glu-ArxKO. Se examinaron ratones Glu-ArxKO a las edades indicadas. Se descubrié que la esperanza
de vida y la glucemia basal (monitorizadas semanalmente) estuvieron dentro de los intervalos normales, en
comparacion con los controles. Los animales Glu-ArxKO mostraron un incremento claro del tamafo de los islotes
dependiente de la edad, sin embargo este incremento parecio alcanzar una meseta aproximadamente a los 4 meses
de edad. También se observd un incremento del nimero de islotes, indicativo de la neogénesis de islotes, que
alcanzd un maximo a una media de x1,98 en comparacion con los controles.

Animales Glu-ArxKO
Edad de examen Esperanza de Glucemia Recuento de islotes Tamario de islotes frente
vida basal frente a controles de a controles de igual
igual edad/sexo edad/sexo

2,4 meses Normal 167 x 1,4 x1,8

4 meses Normal 121 x1,7 x 3,3
6,1 meses Normal 172 X 2,6 x 3,4
7,2 meses Normal 141 x 2,1 x 3,3
11,4 meses Normal 140 x 2,1 X3

Tabla S2: Valoracion de la esperanza de vida, los niveles glucémicos, el tamario de los islotes, y el niUmero de islotes
en animales IndGlu-ArxKO. Los ratones IndGlu-ArxKO se trataron con Dox a diferentes edades, y se examinaron
después de las duraciones indicadas de tratamiento con Dox (valores clasificados basandose en la duracion del
tratamiento con Dox). Se descubrié que la esperanza de vida y la glucemia basal (monitorizadas semanalmente)
estuvieron dentro de los intervalos normales, en comparacion con los controles, en todas las condiciones analizadas.
De manera interesante, se observé practicamente una duplicacion (1,8x) del tamafio de los islotes después de
solamente 14 dias de Dox, con un incremento estable del tamafio de los islotes dependiente de la duracién del
tratamiento con Dox hasta que parecié alcanzarse una meseta después de aproximadamente 4 meses de
tratamiento con Dox. No se observaron grandes variaciones en el niumero de islotes entre las diferentes duraciones
de tratamiento con Dox, sin embargo, de media, se observd un incremento de 1,9 veces en los animales Dox+
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IndGlu-Arx en comparacion con los controles de igual edad.

Animales Dox+ IndGlu-ArxKO
Edad de Tratamiento Duracion de Esperanza Glucemia Recuento de Tamainio de islotes
con Dox Tratamiento de vida basal islotes frente a frente a controles de
con Dox controles de igual igual edad/sexo
edad/sexo
2,2 meses 14 dias Normal 135 x1,5 x1,8
2,3 meses 1 mes Normal 153 x1,2 x 1,6
1,8 meses 2,6 meses Normal 151 x2,3 X 2,4
2 meses 3,8 meses Normal 194 X 2,6 x 3,4
5,7 meses 4,1 meses Normal 136 x 1,6 x 2,1
2,5 meses 4,8 meses Normal 134 x 2,4 x 2,8
9 meses 5,5 meses Normal 119 x1,7 x 3,1
2 meses 5,8 meses Normal 163 x 2,1 x 2,7
2,3 meses 10,3 meses Normal 139 X 2,4 x 3,3

Las células insulina” en los mutantes de Arx muestran un fenotipo de células B: Para confirmar la identidad de las
células insulina® en pancreas Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO, se ensayd la expresion de varios genes marcadores
de células endocrinas. Los analisis demostraron que todas las células insulina” observadas en los pancreas Glu-
ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO expresaron los marcadores fiables de células § Pax4, PC1/3, Glut-2, Pdx1, Nkx6.1,
MafA, NeuroD1, HB9, y el marcador pan-endocrino Pax6. Se descubrid que carecieron de los determinantes de las
células q, tales como Brn-4 y glucagén, asi como somatostatina o PP (véase a continuacion, y datos no mostrados).

Debido a que estos resultados sugirieron que las células insulina® observadas en los pancreas Glu-ArxKO y Dox+
IndGlu-ArxKO mostraron un fenotipo de células B, se intentd confirmar estas observaciones mediante el uso de
microscopia electronica combinada con la deteccion de insulina mediante marcaje con inmuno-oro. Tras el examen
de mas de 200 cortes de pancreas por animal, parecié que, en ambos genotipos, todas las células productoras de
insulina mostraron una ultraestructura de células B. De forma similar, se descubrié que todas las células que
expresaron una ultraestructura de células B fueron positivas para insulina. Los analisis adicionales de las células
endocrinas en Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO proporcionaron una mayoria de células glucagén®, somatostatina® o
PP* anormalmente localizadas en un polo del islote, cerca de los conductos adyacentes. De manera interesante, los
experimentos cuantitativos indicaron un incremento del nimero de células que expresaban insulina o somatostatina
(Figura 1A, C) y variaciones en el contenido de células productoras de glucagoén (Figura 1B). En conjunto, los datos
indican que la delecién de Arx en las células a a cualquier edad conduce a un incremento sustancial del contenido
de células insulina’, y tales células muestran la mayoria de caracteristicas de las verdaderas células . Ademas, las
células distintas de 3 muestran una localizacion anormal dentro del islote, cerca de los conductos.

Las células a se convierten en células similares a B tras la inactivacion de Arx: Para caracterizar adicionalmente los
efectos de la inactivacion de Arx en las células a, se intentd seguir su linaje por medio del analisis de pancreas Glu-
ArxKO::Rosa combinando la tincién con XGal y las aproximaciones inmunohistoquimicas. En pancreas de control
Glu-Cre::Rosa, se hallaron células marcadas con -gal Unicamente en la zona del manto de los islotes, en la que
residen en general las células glucagéon®. De manera importante, en los pancreas Glu-ArxKO::Rosa, también se
descubrié dicho marcaje en el nucleo de los islotes, en donde se detectan clasicamente las células insulina®. Por
medio de inmunohistoquimica, se observé una expresion clara de la enzima B-galactosidasa en numerosas células
productoras de insulina, lo que demuestra una conversion de las células productoras de glucagon en células que
expresan insulina. De manera interesante, un analisis similar llevado a cabo en animales IndGlu-ArxKO::Rosa de
igual edad tratados con Dox durante un mes también proporcioné numerosas células insulina® B-gal’. Es digno de
mencion que la co-deteccion de B-gal con glucagén o somatostatina proporcion6 como se esperaba células
glucagén’ B-gal’, mientras se descubrié que todas las células somatostatina’ fueron negativas para p-gal, lo que
sugiere que las células somatostatina® supernumerarias no derivan de células que han expresado la hormona
glucagén. En conjunto, los resultados proporcionan pruebas concluyentes de que, tras la inactivacion de Arx, las
células a de diferentes edades también se pueden convertir en células insulina®.

Aunque la conversion de las células a en células similares a (3 tiene interés, no puede justificar la drastica hiperplasia
de células similares a B observada en los modelos animales, ni la deteccién continua de células glucagén” a pesar
de su conversion. Por lo tanto, para comprender mejor los mecanismos subyacentes en estos procesos, se
ensayaron células en proliferacion mediante el uso de la detecciéon inmunohistoquimica del marcador Ki67. De
manera importante, en los pancreas Glu-ArxKO, las células Ki67+ se hallaron sobre todo localizadas en el tapiz
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ductal, cerca del agrupamiento de células distintas de B. Por lo tanto, se investigd si Ngn3 se podria reexpresar en
animales que carecieran de Arx en las células a. De hecho, se descubrié previamente que Ngn3 se reexpresaba en
las células del tapiz ductal en animales que se sometieron a ligadura de los conductos pancreaticos [Xu et al., 2008]
o con la expresion incorrecta forzada de Pax4 en las células a [Collombat et al., 2009]. El trabajo adicional sugirié
que se podrian generar células Ngn3+ continuamente y convertirlas en células endocrinas [Xu et al., 2008,
Collombat et al., 2009]. Por lo tanto, se ensayaron los pancreas Glu-ArxKO con respecto a Ngn3 mediante el uso de
inmunohistoquimica. Se deberia indicar que Ngn3 se ha observado previamente en las células endocrinas [Wang et
al., 2009], sin embargo, no se pudieron detectar células productoras de Ngn3 en los controles, muy probablemente
debido a un bajo nivel de expresion. Sin embargo, se observd una expresion clara de Ngn3 Unicamente en las
células localizadas en el tapiz ductal pancreatico de animales que carecian de Arx en las células a. De manera
importante, también se descubri6 que el objetivo posterior de Ngn3, Rfx6 [Soyer et al., 2009], se expresd de manera
ectopica en el tapiz ductal de dichos animales. En conjunto, estos resultados proporcionan pruebas de que, tras la
deficiencia de Arx mediada por células a, las células a se convierten en células similares a 3. Esto a su vez induce
procesos de regeneracion continuos caracterizados por la proliferacion de las células del tapiz ductal, la reexpresion
de los factores del desarrollo Ngn3 y Rfx6, y la neogénesis compensatoria de células glucagén®, y tales células
adquieren una identidad de células similares a 8 tras la expresion de glucagén y la inactivacion posterior de Arx.

La simple inactivacion de Arx puede inducir la regeneracion de una masa de células B funcionales tras la diabetes
inducida quimicamente: En un esfuerzo continuo por confirmar la identidad de las células insulina® suplementarias
en los animales con inactivacion especifica de células a de Arx, se llevaron a cabo numerosos ensayos. Es
importante reiterar que tanto los animales Glu-ArxKO como Dox+ IndGlu-ArxKO mostraron niveles normales de
glucemia basal (Tablas S1-2). Sin embargo, tras la exposicion a una dosis elevada de glucosa, se descubrié que
mostraban una respuesta mejorada, con una elevacion inferior de la glucemia y una vuelta mas rapida a la
euglucemia en comparacion con los animales de control (Figura 2A-B). Esto sugiere una capacidad mejorada de
liberar insulina tras la estimulacion con glucosa. De hecho, cuando se combinaron dichas exposiciones a glucosa
con las medidas de insulina, aunque se descubrié que los niveles basales de insulina estuvieron dentro del intervalo
normal, se observé un incremento drastico del contenido de insulina circulante en comparaciéon con los controles
(Figura 2A-B, Tablas). Los resultados, por lo tanto, apoyan la nocién de una masa incrementada de células similares
a [3 capaces de responder a una inyeccion rapida de glucosa. De manera importante, tras la exposicion a insulina 'y a
pesar del numero aumentado de células similares a B, se descubrié que las variaciones de los niveles glucémicos
resultantes fueron similares en animales Glu-ArxKO, Dox+ IndGlu-ArxKO, y de control (Figura 2C-D). Esto indica
que, a pesar de una hiperplasia de las células similares a 3, tales animales no desarrollan resistencia a insulina.

Para determinar si las células insulina” neo-formadas podrian sustituir funcionalmente a las células B endégenas, se
inyect6 a animales IndGlu-ArxKO una dosis elevada de estreptozotocina para anular la masa de células f
enddégenas. Se usaron dos grupos de animales IndGlu-ArxKO y controles correspondientes: el primero
("pretratamiento largo") correspondié a animales en los que el tratamiento con Dox se inici6 1,5 meses antes, y el
segundo ("pretratamiento corto") de 0 a 10 dias, antes de la administracion de estreptozotocina, y el tratamiento con
Dox continu6 para ambos grupos hasta su examen (Figura 2E-F, respectivamente). Todos los animales de control
desarrollaron una hiperglucemia extrema, que condujo a la muerte de la mayoria de ellos (Figura 2E-F). De manera
interesante, todos los animales Dox+ IndGlu-ArxKO también desarrollaron una hiperglucemia intensa, pero ninguno
murié (Figura 2E-F). Igual de importante fue la observacion de que, tras esta fase hiperglucémica, se proporciono
una vuelta progresiva a los niveles normales (Figura 2E-F). Es interesante observar que también fue evidente una
vuelta a la euglucemia cuando se desencadend la inactivacion de Arx mediada por Dox en las células a el dia de la
inyeccion de estreptozotocina (Figura 2F), lo que sugiere mecanismos eficaces/rapidos que permiten el
restablecimiento de un equilibrio glucémico adecuado.

Mediante analisis inmunohistoquimicos, se observé una pérdida clara de células B poco después del tratamiento con
estreptozotocina. Sin embargo, se proporcioné una neogénesis clara en estos animales Dox+ IndGlu-ArxKO, lo que
dio como resultado la reposicién de la masa de células B. De manera importante, cuando se llevaron a cabo los
mismos experimentos en ratones Dox+ IndGlu-ArxKO::Rosa, los experimentos de seguimiento del linaje confirmaron
que la mayoria de células similares a 3 regeneradas pasaron a través de una fase de expresion de glucagoén, lo que
sugiere la neogénesis de células a antes de la adquisicién de una identidad de células similares a B tras la
inactivacion de Arx. En conjunto, estos resultados demuestran adicionalmente que la pérdida de un alelo funcional
de Arx en células productoras de glucagoén es suficiente para inducir su conversion en células similares a . Los
datos también sugieren que tras dicha conversion, se activan mecanismos compensatorios y conducen a la
neogénesis de células a, que de nuevo se convierten en células similares a 3 tras la expresion de glucagén, y de ese
modo la inactivacion de Arx. Este ciclo de regeneracion de células similares a 3 es capaz de contrarrestar la
diabetes inducida por toxinas, y dichas células son capaces de mantener la euglucemia.

La inactivacion adicional de Pax4 en los mutantes de Arx no afecta a la neogénesis de células similares a 8 mediada
por células a: Se demostré previamente que la expresién forzada de Pax4 en las células glucagén® fue suficiente
para inducir su neogénesis y conversion en células similares a 3 [Collombat et al., 2009]. En la presente memoria se
demuestra que, de hecho, la inactivaciéon de Arx iniciada en células a embrionarias, pero también adultas, es
suficiente para inducir un resultado similar. Por lo tanto, se puede concluir que la expresién anormal de Pax4 en las
células a podria inducir la inhibicién de Arx, y de ese modo desencadenar la neogénesis de células similares a 3
mediada por células a. Sin embargo, también podria ser verdadero lo opuesto, es decir, que la delecion de Arx
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podria estimular tales procesos mediante la estimulacion de Pax4. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se
generaron animales mutantes dobles que permitieron la delecion condicional de Arx y Pax4 de manera especifica en
las células a. Para conseguir este fin, se cruzaron animales ArxcKO con animales Pax4cKO (generados mediante
introduccion de dos sitios LoxP en el locus de Pax4 [Kordowitch et al., 2012]). Los animales transgénicos dobles
resultantes se cruzaron posteriormente con ratones Glu-Cre para generar animales Glu-cre::ArxcKO::Pax4cKO
(denominados Glu-ArxKO/Pax4KO). Mediante el uso de inmunohistoquimica en pancreas transgénicos triples de 3
meses de edad, se descubrié que las células productoras de glucagén fueron negativas para Arx y Pax4. De manera
importante, también se descubrid que varias células productoras de insulina carecieron de Pax4, y tales células
correspondieron muy probablemente a células a convertidas en células similares a 3 Arx"" Pax4™. El examen
adicional de estos pancreas transgénicos triples mediante inmunohistoquimica proporciond, de nuevo, un incremento
sustancial del nimero de islotes y una hipertrofia clara de islotes provocada por una hiperplasia de las células
insulina®, que se descubrié que fue similar a la observada en los animales con delecion de Arx. Los anélisis
cuantitativos confirmaron este aumento del nimero de células insulina” (Figura 3A-E), pero también del contenido de
células somatostatina®, y las células distintas de B se hallaron de nuevo localizadas preferentemente cerca de los
conductos en los islotes. Fue digno de mencion que la observacion de que, a pesar de la carencia de Pax4 en la
mayoria de células B, no se pudo detectar una alteracion de la glucemia basal de mutantes dobles de 6 meses de
edad en comparacion con los controles (127+7 mg/dl y 121+4 mg/dl, respectivamente). De manera interesante, tras
la exposicidon a glucosa, los animales Glu-ArxKO/Pax4KO mostraron una respuesta significativamente mejorada
como se observo previamente en los ratones Glu-ArxKO (Figura 3F), lo que sugiere una masa incrementada de
células similares a B funcionales. En conjunto, el analisis sugiere que la pérdida combinada de Arx y Pax4 en las
células productoras de glucagéon da como resultado un fenotipo similar al de los mutantes de Arx, lo que sugiere que
Arx representa la pieza principal implicada en los procesos de neogénesis de células similares a 3 mediados por
células a.

DISCUSION:

En este estudio, se informa que la inactivacion del gen Arx en las células a pancreaticas a diferentes edades da
como resultado islotes hipertréficos compuestos principalmente de células que expresan un fenotipo de células .
Los datos apoyan la nocidon de una conversion de células a en células similares a B tras la simple inactivacion de
Arx. Estos procesos desencadenan mecanismos compensatorios, asociados a la reexpresion de Ngn3 y Rfx6, que
dan como resultado la neogénesis de células similares a a, y tales células se convierten posteriormente en células
similares a 3 tras la expresion de glucagén, y de ese modo la inactivacion de Arx. De manera importante, las células
similares a B recién formadas son funcionales y pueden invertir la diabetes inducida quimicamente. Igual de
interesante fue el hallazgo de que la pérdida adicional de Pax4 no afecta a estos mecanismos, lo que sugiere que
Arx representa el inductor principal de la neogénesis de las células similares a § mediada por células a.

La inactivacion de Arx induce que las células a adquieran una identidad de células similares a 3: Se analizaron dos
modelos de ratones transgénicos que permitieron (1) la inactivacion constitutiva de Arx en todas las células
productoras de glucagon tan pronto como inician la expresion de hormonas (es decir, durante la embriogénesis), o
(2) la pérdida inducible de Arx en las células a a cualquier edad. En ambos casos, se descubrié que la inactivacion
de Arx fue bastante eficaz, y un 70-90% de las células glucagon® parecieron deficientes de Arx. De manera
interesante, se descubrié que varias células Arx"”" glucagén’ expresaron de manera ectépica el gen especifico de
células B Pax4. Debido a que se descubri6 previamente que Pax4 y Arx inhiben mutuamente la transcripcion del otro
durante el transcurso de la morfogénesis del pancreas [Collombat et al., 2005], es concebible que la pérdida de Arx
pueda dar como resultado la reactivacion de Pax4 en las células a. Esta nocién estuvo apoyada por las alteraciones
fenotipicas observadas en ambos modelos, reminiscentes de las halladas en animales con expresion ectdpica
constitutiva de Pax4 en las células productoras de glucagén [Collombat et al., 2009]. De hecho, se observé una
progresiva hiperplasia de células insulina’/hipertrofia de islotes y un incremento sustancial del nimero de islotes. Sin
embargo, a diferencia de los animales que expresaron anormalmente Pax4 en las células glucagén’, los ratones
Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO mostraron una esperanza de vida normal, una glucemia basal normal, y un
incremento limitado de islotes totales/poblacion de células insulina®. Estas discrepancias se pueden atribuir muy
probablemente a diferencias en la eficacia de la expresion de los transgenes, pero también, en el caso de Dox+
IndGlu-ArxKO, al hecho de que la deficiencia de Arx se desencadena en las células a a edades mas tardias.

Mediante el uso del seguimiento del linaje, se demuestra que la pérdida de Arx en las células a induce su conversion
en células que expresan la mayoria de caracteristicas de las células 3 verdaderas, tal como se proporciona por
medio del analisis de genes marcadores, el examen de microscopia electrénica, y los ensayos funcionales. Es
interesante observar la similitud de las alteraciones fenotipicas en los animales Glu-ArxKO e IndGlu-ArxKO tratados
con Dox a diferentes edades. De hecho, esto sugiere que el envejecimiento no es un factor limitante para este
proceso de conversion, ni para la neogénesis resultante de células insulina®. En otras palabras, los datos indican que
las células a adultas que se han sometido a envejecimiento y sefiales ambientales conservan su capacidad de
conversion en células similares a 3.

Origen de las células similares a B neo-generadas: Aunque se demostré una conversion de células productoras de
glucagén en células similares a B, también se observé sistematicamente la presencia continuada de células a en
ambos modelos animales, y los analisis de cuantificacion no mostraron variaciones significativas en su contenido en
comparacion con los controles. Esto sugiere que se activan procesos de neogénesis para compensar la pérdida de
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las células a convertidas. Es probable que la falta de glucagdn provocada por esta conversion corresponda a la
sefial desencadenante de tal neogénesis, como se observa en los animales que expresaban anormalmente Pax4 en
células glucagén® [Collombat et al., 2009]. Sin embargo, la confirmacién de esta hipdtesis requeriria un trabajo
adicional. De manera interesante, se observaron numerosas células en proliferacion en los pancreas mutantes para
Arx. Estas se detectaron en su mayoria en el tapiz ductal, en vez de dentro del islote. Ademas, también se
detectaron células que reactivaron la expresion del gen del desarrollo y pro-endocrino Ngn3 en la misma localizacion
que se observo en los animales que se sometieron a ligadura de los conductos pancreaticos [Xu et al. 2008] o con la
expresion anormal forzada de Pax4 en las células a [Collombat et al., 2009]. Del mismo modo, también se descubrié
que se expresaba de manera ectépica en la misma localizacién un objetivo de Ngn3, Rfx6, lo que sugiere una
recapitulacion de, al menos, una parte del programa de diferenciacién endocrina. Ademas, se observé un nimero
incrementado de células somatostatina® en el polo del islote muy cerca de estos conductos. En conjunto, estos
resultados apoyan la nocidon de que, tras la conversion de las células a en células similares a (3, se activan
mecanismos compensatorios y dan como resultado la proliferacion de células del tapiz ductal, la reexpresion de
Ngn3, asi como la expresion ectdpica de Rfx6, y la adquisicion de una identidad de células endocrinas. La validacion
de tal concepto requeriria el seguimiento inducible del linaje de las células que expresan Ngn3/Rfx6. Sin embargo,
debido al uso del sistema Cre/Lox para inactivar Arx en estos modelos animales, no se pudo usar para seguir la
progenie de estas células.

Aunque los experimentos de seguimiento del linaje permitieron concluir que las células a neogeneradas
continuamente se pueden convertir en células similares a 8 tras la inactivacion de Arx, sigue sin estar claro el
destino/origen de las células somatostatina® supernumerarias. Se pudieron concebir tres alternativas probables: (1)
las células que reexpresan Ngn3 podrian pasar a través de una fase de transicién de expresion de glucagén antes
de adoptar una de las diferentes identidades de las células endocrinas, (2) las células que reexpresan Ngn3 podrian
adoptar preferentemente un destino de célula a para sustituir las convertidas y posteriormente adoptar un fenotipo
de células similares a B tras la deficiencia de Arx, y las células extra somatostatina® detectadas corresponderian a
células que han escapado a este favorecimiento del linaje, (3) las células que reexpresan Ngn3 podrian dar lugar a
los diferentes subtipos de células endocrinas, como se observa durante el transcurso del desarrollo, y varias de las
células somatostatina® neo-generadas se convertirian posteriormente en células similares a a para compensar su
pérdida (antes de la adquisicion de una identidad de células similares a f tras la inactivacion de Arx). Aunque la
primera alternativa se podria descartar basandose en la ausencia de marcaje con B-gal de las células somatostatina®
en el seguimiento del linaje de las células glucagén’, la discriminacién entre las Ultimas hipdtesis esperara la
generacién de herramientas genéticas adecuadas para seguir la progenie de las células somatostatina® o PP*. De
forma similar, sera necesario un trabajo adicional para proporcionar pruebas concluyentes del destino/papel de las
células que reexpresan Ngn3.

La inactivaciéon de Arx en las células a puede invertir las consecuencias de la diabetes inducida por toxinas: En un
esfuerzo continuo para asegurar la identidad de las células similares a B suplementarias observadas en los ratones
Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO, se monitorizaron sus parametros fisioldgicos y se llevaron a cabo ensayos
funcionales, que incluyen medidas de los niveles de glucosa y/o insulina tras exposiciones a glucosa o insulina. En
todos los casos, los resultados apoyan la nocion de una masa incrementada de células similares a B capaces de
responder a diferentes exposiciones. Es digno de mencién que, a pesar de una hiperplasia de células similares a 3,
se descubri6 que estos animales exhibieron una glucemia basal normal y no exhibieron resistencia a insulina, lo que
sugiere un mecanismo de retroalimentacion que permite una regulacion éptima a pesar de un nimero incrementado
de células similares a . De manera importante, los analisis demostraron que tales células similares a § pueden
sustituir funcionalmente a sus homodlogos enddgenos tras la inactivacion de las células (B inducida por
estreptozotocina, y de ese modo previenen la muerte del animal o la hiperglucemia crénica. De manera interesante,
los datos sugieren que tales procesos regenerativos pueden conducir a una reposicion de la masa de células 3, y de
ese modo permitir la supervivencia del animal, incluso cuando se desencadena de manera concomitante con una
hiperglucemia mediada por toxinas. Esto sugiere una neogénesis relativamente eficaz y rapida de células similares a
B. Asi, los hallazgos sugieren que la simple pérdida del gen Arx en las células a es suficiente para iniciar un ciclo
continuo de neo-formacion de células a y su conversidon en células similares a 3, y de ese modo conduce a la
regeneracion de una masa de células similares a B funcionales, un concepto importante en el contexto de la
investigacion de la diabetes.

Arx como pieza principal en la neogénesis de células similares a : Como se menciond previamente, en varias
células productoras de glucagén Glu-ArxKO y Dox+ IndGlu-ArxKO, se observd una expresion ectopica de Pax4.
Aunque la conversion aparentemente rapida de células a en células similares a B no permiti6 observar esta
expresion anormal en todas las células Arx'" glucagén®, se podria plantear la hipétesis de que la reexpresién de
Pax4 en las células a podria contribuir, al menos en parte, a su conversién en células similares a 3 como se informé
previamente [Collombat et al., 2009]. Asi, para determinar de manera concluyente si la expresion forzada de Pax4 o
la inactivacion de Arx esta en el origen de la conversion de las células glucagon® en células similares a B, se generd
un modelo animal que permitié la inactivacion de ambos genes en las células glucagén®. De manera interesante, se
observaron alteraciones fenotipicas similares a las de los animales deficientes de Arx o que expresaban
anormalmente Pax4 [Collombat et al., 2009], lo que incluye una hiperplasia de células insulina®, un aumento del
numero de islotes, y una localizacion preferente de células distintas de B cercanas a los conductos. Vale la pena
indicar que se observaron varias células insulina® Pax4™ en estos pancreas mutantes dobles, lo que proporciona
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informacion sobre su origen, y por tanto indica que derivaron de células productoras de glucagén. Asi, estos
resultados demuestran que Pax4 es prescindible en estos procesos de regeneracion, y permiten concluir que Arx
representa el factor principal que permite la conversion de las células a en células similares a § y su regeneracion
posterior. Por lo tanto, se propone que el desarrollo de terapias dirigidas a inactivar/inhibir Arx en las células a
potencialmente podria abrir nuevas posibilidades en la investigacion de la diabetes y/o ayudar en el disefio de
protocolos de diferenciacion de células  eficaces en el contexto de la investigacion de células madre.

EJEMPLO 2: INHIBICION FARMACOLOGICA DE LA EXPRESION DE ARX
Materiales y Métodos

Manipulaciones de ratones: Se realizaron experimentos de seguimiento de linaje cruzando animales Glucagén-Cre
[Gu et al., 2002; Ashery-Padan et al., 2006; Herrera 2000], Ngn3-CreER [Gu et al., 2002] y HNF-CreER [Gu et al.,
2002] con la linea de ratones ROSA26-3-Gal [Soriano 1999]. Se administr6 GABA (Sigma) mediante inyecciones
intraperitoneales de una disolucién 50 pM recién preparada una vez por semana. Se disolvio tamoxifeno (TAM,
Sigma) en aceite de maiz a una concentracion de 20 mg/ml y se administré6 mediante una sonda. Para evaluar la
proliferacion celular tras la adicion de GABA, se traté a ratones WT con GABA y posteriormente con BrdU durante 10
dias antes del examen. Se detectaron las células que habian incorporado BrdU durante la replicacion del ADN
mediante inmunohistoquimica (Invitrogen).

Inmunohistoquimica: Los tejidos se fijaron en un 4% de PFA durante 30 min a 4 °C, se incrustaron en parafina y se
aplicaron cortes de 8 uym a los portaobjetos. Estos cortes se ensayaron como se describié previamente [Collombat et
al., 2003]. Los anticuerpos primarios usados fueron los siguientes: anti-insulina policlonal de conejillo de Indias
(1/500-Linco), anti-glucagén (1/500-Millipore), anti-glucagén monoclonal de ratén (1/500-Sigma), anti-BrdU (1/40-
Roche), anti-E-cadherina (1/200-BD Transduction Lab), anti-somatostatina de rata (1/250-Millipore), anti-Glut2 de
conejo (1/5000), anti-PC1/3 (1/500-Millipore), anti-Nkx6.1 (1/3000-Novonordisk), anti-Pdxl (1/1000), anti-NeuroD1
(1/200-Millipore), anti-Ngn3 (1/500-Abgent), anti-B-galactosidasa (1/10000-Millipore), anti-vimentina de pollo (1/5000-
Millipore), anti-osteopontina de cabra (1/200-R&D Systems). Los anticuerpos secundarios (1/1000 - Molecular
Probes) usados fueron: 594- y 488-alexa anti-raton; 594- y 488-alexa anti-conejo; 594- y 488-alexa anti-conejillo de
Indias; 488-alexa anti-rata; 594- y 488-alexa anti-cabra; 594- y 488-alexa anti-pollo. Las fotografias se procesaron
mediante el uso de ZEISS Axioimager Z1 y LEICA DM 6000 B. Para fines de cuantificacion, se contaron
manualmente las células tefiidas en cada décimo corte.

Experimentos de seguimiento del linaje basados en (3-galactosidasa: Los tejidos pancreaticos se aislaron y se fijaron
durante 30 min a 4 °C en una disolucidon que contenia un 1% de formaldehido, 0,2% de glutaraldehido, 0,02% de
NP40. Los tejidos se deshidrataron en un 25% de sacarosa durante la noche a 4 °C. Antes de cortarlos, los tejidos
se incrustaron en un medio de congelacion. Para la determinacion de la actividad de B-galactosidasa, los tejidos se
lavaron en PBS y después se incubaron durante la noche en una disolucion de tincion (KsFe(CN)s 500 mM,
KsFe(CN)s 250 mM, MgCl; 0,5 M, 40 mg/ml de X-gal en DMF).

Recuentos de células: Se llevaron a cabo analisis cuantitativos contando los pixeles coloreados en cortes (inmuno-)
tefiidos de pancreas mediante el uso del programa informatico Photoshop. De manera especifica, cada 10° corte se
proceso mediante el uso de los mismos ajustes para todos los animales y genotipos.

Exposiciéon y medida de los niveles de glucosa en sangre: Para fines de exposicion, los animales se sometieron a
ayuno durante 16 h y se les inyectd de manera intraperitoneal glucosa (2 g/kg de peso corporal). Se midieron los
niveles de glucosa en sangre en los momentos indicados tras la inyeccion con un glucémetro ONETOUCH Vita (Life
Scan, Inc., CA).

Induccion de la diabetes mediada por estreptozotocina: Para inducir la hiperglucemia, se disolvié STZ (Sigma) en
tampon de citrato sédico 0,1 M (pH 4,5), y se administré una Unica dosis de manera intraperitoneal (100 mg/kg) en
10 min desde la disolucion. La progresion de la diabetes se evalué mediante la monitorizacion de los niveles de
glucosa en sangre de los ratones.

Analisis de datos: Todos los valores se representan como la media + EEM, y se consideran significativos si P < 0,05.
Los datos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA.

Resultados

El tratamiento de ratones WT con GABA induce una hiperplasia de células productoras de insulina, y tales células
expresan un fenotipo de células 8: Para determinar las consecuencias de la administracion de GABA, se llevaron a
cabo analisis inmunohistoquimicos. Los ratones WT tratados con GABA mostraron una hipertrofia de islotes en
comparacién con los ratones de control, que fue el resultado de un aumento del nimero de células insulina” (Tabla
2). Este incremento del tamario de los islotes parecié depender de la duracion del tratamiento con GABA (Tabla 1).
También se observé un incremento del nimero de islotes en los ratones tratados con GABA en comparacién con los
controles, y este incremento parecio ser independiente de la duracion del tratamiento con GABA (Tabla 1). Ademas
del nimero incrementado de islotes y células insulina®, los ratones WT tratados con GABA mostraron contenidos
incrementados de células glucagén® y somatostatina® (Tabla 2) en comparacion con sus homoélogos sin tratar. Por
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ultimo, se descubrié que los animales tratados con GABA fueron viables, sanos y fértiles, su esperanza de vida y
glucemia basal permanecieron dentro de los intervalos normales, independientemente de la administracion de GABA
(Tabla 1).

Tabla 1: Comparacion cuantitativa del niumero de islotes entre los animales tratados con GABA vy los controles de
igual edad (n = 3 para cada grupo).

Duracion del Edad de Esperanza de Glucemia Recuento de Tamafo de
tratamiento con tratamiento con vida basal islotes islotes
GABA GABA
1 mes 2,6 m normal 126 x 2,19 + 0,04 *** x 1,04 +0,15
2 meses 2,6 m normal 134 x 1,86 + 0,05 *** x 2,15+ 0,22 **
3 meses 2,6 m normal 142 x 1,80 + 0,03 *** x 3,49 + 0,11 **

*** p<0,001, ** p<0,01; datos analizados estadisticamente mediante un ANOVA unidireccional; todos los datos
representados como la media + EEM. El examen de los ratones WT tratados con GABA durante 2 o 3 meses reveld
un incremento del numero de células que expresaban hormonas y del numero de islotes. Se descubridé que la
esperanza de vida y la glucemia basal (monitorizadas semanalmente) estuvieron dentro de los intervalos normales,
en comparacion con los controles, en todas las condiciones analizadas.

Tabla 2: Comparacion cuantitativa del ndmero de células que expresaban glucagén, insulina o somatostatina
mediante recuento de pixeles entre animales tratados con GABA y controles de igual edad (n = 3 para cada grupo).

Duracion del Recuento de Recuento de células Recuento de células
tratamiento con células insulina” glucagon® somatostatina”
GABA
1 mes x 1,04 +0,15 x 0,97 x 1,43
2 meses x 2,15+ 0,22 ** x 1,91 x 2,39
3 meses x 3,49 + 0,11 ** x 3,02 X 2,84

*** p<0,001, ** p<0,01; datos analizados estadisticamente mediante un ANOVA unidireccional; todos los datos
representados como la media + EEM. El examen de los ratones WT tratados con GABA durante 2 o 3 meses reveld
un incremento del numero de células que expresaban hormonas y del numero de islotes. Se descubrié que la
esperanza de vida y la glucemia basal (monitorizadas semanalmente) estuvieron dentro de los intervalos normales,
en comparacion con los controles, en todas las condiciones analizadas.

Para confirmar la identidad de las células insulina® en los pancreas tratados con GABA, se ensayd la expresion de
varios genes marcadores de células endocrinas mediante inmunoquimica en comparaciéon con los controles sin
tratar. Estos analisis revelaron que las células que expresaban insulina en los islotes tratados con GABA mostraron
la mayoria de caracteristicas de las células B verdaderas. De hecho, estas células expresaron uniformemente
marcadores fiables de células B, tales como los factores de transcripcion Pdx1, Nkx6.1 y NeuroD1, el transportador
de glucosa especifico de células B Glut 2, la prohormona convertasa 1/3 (PC1/3), asi como el marcador pan-
endocrino Pax6. También se descubrié que estas células carecieron de los determinantes de las células distintas de
B, tales como glucagon y somatostatina.

En conjunto, los datos demuestran que la administracion de GABA a ratones WT conduce a una hipertrofia
progresiva de islotes y a la neogénesis de islotes. Estos islotes hipertréficos son principalmente la consecuencia de
una hiperplasia de células insulina® (dichas células expresan muchas caracteristicas de las células B verdaderas),
asi como de un incremento del contenido de células glucagén® y células somatostatina’.

El tratamiento con GABA puede inducir la conversion de células que expresan glucagon en células productoras de
insulina: Para determinar el origen de la hipertrofia de los islotes en los ratones tratados con GABA, se llevaron a
cabo analisis inmunohistoquimicos adicionales. Se observaron varios ejemplos, de islotes no relacionados, de
células que co-expresaban insulina con glucagén. Esto sugiere que los procesos subyacentes en la neogénesis de
células similares a 3 podrian requerir una fase de transicion de expresion de glucagén. Para validar esta hipétesis,
se usaron ratones Glu-Cre::Rosa26-lox-f-gal. Estos ratones, en los que las células que expresan glucagén estan
marcadas de manera irreversible, se trataron con una dosis elevada de estreptozotocina para inducir quimicamente
la diabetes, y después se les inyectd diariamente (o no) GABA una vez que fueron hiperglucémicos (glucemia de
alrededor de 300 mg/dl). En los controles Glu-Cre::Rosa26-lox-B-gal (no tratados con GABA o estreptozotocina),
mediante el uso de tincién de X-gal, se hall6 actividad de -gal Unicamente en las células de la zona del manto de
los islotes, en la que se detectan clasicamente células que expresan glucagoén. En los animales tratados con GABA
(aislados 40 dias tras la inyeccion de estreptozotocina), los islotes parecieron regenerados, y se observé un gran

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 465 T3

numero de células marcadas con f3-gal localizadas en el centro de los islotes. Los analisis inmunohistoquimicos
adicionales mediante el uso de anticuerpos generados hacia insulina y B-galactosidasa proporcionaron una mayoria
de células positivas para insulina y 3-galactosidasa. Es importante indicar que también se observan dichas células
positivas dobles (en menor proporcion) en los animales Glu-Cre::Rosa26-lox-3-gal tratados con GABA no sometidos
a administracion de estreptozotocina. En conjunto, los resultados proporcionan pruebas concluyentes de que, tras la
administracion de GABA vy tras el tratamiento con estreptozotocina, se regeneran células similares a B, que derivan
de células que antes expresaban la hormona glucagoén.

Origen ductal de la hipertrofia de islotes: A pesar de su conversidon en células similares a B, se detectan
sistematicamente células glucagén®, lo que sugiere que estas se regeneran continuamente. Asi, para comprender
mejor los mecanismos subyacentes en estos procesos, se administré el analogo de timidina 5-bromo-2'-
desoxiuridina (BrdU) para detectar de manera activa las células en replicacion. Se observé un nuimero bajo de
células marcadas con BrdU (principalmente células que expresaban insulina) en los ratones de control. De manera
interesante, la mayoria de células BrdU" se hallaron predominantemente localizadas en el tapiz ductal y en el epitelio
ductal de los pancreas WT tratados con GABA. Ademas, las células glucagén® y somatostatina’ no estuvieron
distribuidas uniformemente en el manto de los islotes, sino que se hallaron agrupadas en un polo del islote,
adyacentes a los conductos cercanos, a diferencia de los controles, en los que la distribucién de las células distintas
de B se hall6 dispersada en el manto de los islotes. La localizacion atipica de las células distintas de B y la
proliferacion celular incrementada observada en el medio ductal, cerca de los islotes, sugiere que existe una
supuesta fuente de precursores endocrinos en esa region.

La deteccion de un pequefio numero de células que co-expresan insulina y el biomarcador especifico de los
conductos osteopontina en los islotes es coherente con esta hipétesis. Para confirmar su ontogenia ductal, se
llevaron a cabo experimentos de seguimiento del linaje de las células ductales en HNF1B3-CreER::Rosa26-lox-f3-gal
tratados con GABA y Tam. Tras la tincion X-gal, se detectd la actividad de B-galactosidasa en las células localizadas
en el nucleo de los islotes donde residen clasicamente las células insulina’, mientras solamente se marcaron los
conductos con (-galactosidasa en los controles. Estos resultados indican que las células ductales contribuyen
potencialmente a la hiperplasia de las células de los islotes en los animales tratados con GABA.

Reexpresion de Ngn3 y deteccion de una estructura similar al mesénquima en los ratones tratados con GABA: Para
investigar adicionalmente la hipétesis de que hay localizada una fuente potencial de células precursoras en la region
ductal, se examind si se expresaron marcadores de células precursoras. Por lo tanto, se ensayaron pancreas
tratados con GABA con respecto al gen pro-endocrino del desarrollo Ngn3 mediante el uso de inmunohistoquimica.
Se observo una reactivacion de Ngn3 en el medio ductal (tapiz ductal y epitelio ductal) de los pancreas tratados con
GABA, mientras no se detecto la expresion de Ngn3 en los animales de control. Es interesante observar que unas
pocas células de los islotes también expresan Ngn3 en los animales tratados con GABA. Se llevaron a cabo
experimentos de seguimiento del linaje para determinar la contribucion de las células que reexpresaban Ngn3 a la
masa suplementaria de células endocrinas. En los ratones Ngn3-CreER::Rosa26-lox-3-gal tratados con GABA y
Tam, se observé un gran numero de células marcadas para 3-Gal, tanto en el tapiz ductal como en los islotes,
mientras los controles parecieron negativos para -galactosidasa.

De manera interesante, se observé una region densa en células que se parecia al mesénquima localizada cerca de
los islotes y alrededor de los conductos. En un esfuerzo por caracterizar mejor esas células, se emprendieron
analisis inmunohistoquimicos. Vimentina, el marcador mesenquimatoso canédnico, se hallé reexpresado de manera
generalizada en los agrupamientos densos en células alrededor de los conductos y cerca de los islotes, la misma
regién en la que se descubrié que se reexpresaba Ngn3. Ademas, se propuso la conversién de células vimentina® en
células insulina® o glucagén® por la presencia de un pequefio nimero de células positivas dobles. En conjunto, estos
datos indican que las células que reexpresaban Ngn3 en los ratones tratados con GABA adoptan finalmente una
identidad de células endocrinas, y tal proceso implica posiblemente una conversion de células mesenquimatosas en
endocrinas.

Se puede regenerar una masa de células  funcionales tras la diabetes inducida quimicamente en animales tratados
con GABA: Para determinar si las células insulina® neo-formadas podrian sustituir funcionalmente a las células B
enddgenas, se inyecté a animales WT una dosis elevada de estreptozotocina para anular la masa de células 3
enddgenas. Antes de alcanzar niveles hiperglucémicos letales (aproximadamente 300 mg/dl), los ratones se trataron
con GABA o agua (controles). Mientras los ratones de control se hicieron diabéticos rapidamente y murieron de
hiperglucemia extrema, se observd una recuperacion estable tras un maximo de glucemia en los animales WT
tratados con GABA (Figura 4A).

Se examino el grado de respuesta a glucosa de los ratones tratados con GABA supervivientes. Tras la exposicion a
una dosis elevada de glucosa, se descubri6 que estos animales exhibieron una respuesta mejorada con una
elevacion inferior de la glucemia y una vuelta mas rapida a la euglucemia en comparacion con los controles (no
tratados con GABA o estreptozotocina - Figura 4B).

Mediante los analisis inmunohistoquimicos, se observé una pérdida clasica de células B poco después del
tratamiento con estreptozotocina en comparacion con los controles tratados con citrato sédico, y la uUnica tincion
positiva para insulina correspondié a la insulina liberada de las células B destruidas. Se demostré que se

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 666 465 T3

regeneraron progresivamente células insulina” tras la pérdida de las células B en animales WT tratados con GABA,
mediante analisis inmunohistoquimicos en diferentes momentos.

Los datos proporcionan pruebas de que las células similares a B neo-generadas son funcionales y pueden
contrarrestar la diabetes inducida quimicamente.

DISCUSION:

Los informes previos han demostrado un efecto regenerativo de GABA en los modelos de raton TD1. Sin embargo,
que se sepa, no se ha establecido una conexion entre GABA y la regeneracion de células  mediada por células a.
En este estudio, se intentd investigar si GABA puede ser un inductor quimico potencial de este proceso. Mediante el
uso del tratamiento con GABA en ratones WT y varias lineas de ratén que permiten el seguimiento del linaje, se
informa de que el tratamiento de ratones WT con GABA da como resultado islotes hipertroficos debido a la
hiperplasia de células B, células a y células 6. Se demuestra que estas alteraciones fenotipicas implican la
proliferacion de células en el epitelio/tapiz ductal acompafada de la reexpresion del factor pro-endocrino Ngn3.
Aprovechando las herramientas de seguimiento del linaje, también se demuestra que una mayoria de las células
adicionales observadas tras el tratamiento con GABA han pasado a través de una etapa de expresion de glucagoén,
Ngn3 y Hnf1B, lo que confirma adicionalmente los hallazgos. Ademas, las células recién formadas son funcionales y
pueden invertir la diabetes inducida quimicamente tras el tratamiento con GABA. En conjunto, estos hallazgos
apoyan la nocién de que GABA puede inducir la regeneracion de células 8 a través de un proceso de conversion de
células a en células B.

El tratamiento con GABA induce a las células a a convertirse en células f: Las alteraciones fenotipicas observadas
en los ratones WT tratados con GABA durante 1 a 3 meses son reminiscentes de las halladas en los animales con
expresion ectopica de Pax4 en las células que expresan glucagén. De hecho, el tratamiento de ratones WT con
GABA induce una hipertrofia de islotes acompafiada de un aumento del contenido de células productoras de
hormonas, y un incremento del nimero de islotes. Una posibilidad para el origen de los islotes sobredimensionados
podria ser la proliferacion de las células $ enddgenas, y esta hipotesis esta apoyada por los informes de que GABA
incrementa la replicacion de células 3 [Soltani et al., 2011; Ligon et al., 2007]. Sin embargo, la ausencia de un
incremento significativo de la proliferacion de células 3 en los ratones tratados con GABA respecto del tamafio de los
islotes (datos no mostrados) sugiere que el incremento de la poblacion de células B puede surgir de otra fuente.
Teniendo en cuenta el hecho de que GABA puede convertir las células a en células similares a 3 in vitro, se usoé la
linea de ratones Glu-Cre::Rosa26-lox-f3-gal para determinar el destino de las células productoras de glucagon tras la
adicion de GABA. Los experimentos de seguimiento del linaje proporcionaron pruebas de la conversion de células a
en células B mediada por GABA in vivo, lo que dio como resultado islotes hipertréficos. Ademas, la deteccion
continuada de células glucagén® a pesar de su conversién sugiere que se desencadenan mecanismos
compensatorios para regenerar estas células. De hecho, se observé una renovacion de células a como resultado de
las alteraciones en la sefalizacion de glucagon o la escasez de glucagon en los estudios previos. Si, en este caso, la
hipertrofia de los islotes es la consecuencia de la reduccién del glucagon y la neogénesis de células a posterior, la
suplementacion con glucagon deberia dificultar este proceso. Para verificar esta teoria, se podria administrar
glucagén a animales WT tratados con GABA para observar si esto podria disminuir el nimero incrementado de
células que expresan hormonas.

Origen de la hipertrofia de islotes: Por lo que se refiere al origen de las células similares a a neo-generadas, la
observacion de una localizacion preferente de esas células en un polo del islote, adyacente a los conductos, la
reexpresion de Ngn3 y la proliferacion incrementada de células en el medio ductal apunta a una supuesta fuente de
células que expresan glucagon. Ademas, se observd que pocas células de los islotes co-expresaron Ngn3 y
glucagoén/insulina (datos no mostrados), lo que sugiere ademas que esas células pasaron a través de una fase de
reexpresion potencial de Ngn3. El seguimiento de las células HNF18" y Ngn3® en los animales tratados con GABA
apoy6 esta hipotesis. De hecho, se detectd actividad de B-galactosidasa en los islotes en ratones Ngn3-
CreER::Rosa26-lox-B-gal y HNF1B-CreER::Rosa26-lox-B-gal tratados con GABA, a diferencia de los animales de
control. Sin embargo, los analisis inmunohistoquimicos adicionales mediante el uso de anticuerpos generados hacia
las hormonas endocrinas y [-galactosidasa deberian confirmar el concepto de que las células que expresan
glucagén (y posteriormente las células productoras de insulina) pasaron a través de una fase de transicion HNF18" y
Ngn3". Los experimentos adicionales mediante el uso de una linea de ratones con inactivacién condicional de Ngn3
deberian determinar la contribucion de las células que reexpresan Ngn3 a la regeneracion de las células glucagén®.
Ademas de la reexpresion de Ngn3, se observo la expresion de un marcador mesenquimatoso, vimentina, en el
mismo medio ductal, y unas cuantas células vimentina® glucagén'/insulina” en los islotes. En conjunto, los resultados
sugieren que la generacion de nuevas células epiteliales/endocrinas puede requerir la conversion de células
similares al mesénquima. Sin embargo, sigue sin determinarse si la neogénesis de las células de los islotes pasa a
través de la activacion de una ruta mesenquimatosa. Ademas, se observé un numero incrementado de células
somatostatina® en estrecha proximidad a los conductos. Por lo tanto, se podria plantear la hipétesis de que estas
células se regeneraron tras el tratamiento con GABA antes de su conversion en células productoras de insulina. El
seguimiento de las células somatostatina® deberia proporcionar respuestas, sin embargo, que se sepa, todavia se
tiene que generar una linea de ratones Somatostatina-Cre que funcione.
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El tratamiento con GABA puede revertir la diabetes inducida por toxinas: Se demostrd que, tras el tratamiento con
estreptozotocina, las células similares a  pueden sustituir funcionalmente y progresivamente a sus homologos
enddgenos. Los ratones tratados con GABA supervivientes se sometieron a otra ronda de estreptozotocina (datos no
mostrados), sin embargo, se descubrié que esos animales no fueron sensibles a STZ. Una posible explicacion es
que GABA ejerce un efecto protector en la masa de células similares a 3 como menciondé Soltani et al., 2011, o que
las células similares a 3 neo-generadas todavia expresan algunas caracteristicas de las células a. Los mecanismos
implicados se tendran que investigar adicionalmente.

Mecanismos moleculares implicados en la conversién de células a en células 3: Como se mencioné previamente,
Arx y Pax4 son mutuamente inhibitorios a nivel transcripcional [Collombat et al., 2005]. Recientemente, se ha
demostrado que tras la expresion anormal de Pax4, las células embrionarias productoras de glucagon se pueden
convertir en células similares a B en ratones [Collombat et al., 2009]. En la presente memoria se ha demostrado que
la inactivacion de Arx en las células que expresan glucagén puede desencadenar este proceso. GABA puede inducir
una disminucion de la expresion del mARN de Arx in vitro en la linea celular a-TC1-6 (Figura 5).
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REIVINDICACIONES

1. Un método ex vivo para la produccion de una poblacién de células beta pancreaticas, que comprende la etapa

i) proporcionar una poblacion de células alfa pancreaticas;

ii) inhibir la expresién o actividad de Arx en dicha poblacion de células alfa pancreaticas; en el que la expresion
de Arx se inhibe mediante el uso de un oligonucledtido de siARN, una ribozima, un oligonucleétido inverso,
acido gamma-amino butirico (GABA) o un agonista de receptores de GABA.

2. Un inhibidor de la expresiéon génica de Arx y un agente inmunosupresor para el uso en el tratamiento de la
diabetes mejorando la supervivencia de las células beta pancreaticas regeneradas en un paciente que padece
diabetes, en el que el inhibidor de la expresion génica de Arx es GABA o un agonista de receptores de GABA.

3. Elinhibidor de la expresion génica de Arx y el agente inmunosupresor para el uso segun la reivindicacion 2, en
el que el agente inmunosupresor se selecciona del grupo que consiste en azatioprina, acido micofendlico,
leflunomida, teriflunomida, metotrexato, FKBP/ciclofilina, tacrélimus, ciclosporina, pimecrélimus, abétimus,
guspérimus, sirélimus, deforélimus y everdlimus.
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