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INTRODUCCION

1. EL PANCREAS

1.1. ANATOMIA DEL PANCREAS

El pancreas es una glandula de consistencia blanda, aplanada y alargada que se

localiza en el cuadrante superior de la cavidad retroperitoneal del abdomen. El pancreas
se divide en 3 regiones: cabeza, cuerpo y cola (Figura 1.1A). La cabeza del pancreas es
la porcion mas expandida, que descansa sobre el duodeno y se une a éste por tejido

conectivo. El cuerpo y la cola se extienden por la linea media del cuerpo a través del

hilum del bazo.

A Ducto hiliar B

Ducto pancreatico )
principal Celula
ductal

Cola del

pancreas
Cuerpo del

pancreas

Duodeno

- Cal. [ Jé Cal

Cabeza del B- C&l O PPCalL

pancreas

Figura 1.1: Anatomia del pancreas: A) Partes diferenciadas del pancreas adulto
adyacente al duodeno. B) Acino pancreatico y ducto pancreatico formados por células
acinares y células ductales, respectivamente. C) Islote pancreatico y tipos celulares
endocrinos: células B (verde), células o (rojo), células & (amarillo) y células PP (azul).
Cél. = célula. Figura adaptada de Edlund H., 2002.

Los jugos pancredticos llegan al duodeno a través del ducto pancreatico

principal que se abre al duodeno por la misma region por la que lo hace el conducto

biliar principal, via la ampolla de Vater.
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1.2. HISTOLOGIA

El pancreas es una glandula mixta que consta de un componente endocrino y
exocrino (Figura 1.1B-C y 1.2). El pancreas esta formado por un 85% de células
acinares, un 10% de componentes de la matriz extracelular, un 4% de células ductales,

células centroacinares y vasos sanguineos, y Unicamente un 2% de células endocrinas.

R

H n L T s, ] ; : ' 4 | ;*.
Figura 1.2: Histologia del péncreas. Seccion histologica de
pancreas de raton donde se indican los principales compartimentos
de la glandula. Figura adaptada de Nir T. 2005.

1.2.1. PANCREAS ENDOCRINO

Las células endocrinas se agrupan formando los Islotes de Langerhans que se
distribuyen por todo el pancreas (siendo mas abundantes en la cola), y quedan rodeadas

por los acinos.

Hay 4 tipos de células endocrinas en el pancreas que son las encargadas de

producir y secretar hormonas (Figura 1C).

1. Células B: representan la poblacion celular mas abundante del islote (60-

80%); se localizan en el centro del islote y son las productoras y secretoras de insulina.
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2. Células a: representan la segunda poblacion celular més abundante del islote
(15-20%); se localizan en la periferia del islote y son las productoras y secretoras de

glucagon.

3. Células 6: representan solo un 5-10% de las células del islote; se localizan en

la periferia del islote y son las productoras y secretoras de somatostatina.

4. Células PP: representan la poblacion celular menos abundante del islote (1-
2%); se localizan también en la periferia del islote y son las productoras y secretoras de

polipéptido pancreatico.

Las hormonas insulina y glucagédn tienen un papel importante en el metabolismo
de la glucosa actuando a nivel sistémico y desempefian un papel antagénico. La insulina
es secretada por las células f al torrente sanguineo al aumentar los niveles de glucosa en
sangre después de la ingesta de comida. Este aumento sirve de sefial a los tejidos diana
(higado, musculo y tejido adiposo) para utilizar la glucosa. Ademas, la insulina
secretada inhibe la produccion de glucosa por parte del higado (de las reservas de
glucosa en forma de glucogeno). La insulina tiene una acciéon paracrina, pero también
autocrina, siendo capaz de inhibir la liberacion de mas insulina por parte de la propia
célula B y de las que estan a su alrededor. La secrecion de glucagén, por el contrario, se
estimula cuando los niveles de glucosa en sangre son bajos, movilizando las reservas de

glucogeno del higado.

Por otro lado, la somatostatina actiia localmente de forma paracrina inhibiendo
la secrecion de glucagoén e insulina por parte de las células o y B respectivamente, e
inhibe también las secreciones acinares y ductales. El polipéptido pancreéatico también
actia de manera paracrina inhibiendo la secrecion de enzimas digestivos por parte de las

células acinares (292).

1.2.2. PANCREAS EXOCRINO

El componente exocrino del pancreas representa mas del 85% de la totalidad de

la glandula. Estd compuesto por lobulos con forma de racimos de uva que se hallan
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separados por septos de tejido conjuntivo que contienen vasos sanguineos, linfaticos y
nervios. Cada uno de estos l6bulos engloba numerosos acinos formados por masas
tubulares o esféricas de células, que constituyen la subunidad funcional del 16bulo
pancreatico; estas células se juntan en una luz central, que es el origen del conducto
secretor. Las luces de los diversos acinos de un 16bulo forman los ductos intralobulares,
los cuales se unen para formar los ductos interlobulares, que convergen hasta originar el

ducto pancreatico principal.

El pancreas exocrino estd formado por células acinares, células ductales y

células centroacinares (Figura 1.1B).

1. Las células acinares (que se agrupan en los acinos) son las responsables de la
sintesis, almacenamiento y secrecion de los enzimas digestivos. Las células acinares son
células epiteliales, de forma piramidal, cuya base se apoya en una membrana basal y
son células polarizadas (como el resto de células secretoras). Pueden ser células
mononucleadas o binucleadas y el/los nucleos se localizan en la parte basal. El
citoplasma de estas células contiene en su porcion apical numerosas acumulaciones
acidofilas denominadas granulos de cimogeno, donde se acumulan los enzimas
digestivos. En la superficie apical presentan microvellosidades. En la posicién basal
presentan un reticulo endoplasmatico rugoso muy abundante (lugar de produccion de
los enzimas digestivos), que le confiere una intensa basofilia. Entre el ntcleo y los
granulos de cimogeno se encuentra un aparato de Golgi muy bien desarrollado, y
distribuidas por toda la célula hay un elevado ntimero de mitocondrias. En la region
basal se localizan los receptores de hormonas y neurotransmisores que estimulan la

secrecion de los enzimas pancreaticos (Figura 1.3).
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Wesiculas
condensadas
Aparato de Golgi

Cisternas con
cimbgeno

Mitocondria

. MNiclen
Reticulo

endoplasmaticao

Figura 1.3: Esquema de los organulos intracelulares de una célula
acinar pancreética. Figura adaptada de

En la membrana lateral las células acinares forman uniones estrechas, uniones
adherentes y uniones de comunicacion. Las uniones estrechas actian como una barrera
impermeable que impiden el paso de macromoléculas del lumen al interior del tejido
pancreatico. Estas uniones a su vez son permeables al paso de agua y iones entre el
espacio intersticial y el lumen de los acinos. Las uniones adherentes permiten las
interacciones célula-célula, localizandose proximas a la superficie apical. Las proteinas
que forman estas uniones son las cadherinas, principalmente E-cadherina, que
interacciona con el citoesqueleto de actina a través de P-catenina y a-catenina. Las
uniones de comunicacion conectan el citoplasma de las células adyacentes siendo
permeables a moléculas pequefias y permiten la transmision rdpida de cambios en el
potencial de membrana. Las proteinas que forman estas uniones son las conexinas, y en

los acinos especialmente la conexina 32 y 26 (247).

2. Las células centroacinares (que quedan mas proximas a las células acinares)
y las células ductales, son mas pequefas que las acinares, no contienen granulos de
cimogeno y su aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico estan escasamente
desarrollados y, por ello, no son células activas en la sintesis de proteinas (92). Las
células centroacinares y ductales son las encargadas de la secrecion de agua y

electrolitos (Na", K, HCO3...), siendo el bicarbonato el mas abundante de todos. Esta
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secrecion de bicarbonato sirve para neutralizar la acidez del contenido luminal del
estobmago. Son células escamosas que presentan un nicleo en posicion central y forman
un epitelio simple columnar. Presentan también uniones estrechas y uniones de

comunicacion (Figura 1.4).

Tipo de
I | Secrecion
f-v"/ \ T / a\\“
/ \‘ﬁ_“1lm'n1_r,'_;:;.;@% / N
: 4 1 _
Célula —L‘\“-f "%—”/ | Enzimas
acinar | § % | [ digestivos
H Y
1 _i_\_\_
\\ ,’f )
\\_ 3
. \ s
Célula — T} !
centroacinar kg > HCOy™
= L-:
— ES
—

Célula ductal L. HCO,/CI”

—

L

Figura 1.4: Esquema de los tres tipos
celulares excocrinos y sus productos de
secrecion.  Figura adaptada de ;
www.fleshandbones.com/readingroom/pdf/1
05.pdf

1.3. COMPOSICION DEL JUGO PANCREATICO

El jugo pancreatico contiene: agua, electrolitos (secretados por las células

ductales y centroacinares) y enzimas digestivos (secretados por las células acinares).

1.3.1. AGUAY ELECTROLITOS

El jugo pancreatico es isotonico y los electrolitos més abundantes son HCO3,
Na', K"y CI' y en menor medida Mg*'y Ca”". La concentracién de estos electrolitos es
similar a la plasmatica, pero el jugo pancreatico es alcalino porque presenta un elevado

contenido de bicarbonato (226).
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La funcioén de la secrecion alcalina del pancreas es servir de vehiculo para el
transporte de los enzimas digestivos pero también y junto con las otras secreciones
alcalinas (biliares e intestinales) es neutralizar el jugo acido que viene del estdmago.

Esto es importante por distintas razones:

1. Los enzimas pancreaticos requieren un pH neutro o ligeramente alcalino para
su actividad.

2. La absorcion de las grasas depende de la formacién en el lumen intestinal de
miscelas, proceso que solo tiene lugar a pH neutro o ligeramente alcalino.

3. Proteccion de la mucosa intestinal, ya que un exceso de acido en el duodeno

puede dafar la mucosa e implicar la formacion de ulceras.

1.3.2. ENZIMAS DIGESTIVOS

Las células acinares producen, almacenan y secretan los enzimas digestivos que
son vertidos a los ductos por exocitosis. Estos enzimas comprenden la mayoria de los
enzimas implicados en la digestion de los alimentos ingeridos. La gran mayoria de estos
son almacenados en forma de pro-enzima en los granulos de cimdgeno para evitar la
auto-digestion del tejido pancredtico como sucede en la pancreatitis. El pancreas
exocrino es el organo que presenta una mayor tasa de sintesis proteica, y
aproximadamente el 80% de las proteinas sintetizadas son los enzimas digestivos y por

ello se usan como marcadores de diferenciacion pancreatica acinar.

Los 4 grupos principales de enzimas digestivos secretados por las células

acinares son: amiloliticos, lipoliticos, proteoliticos y nucleoliticos (Tabla 1.1).

Los enzimas mas abundantes son los enzimas proteoliticos: tripsindogeno,
quimiotripsinégeno, procarboxipeptidasa, proelastasa y proteasas. Debido a su potencial
para digerir el propio tejido pancreatico son secretadas como pro-enzimas inactivos y
una vez en el lumen duodenal el tripsindgeno es activado por accidon de la enteroquinasa
secretada por la mucosa duodenal y se convierte en tripsina, la cual a su vez, es capaz de

activar el tripsindgeno y también de convertir el resto de enzimas proteoliticos en sus
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formas activas (Tabla 1.1). Las formas activas de estos enzimas son: tripsina,

quimiotripsina, carboxipeptidasa y elastasa.

El jugo pancreatico también contiene inhibidor de tripsina, que protege al érgano
de la posible auto-digestion por posibles residuos de tripsina que pudieran hallarse en
los conductos pancredticos. El resto de enzimas: o amilasa (enzima amilolitica), lipasa,
fosfolipasa, carboxilesterasa (enzimas lipoliticas), desoxiribonucleasa y ribonucleasa

(enzimas nucleoliticas) son secretadas por las células acinares en sus formas activas.

Enzimas Activador

Enzimas Proteoliticos

Tripsindgeno Enteroquinasa, tripsina
Quimiotripsinégeno Tripsina

Proelastasa Tripsina

Proproteasa E Tripsina

Procarboxipeptidasa A y B Tripsina

Enzimas Amiloliticas

Amilasa

Enzimas Lipoliticas

Lipasa

Profosfolipasa A2 Tripsina

Colipasa

Carboxilesterasa

Enzimas nucleoliticas

Ribonucleasas

Desoxiribonucleasas
Tabla 1.1: Lista de los enzimas digestivos sintetizados y
secretados en las células acinares. La columna 1 muestra
los enzimas digestivos agrupados segun su sustrato, en la
columna 2 se muestra el enzima que cataliza el paso de pro-
enzima inactivo a enzima activo.

1.4. LA SECRECION PANCREATICA

1.4.1. SECRECION DE LOS ENZIMAS DIGESTIVOS

El mecanismo de secrecion de los enzimas digestivos en el pancreas se
ilustra en la Figura 1.5. Los enzimas o precursores son sintetizados en el reticulo
endoplasmatico rugoso, posteriormente se almacenan en las cisternas del reticulo

endoplasmatico y unas pequefias vesiculas se liberan de las membranas de las cisternas
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y se fusionan a las membranas del complejo de Golgi, formandose asi pequenas
vacuolas condensadas que contienen los enzimas. Estas se desplazaran hacia la zona
apical aumentando su condensacion y su acidofilia, denominandose entonces granulos
de cimodgeno. La secrecion de los granulos requiere la fusion de la membrana del
granulo con la membrana plasmatica apical de la célula acinar. Este proceso tiene lugar
en cuatro pasos (Figura 1.6). Primero, los granulos de cimoégeno tienen que moverse del
trans-Golgi a la region apical de la célula; este proceso requiere la actividad de los
elementos contractiles, como actina. Segundo, una vez en la regidn apical, los granulos
tienen que reconocer la membrana plasmatica. Tercero, los granulos se unen a la
membrana y por ultimo, se fusionan con la membrana apical. En este mecanismo de
reconocimiento y fusion de los granulos con la membrana estdn implicadas
principalmente dos familias de proteinas, las proteinas SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Receptor) y las proteinas G de la familia
Rab. Las proteinas Rab estan implicadas en el reconocimiento y union del granulo con
la membrana y las proteinas SNARE estan implicadas en la fusion proporcionando la
energia necesaria para ésta (Figura 1.6). También juega un papel importante en la
exocitosis, el citoesqueleto de la célula, tanto indirectamente, en el mantenimiento de la
arquitectura y compartimentacion de la célula, como directamente, proveyendo la fuerza

motriz para el movimiento de los granulos y para la regulacion de la exocitosis.

Las proteinas Rab son pequefios mondémeros de proteinas G de la superfamilia
de Ras. Un elevado numero de proteinas Rab han sido identificadas en los granulos de
cimégeno de las células acinares: Rab 3D, 4, 5, 11, 27B (46, 123, 216, 217, 219, 287).
Los mas importantes en la exocitosis de los granulos son Rab3D y Rab27B. Trabajos
recientes de expresion mediante adenovirus que expresan dominantes negativos de
Rab3D en acinos aislados, muestran que la secrecion de amilasa en respuesta a CCK
(ver apartado 1.4.2) se inhibe un 40-50% y sugieren que Rab3D juega un papel
importante en la regulacion de la union de los granulos de cimdégeno con la membrana
plasmatica para su exocitosis (46). Sin embargo, el raton knock-out (KO) de Rab3D
carece de defectos en el proceso de secrecion regulada por secretagogos, aunque se
observan granulos de tamafio muy grande. Este fenotipo sugiere un posible papel de
Rab3D en la maduracién de los granulos de cimogeno, posiblemente previniendo la

fusién de distintos granulos (237). Recientemente, también se ha demostrado el papel de
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Rab27B en la regulacion de la exocitosis regulada, y no en la formacion de los granulos,

con el uso de mutantes de Rab27B expresados con adenovirus (46).

Secrecién de enzimas

i Membrana

i plasmitica
Lumen del luminal

Comple]o
Yema de colgl
2rianulo de

o f?r_\ Fusién de yemas
g O |: con el complejo cimégenc
o | | de 2olgi

- = & Vacuola condensada

i "1‘-:.;:-,__ A
fu1nﬁﬁf}j] s *h—h-Yemas con cimégeno

uﬂjdlrd“fjji—Ratlculo endocplasmdtico rugoso
Clsterna

Figura 1.5: Mecanismo de secrecion de los granulos de cimégeno en la célula acinar
pancreética. Figura adaptada de Pancreas exocrine function;
www.fleshandbones.com/readingroom/pdf/105.pdf

Las proteinas SNARE se localizan tanto en la membrana plasmatica como en la
membrana de los granulos. Las v-SNARE se encuentran en los granulos y se unen a las
t-SNARE que hay en la membrana plasmatica formando un complejo sindptico SNARE
que permite la fusion de las membranas (Figura 1.6). En el pancreas se conocen las
siguientes proteinas SNARE: VAMP-1 (sinaptobrevina), VAMP-3 (celulobrevina) y
VAMP-8 (endobrevina) en los granulos (80, 83, 288); Sintaxina 2 en la membrana
plasmatica apical, sintaxina 4 en la membrana basolateral, sintaxina 3 en los granulos
(80), y SNAP-23 en la membrana basolateral (84). VAMP-8 es muy importante para la
exocitosis de los granulos como se ha observado en el raton KO, que muestra un
bloqueo total en la exocitosis regulada y ademas las células acinares de estos ratones
presentan tres veces mas granulos de cimogeno (288). Se han identificado las proteinas
que formarian el complejo SNARE con VAMP-8, siendo éstas SNAP-23 (82, 119) y
sintaxina 4 (288), aunque no queda muy claro todavia el mecanismo exacto con el que
acontece. Por otro lado, parece que sintaxina 2 mediaria la fusion entre granulo y

membrana apical y sintaxina 3 mediaria la fusion entre granulos (103).
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Recientemente se ha descrito el papel de sincolina, una proteina presente en la
membrana luminal de los granulos, en la regulacion de su exocitosis. El raton deficiente
para la expresion de esta proteina no tiene problemas en la secrecion de amilasa, aunque
presenta anomalias en la via secretora tanto en la sintesis como en el transporte de los
granulos (8). Recientemente, otro grupo ha demostrado al contrario, que estos ratones
presentan un defecto en la secrecion de amilasa, la cual se inhibe un 50%, debido a un
problema en la fusién secundaria de granulos con otros granulos que ya han iniciado su

fusién con la membrana plasmatica (289).

También juegan un papel importante en la secrecion de los granulos los
receptores de proteinas cargo, que estdn asociadas a la membrana luminal del aparato de
Golgi y son importantes para la seleccion de las proteinas desde el TGN (trans-golgi
network) hasta la formacion de los granulos. Entre ellas, se ha descrito la importancia
de pro-muclina (53, 54), que se procesa en el TGN a muclina y que une las proteinas
que formaran los granulos a pH 4&cido. Su sobreexpresion en una linea celular acinar de
rata, AR42J, que no presenta secrecion regulada y carece de granulos, es suficiente para
inducir la formacion de éstos y la secrecion regulada en respuesta a un estimulo (55).
Ademas se ha descrito que a pH medio 4cido pro-muclina se une a amilasa, pro-lipasa,
pro-carboxipeptidasa A, pro-elastasa Il y quimiotripsindogeno B. Estas uniones son pH
dependientes y tienen lugar gracias a los grupos sulfato O-glicosilados de su cola

luminal (C-terminal) (30).

1.4.2. REGULACION DE LA SECRECION PANCREATICA

El control de la secrecion exocrina y ductal del pancreas estan reguladas por
mecanismos hormonales (colecistoquinina (CCK), secretina, gastrina y somatostatina) y
por mecanismos neurales, por neurotransmisores (acetilcolina (Ach) y polipéptido

vasoactivo intestinal (VIP)) (Figura 1.7).
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Figura 1.6: Esquema del mecanismo de secrecidn de los granulos de cimdgeno en el que se
muestra el papel de las proteinas mas importantes implicadas en la exocitosis. 1)
Formacion de las vesiculas con los enzimas en el Trans-Golgi y desplazamiento de éstas a
través de los microtibulos gracias a proteinas motoras. 2) Reconocimiento de la membrana
plasmatica gracias a las proteinas Rab (que después del reconocimiento se disocian). 3) Unién
del granulo de cimogeno a la membrana a través de proteinas SNARE (v-SNARE en el granulo
y t-SNARE en la membrana) formandose el complejo SNARE. 4) Gracias a la formacion del
complejo SNARE tiene lugar la fusion del granulo con la membrana plasmatica y con ello la
secrecion de los enzimas digestivos. Figura adaptada del libro Physiology of the
gastrointestinal tract, cuarta edicion volumen 2, capitulo 53: 1358.

1.4.2.1. CONTROL HORMONAL

1.4.2.1.1. ESTIMULACION DE LA SECRECION PANCREATICA

La secretina, CCK y gastrina son hormonas secretadas por células del estomago

y el duodeno en respuesta a la ingesta de comida y regulan la secrecion pancreatica.

La secretina es el mas potente estimulador de la secrecion del jugo pancredatico,
promoviendo principalmente la estimulacion de la secrecion hidroelectrolitica por parte
de las células ductales. La secretina se produce en el intestino delgado proximal y el
principal regulador de la liberacion de ésta es el pH duodenal (166). La secretina

también inhibe la secrecion de insulina y glucagon.

La secretina y el VIP actlian sobre la célula acinar induciendo un incremento en

los niveles intracelulares de AMPc (Figura 1.7) y este incremento potencia el efecto de
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CCK y gastrina, de manera que la secrecion de enzimas es mayor cuando los dos tipos

de secretagogos actuan juntos.

La gastrina y la CCK estimulan la secrecion y sintesis de enzimas digestivos
actuando sobre el mismo receptor (Figura 1.7). CCK es secretada por células del
intestino delgado proximal y su produccién estd estimulada por la presencia de acidos
grasos y Aa (aminodcidos) en el intestino. La gastrina es secretada por las células del
estobmago y su principal efecto es la estimulacion de la secrecion y la sintesis de
enzimas digestivos en las células acinares a través del incremento del calcio intracelular.
Pero la CCK también ejerce otras acciones como: estimular la liberacion de enzimas de
la mucosa del intestino delgado, como secretina, estimular el incremento del flujo biliar

y estimular la liberacion de polipéptido pancreatico (PP).

La insulina, que es secretada por las células B del pancreas, actia directamente
sobre la célula acinar y potencia la respuesta secretora de la secretina en combinacion
con la CCK (183). Otros estimuladores de la secrecion pancreatica son la bombesina, la

neurotensina y el 6xido nitrico.

1.4.2.1.2. INHIBICION DE LA SECRECION PANCREATICA

La regulacion de la secrecion pancredtica depende de un equilibrio entre
estimulos secretores e inhibidores. Los factores inhibidores de la secrecion pancreética
son mucho menos conocidos. La secrecion de glucagon inhibe la secrecion pancreatica
exocrina. Otras hormonas inhibidoras de la secrecion exocrina son la somatostatina y el
PP que actian a través de mecanismos colinérgicos, y también el péptido YY y el

péptido glucagon-like, liberados en el ileon y en el colon (225).

Por otra parte, la propia accioén de las proteasas pancreaticas es capaz de regular
la secrecidon pancreatica por un mecanismo de retroalimentacion; de este modo la
administracion intraduodenal de tripsina y quimiotripsina inhibe la liberacion de CCK y
de los enzimas digestivos. Por ltimo, la secrecion biliar también inhibe la liberacion de

CCK.
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1.4.2.2. CONTROL NEURAL

1.4.2.2.2. ESTIMULACION DE LA SECRECION PANCREATICA

El control neural de la secrecion pancredtica viene mediada por el sistema
parasimpatico y el sistema simpatico. La estimulacion de fibras colinérgicas en el
nervio vago induce la secrecion de enzimas y de hidroelectrolitos. Se han identificado
receptores muscarinicos en las células acinares y ademads, parece que el papel del
sistema colinérgico en la estimulacion de la secrecion pancredtica se realiza a través de

la modulacion de la secrecion de secretina y de CCK (225).

1.4.2.2.1. INHIBICION DE LA SECRECION PANCREATICA

El sistema nervioso simpatico inhibe la secrecion pancreatica endocrina y
exocrina, sobretodo la secrecion de agua y bicarbonato y este efecto se halla mediado, al

menos en parte, por la produccion de vasoconstriccion.

1.4.3. MECANISMOS INTRACELULARES DE CONTROL DE LA
SECRECION PANCREATICA.

El proceso de secrecion de los enzimas digestivos por las células acinares esta
controlado fisiolégicamente por hormonas y neurotransmisores (secretagogos). Para que
tenga lugar la exocitosis de los granulos, los secretagogos pueden inducir la secrecion
de manera dependiente de calcio o dependiente de AMPc (Figura 1.7). En general CCK
y ACh al unirse a su receptor inducen un incremento de la concentracién de calcio
intracelular y una concomitante activacion de la proteina quinasa C (PKC), teniendo
lugar una exocitosis dependiente de calcio. Por otro lado el VIP y la secretina
incrementan los niveles de AMPc que en otros tipos celulares inician o potencian la
exocitosis. Trabajos recientes demuestran que en las células acinares ni la activacion de
PKC ni el AMPc, por si solos, pueden dirigir la exocitosis de los granulos de cimédgeno,
pero que ambos pueden potenciar el efecto de la exocitosis calcio-dependiente (159).
Aunque la activacion de la PKC y el incremento de AMPc si que pueden, por si solos,

inducir la secrecion hidroelectrolitica.
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Gastrina Figura 1.7: Mecanismos
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La PLC hidroliza el fosfatidil-inositol (P1-P2) y produce inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). Este IP3 se une a su receptor en el reticulo, liberando el calcio del organulo. Este calcio
puede unirse a calmodulina (CAM) y se activan varias proteinas quinasas (PP, PK, PK-C) que
favoreceran tanto la sintesis de enzimas digestivos como la exocitosis de los granulos de
cimoégeno. Figura adaptada del libro Physiology of the gastrointestinal tract, cuarta edicion
volumen 2, capitulo 53: 1357.
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Los receptores a los cuales se unen los secretagogos pancreaticos son proteinas
G con 7 segmentos transmembrana (125) y se encuentran en la membrana basal de la
célula acinar. Hay dos tipos de receptores para CCK, el A y el B. El receptor A es el
mas especifico para CCK ademas de ser el mas abundante en las células acinares de
roedores, mientras que el receptor B une tanto CCK como gastrina. Los receptores de
Ach son los receptores muscarinicos, siendo la isoforma 3 (M3) (126) la mas abundante

en las células acinares.

Por otro lado, las isoformas 2 y 3 del receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R)
son las més abundantes en los acinos. La isoforma 3 ha sido la mas bien caracterizada
en el pancreas. Este receptor estd localizado en el reticulo endoplasmatico y media la
movilizacion de calcio del reticulo hacia el citoplasma en respuesta al segundo
mensajero, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Se ha descrito que el raton deficiente para
ambas isoformas no secreta enzimas digestivos en respuesta a CCK, indicando el
importante papel del IP3R2 y 3 en la secrecion regulada (79). Se ha descrito que los

almacenes de calcio intracelular de la zona apical de la célula (donde se encuentran los
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granulos de cimogeno) son mas sensibles al IP3 de manera que esto permite una

respuesta secretora localizada y répida (125).

1.4.3.1. Sefiales de calcio intracelular

Las senales de calcio que muchos mensajeros intracelulares producen pueden
medirse con sondas fluorescentes unidas a grupos de ésteres de acetoximetil que una
vez retenidas dentro de la célula son sensible a cambios de calcio que se pueden medir a
tiempo real mediante microscopia de fluorescencia; asi que la intensidad de

fluorescencia de la sonda se corresponde a la cantidad de calcio en el citoplasma.

El calcio juega un papel central en el control de la secrecion de los enzimas
digestivos al mobilizarse de los orgéanulos intracelulares donde se almacena en el
citoplasma. Esta mobilizacion tiene lugar después de la union de los secretagogos a sus
receptores de la membrana plasmatica de las células acinares, que implica la activacion

de distintas vias de sefializacion.

En los acinos pancreaticos en presencia de colecistoquinina (CCK) o
Acetilcolina (Ach), pueden tener lugar dos tipos de respuesta de las variaciones de
calcio intracelular: una respuesta transitoria a concentraciones maximas de CCK de 10-
100 nM (Figura 1.8A) y de Ach de 200-500 nM o una respuesta oscilatoria a
concentraciones bajas, casi fisioldgicas, de 1-50 pM para CCK y de 50-400 nM para
Ach (Figura 1.8B).
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Figura 1.8: Gréficas que representan el aumento de la concentracion de calcio citosélico
en células acinares de pancreas cargadas con el indicador Fura-2 en respuesta a
secretagogos. A) Concentraciones maximas de secretagogos inducen una respuesta transitoria
de las concentraciones de calcio intracelular, que resultan en una salida rapida de calcio de los
almacenes intracelulares que declina rapidamente hasta llegar al nivel basal inicial. B) Bajas
concentraciones de secretagogos inducen una respuesta oscilatoria de las salidas de calcio de
sus almacenes intracelulares. Figura adaptada de www.ciencia.cl.
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2. DESARROLLO PANCREATICO

El pancreas se desarrolla a partir de la mitad del periodo de gestacion en el raton,
a partir de una yema dorsal y una ventral que emergen del endodermo intestinal
primitivo a partir de E8.5 (Figura 1.9A) y posteriormente cuando tiene lugar la rotacion
del estomago y del duodeno las dos yemas se posicionan en el mismo lado y se
fusionan, aproximadamente en el estadio E13-14, para dar lugar al pancreas (Figura
1.9B). La yema dorsal dard lugar a la parte de la cabeza del pancreas, al cuerpo y la
cola, y la yema ventral dard lugar al resto de la cabeza del pancreas. El epitelio
pancreatico es especificado por sefiales inductivas a E8.5 y a partir de este momento
empieza a proliferar y tienen lugar un proceso de ramificacion y morfogénesis. En el
estadio de E9-10, se inicia la diferenciacion del epitelio observandose las primeras
células endocrinas asociadas al epitelio ductal. La aparicion de las primeras células
acinares tiene lugar pocos dias después (E12-13). Posteriormente, el desarrollo
endocrino tendréd lugar a partir de la migracion de las células pre-diferenciadas de los
ductos, que se organizan primero en pequeios grupos de células, que a partir de E17.5
formaréan islotes maduros. A E14-15 se distinguen histolégicamente los ductos y los
acinos. Post-natalmente, tiene lugar un incremento en la masa del pancreas durante las

primeras s€manas.
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Figura 1.9: A) El pancreas deriva del endodermo intestinal primitivo a partir de una yema
dorsal y ventral. 1) Representacion esquematica del pancreas en el estadio de E9-10 en el
raton. 2) Imagenes de inmunohistoquimica de muestras de embriones de raton de los
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correspondientes estadios con un anticuerpo anti-Pdx1. Figura adaptada de Edlund H., 2002.
B) Fusion de las yemas dorsal y ventral. 1) Pancreas ventral (a) y dorsal (b) que derivan del
endodermo del tubo digestivo primitivo (c). 2) Rotacion del pancreas ventral hasta quedar
anclado junto al pancreas dorsal. 3) Fusion de ambas porciones Figura adaptada del libro
Physiology of the gastrointestinal tract, cuarta edicion volumen 2, capitulo 53: 1357.

La induccién de la formacion del pancreas esta regulada por sefiales enviadas
por las células y los tejidos vecinos. Durante el desarrollo embrionario, las yemas
pancredticas estan en contacto con distintos tejidos, de manera que las sefiales que
reciben durante su diferenciacion no son las mismas. Inicialmente, el endodermo dorsal
estd en contacto con la notocorda, mas tarde con la aorta dorsal y por ultimo, con el
mesénquima pancreatico. En cambio, el endodermo ventral estd en contacto primero
con el mesodermo lateral y mas tarde con el septum transversum, el mesodermo
cardiaco, las venas vitelinas y por ultimo, el mesénquima pancredtico (Figura 1.10,
Tabla 1.2). Las senales que regulan el desarrollo de la yema dorsal se conocen mejor
que las que regulan la yema ventral. Para estudiar los factores y los tejidos implicados
en el desarrollo del pancreas se han hecho muchos estudios in vitro con explantes en
ensayos de recombinacién de tejidos o bien con factores solubles. Para el estudio de las
vias de sefializacion implicadas en la diferenciacion pancreética han sido muy futiles los

modelos animales genéticamente modificados.

Pancreas Dorsal Pancreas ventral
Notocorda Mesodermo lateral
Aorta Dorsal Septum Transversum
Mesénquima pancreatico Mesodermo cardiaco

Venas vitelinas

Mesénquima pancreatico
Tabla 1.2: Resumen de los tejidos cuyas sefiales regulan la
formacion del pancreas, en orden cronoldgico.

2.1. ESPECIFICACION PANCREATICA TEMPRANA

2.1.1. LANOTOCORDA Y LA VIA DE SENALIZACION DE HEDGEHOG

Alrededor del estadio E8.5 el endodermo pancreético que dara lugar a la yema
dorsal esta en contacto con la notocorda hasta que tiene lugar la fusion de las aortas
dorsales. En los cultivos de explantes de endodermo dorsal de pollo, en ausencia de la

notocorda, no se observa la induccién de la diferenciacion pancreatica que se
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reestablece en cultivos en que se reintroduce ésta. Esto indica que la notocorda envia
sefales permisivas para la diferenciacion pancreética (140). Esta region del endodermo
dorsal no expresa ni Sonic hedgehog (Shh) ni Indian hedgehog (1hh), que se expresan
en el endodermo adyacente que dard lugar a estomago y duodeno (108). Shh e Thh son
miembros de la familia Hh (hedgehog) (Figura 1.10); los distintos miembros de esta
familia juegan un papel crucial durante el desarrollo embrionario en la diferenciacion y

la morfogénesis de distintos tejidos.
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Figura 1.10: Via de sefializacion de Hh. A) Célula que responde a Hh en ausencia de
Hh: En ausencia del ligando Hh, el receptor Patched (Ptch) se localiza en la membrana
celular, donde inhibe la re-localizacion de las vesiculas con Smo (Somothened) en la
membrana. El factor de transcripcion Gli estd unido al citoesqueleto por un complejo de
proteinas que incluye Fused (Fu), Supresor de Fused (Sufu) y Costal (Cos2). Hhip (Hh
interacting protein) se encuentra en la membrana. B) Célula que responde a Hh en su
presencia y célula que secreta Hh. La célula que secreta Hh, transcribe y procesa los
ligandos Hh. La secrecion de los ligandos procesados tiene lugar a través de Dispatched
(Disp). El ligando secretado se une al receptor Ptch, que es internalizado, y las vesiculas
con Smo se re-localizan en la membrana. En la membrana, Smo activa vias de
sefalizacion que al final inducen la liberacion de Gli de su union con el citoesqueleto y su
translocacion al nucleo, donde actia como activador transcripcional de genes diana de
Hh. Hhip puede unir el exceso de ligando a la superficie celular. Se ha conseguido inhibir
la via de Hh en distintos puntos, a nivel del receptor Smo con ciclopamina, a nivel de
ligando Hh con un anticuerpo anti-Hh y con una sonda antisentido para Gli. Figura

adaptada de Lau J., 2006.

La inhibicion de la expresion de Shh y Thh en el endodermo pre-pancreatico
dorsal es muy importante, ya que se ha demostrado que la expresion ectopica de Shh
bajo el control del promotor de Pdx1 en raton induce la conversion de mesodermo
pancreatico a mesénquima intestinal (9). Se han identificado activina B y FGF2 como
los factores secretados por la notocorda que inhiben la expresion de Shh e Thh (Figura
1.1TA) (9, 108). El efecto principal de esta inhibicion es la induccién de la expresion de

Pdx1 en el endodermo pre-pancredtico, que es un factor de transcripcion con homeobox
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que se expresa en progenitores pancreaticos, la ausencia del cual implica agénesis
pancreatica (130, 213). Pdx1, en el estadio de E8.5, no sdlo se expresa en el endodermo
pancreatico dorsal y ventral sino que también se expresa en el endodermo duodenal y
del estomago, pero el desarrollo pancreatico s6lo tiene lugar en aquella region en que la
expresion de Shh estd reprimida. La inhibicion de la via de sefializacion de Shh con
ciclopamina (compuesto quimico que bloquea la via de sefializacion de HH) implica el
desarrollo ectopico tanto de células endocrinas como exocrinas en el duodeno y el
estomago (142). Por otra parte, en el ratobn KO para Shh el desarrollo pancreatico no se
ve muy afectado, pero se observa una expansion del dominio pancreatico tanto anterior

como posterior (109) (Figura 1.11A).
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Figura 1.11: Interacciones secuenciales entre el endodermo primitivo intestinal y tejidos
derivados del mesodermo. A) A ES8 la notocorda (verde) estd en contacto directo con el
endodermo pre-pancredtico dorsal, inhibiendo la expresion de Shh (amarillo), inhibicion que a
su vez permite la expresion de Pdx1. Los factores secretados por la notocorda que median esta
inhibicion son Activina B y FGF2. El endodermo adyacente expresa Shh (azul). También se
observan el mesodermo lateral y las aortas dorsales que mas tarde estaran en contacto con el
endodermo pancreatico dorsal. B) En el estadio de E8.5-9 se observa la formacion de la yema
dorsal y la yema ventral. Esta ultima estara en contacto con el septum transversum y expresara
también Pdx1. Posteriormente el mesodermo cardiaco (rojo) induce la expresion de marcadores
hepaticos (verde) en el endodermo primitivo intestinal que le queda mas préoximo. El
endodermo pre-pancreatico ventral que no recibe las sefiales del mesodermo cardiaco expresa
marcadores pancreaticos (amarillo) por defecto. No todas las células del endodermo que
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expresan Pdx1 daran lugar al pancreas (azul claro). La expresion de p48 (Ptfla) junto con Pdx1
define la region del endodermo que dara lugar al pancreas (amarillo). También el endotelio de
los vasos sanguineos manda sefiales al endodermo pancreatico ventral para su diferenciacion.
C) A E9.5 el mesénquima rodea tanto el endodermo pancreatico dorsal como ventral que
estaran separados por el endodermo duodenal que expresa Shh. Figura adaptada d. Kim S et
al., 2000; 2002.

2.1.2. CELULAS ENDOTELIALES: AORTA DORSAL Y VENAS VITELINAS

Posteriormente, la notocorda deja de estar en contacto con el endodermo pre-
pancreatico porque tiene lugar la fusion de las aortas dorsales. Ahora pues, es la aorta
dorsal la que estd en contacto con el endodermo pancredtico dorsal y esta interaccion
regula los siguientes procesos: la formacion de la yema (40), el mantenimiento de la
expresion de Pdx1 e insulina (153) y la induccion de la expresion de p48 (303), un
factor de transcripcion de la familia de bHLH que, como Pdxl1, es clave para el
desarrollo temprano del pancreas. Ademas, el contacto del endodermo pancreatico con
células endoteliales favorece la diferenciacion endocrina en experimentos de
recombinacion del endodermo con endotelios de aorta, arteria umbilical y mesodermo

lateral (153) (Figura 1.11A-C).

También se ha descrito que las venas vitelinas podrian jugar un papel importante
en el desarrollo del endodermo pancratico ventral, pudiendo tener un papel similar al de
la aorta en el endodermo pancredtico dorsal, en el mantenimiento de la expresion de
Pdx1 y la diferenciacion endocrina; pero no son necesarias para la induccion de p48 en

la yema ventral (303).

2.1.3. MESODERMO LATERAL, MESODERMO CARDIACO Y SEPTUM
TRANSVERSUM

Como ya se ha comentado, debido a las diferencias de posicionamiento entre la
yema dorsal y la yema ventral, las primeras sefiales que recibe el endodermo pre-
pancreatico ventral derivan del mesodermo lateral (Figura 1.11B). Experimentos en
explantes de pollo demuestran que dichas sefiales son instructivas ya que por si solas
inducen, en el endodermo anterior al pancreatico, la expresion de distintos marcadores

pancreaticos e incluso generan estructuras islet-like en el endodermo en cultivo (150).
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Los posibles factores implicados en este efecto son miembros de la familia de BMPs
(bone morphogenetic protein), acido retinoico (RA) y activina, segin ensayos in Vvitro
donde mimetizan el efecto del mesodermo lateral. Aunque todavia no esté claro si estos
factores son los encargados de reprimir la expresion de Shh en el endodermo ventral. Se
han hecho estudios in vitro de cultivo del endodermo pancreatico ventral y se ha
observado que no expresa Shh y que éste por defecto activa un programa de
diferenciacion pancreatica. Si este endodermo se cultiva con mesodermo cardiaco o
septum transversum el programa de diferenciaciéon pancredtico se reprime y se
favorece la diferenciacion hepatica, hecho que apoyaria la hipdtesis de un posible
progenitor bipotencial hepato-pancredtico en el endodermo ventral (58). FGF2
(Fibroblast growth factor-2) y BMP4 se expresan en el mesodermo cardiaco y el septum
transversum, respectivamente; asi pues, se ha analizado el efecto de estos dos factores
para identificar si eran los responsables de la decision, por parte del precursor
bipotencial, entre diferenciacion hepatica o pancreatica (245). Se ha observado que
FGF2 tiene un papel dual en la diferenciacion pancreética, siendo necesario en el
endodermo dorsal para la represion de Shh, (promoviendo la diferenciacion
pancredtica), pero contrariamente su efecto fuera del dominio endodérmico pancreético

promueve la expresion de Shh y también el destino hepatico (Figura 1.11B).

Modelos de animales modificados genéticamente han demostrado que las vias de
sefalizacion implicadas en el desarrollo de las yemas no son tampoco las mismas. Por
ejemplo, el raton KO de HIxb9 (104, 164) o Isl-1 (4) no desarrolla la yema dorsal
mientras que la ventral no esta afectada. Por otro lado, la inactivacion de p48, que se
expresa en los progenitores pancreaticos, implica un pobre desarrollo del arbol ductal
dorsal, mientras que los progenitores de la yema ventral adquieren un destino intestinal

(137).
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2.2. CRECIMIENTO Y FORMACION DEL ARBOL DUCTAL

2.2.1. MESENQUIMA PANCREATICO (INTERACCION EPITELIO-
MESENQUIMA)

Después de la especificacion inicial del endodermo pancredtico y la formacion
de las yemas tiene lugar el crecimiento de la yema y la formacion del arbol ductal. En
esta fase, el epitelio pancreatico esta en contacto con el mesénquima pancreatico que
lo envuelve (Figura 1.11B-C). Para la formacion del mesénquima pancreatico es
necesaria la expresion de Isl-1, Pbx-1 y N-cadherina (4, 68, 143). El raton KO para
Pbx-1 presenta hipoplasia pancreatica dorsal y pérdida del desarrollo acinar.
Experimentos de recombinacion de tejido muestran que el epitelio dorsal del raton KO
de Pbx1 en contacto con mesénquima salvaje, rescata la diferenciacion acinar, pero no

el crecimiento del epitelio (141).

La interaccion epitelio-mesénquima pancreaticos es muy importante para la
diferenciacion, proliferacion, crecimiento y ramificacion del epitelio pancreatico, pero
todavia no se conocen claramente las sefiales mesenquimales que causan estos efectos
(65). Estudios iniciales en los afios 70 indican que la mayoria de los efectos del
meséquima estan mediados por factores solubles secretados. Estudios in vitro con
explantes de rudimentos pancreaticos de rata del estadio de E12.5 muestran que el
epitelio pancreatico por defecto, en ausencia de mesénquima, se diferencia a tejido
endocrino y que en presencia de éste, se diferencia a tejido exocrino; asi pues el
mesénquima parece regular las proporciones relativas de tejido endocrino y exocrino
(194). Recientemente, se ha descrito que el efecto del mesénquima sobre la
diferenciacion exocrina y endocrina puede venir mediada por la distancia entre epitelio
y mesénquima (167); indicando quizas, un efecto concentracion dependiente de los
factores secretados por el mesénquima o el requerimiento de una interaccion entre los

dos tipos celulares.
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* SUPERFAMILIA DE TGFB (Transforming Growth Factor)

Distintos miembros de la superfamilia de TGFp (folistatina, TGFB1 y activina
A) son secretados por el mesénquima durante el desarrollo embrionario y estdn
implicados en la diferenciacion y proporcién de los linajes tanto endocrinos como
exocrinos. Tanto TGFB1 como activina A favorecen la diferenciacion endocrina e
inhiben la diferenciacion acinar tanto in vivo como in vitro (29, 139, 180). En cambio,
folistatina es capaz de promover la diferenciacion de células acinares a expensas de la
diferenciacion endocrina (194), y es capaz de mimetizar tanto las sefales inductivas
como represivas observadas con el mesénquima. Folistatina (Figura 1.12) es un
inhibidor de diferentes miembros de la familia de TGFB que se expresa en el
mesénquima pancreatico entre E10.5-12.5 y su expresion vuelve a detectarse en el
epitelio pancreatico e islotes a E18, expresandose en el adulto unicamente en las células
B. Folistatina inhibe la funcién de Activina A, a la cual se une con elevada afinidad,
aunque también puede unirse a Activina B, inhibinas y BMPs. El raton KO de
folistatina presenta defectos similares a los ratones deficientes para TGF y BMPS,

aunque el fenotipo en el pancreas no ha sido caracterizado.
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Figura 1.12: Modelo propuesto de inhibiciéon de la unién de activina por
folistatina. Folistatina (FS) se une a activina de manera que ésta no puede
unirse a su receptor y activar la via de Smad y con ello la transcripcion de sus
genes diana. FS se une a los heparan sulfatos de los proteoglicanos de la
membrana (sola o unida a activina) y posteriormente sera endocitada y
degradada en los lisosomas. Figura adaptada de www.ier.tokushima-u.ac.jp

Los BMPs también juegan un papel importante en el desarrollo embrionario de

distintos 6rganos. En el pancreas se expresan BMP4, BMPS5 y BMP7 y sus receptores
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BMPR-II, BMPR-1A y BMPR-1B (59). Se ha descrito la importancia de BMP4 como
regulador de la expansion de los progenitores pancredticos a través de la regulacion de
la expresion de Id2 (117). También se ha demostrado que la falta de expresion de BMP6
resulta en agénesis pancreatica y en una reduccion del tamano del estomago y bazo,

ademas de la fusion del duodeno y el higado (59).

* FGFs (Fibroblast Growth Factor) y EGFs (Epidemal Growth Factor)

Otra via de sefializacién importante es la de los FGFs (Fibroblast Growth Factor)
y EGFs (Epidermal Growth Factor), factores que también son secretados por el
mesénquima. El papel de los EGFs en el crecimiento y proliferacion del epitelio
pancreatico se ha observado tanto in vitro como in vivo (41, 189). En el pancreas, se
expresan en distintos momentos y a distintos niveles durante el desarrollo embrionario
los siguientes FGFs: FGF1, FGF7, FGF9, FGF10, FGF11 y FGF18, asi como sus
receptores FGFR1b, FGFR1c, FGFR2b, FGFR2c, FGFR3b y FGFR4 (59). La via de
sefalizacion de los FGFs ha sido implicada en el desarrollo de distintos 6rganos que son
dependientes de interacciones epitelio-mesénquima (135, 272). Estudios independientes
indican el papel de la via de sefializaciéon de FGFs en el desarrollo pancreatico y su
importancia para la funcionalidad de las células 8 (21, 38, 106, 156, 195, 220). Cultivos
in vitro con rudimentos pancreaticos demuestran el efecto proliferativo de distintos
FGFs en el epitelio pancreatico. Entre ellos se ha descrito que FGF7 no s6lo tiene efecto
en la proliferacion del epitelio pancreatico, sino que también mimetiza el efecto del
mesénquima sobre la diferenciacion acinar (194) y en cultivos in vitro la eliminacion de
¢éste implica la diferenciacion de los progenitores al linaje endocrino (66). También se
ha descrito que el raton KO de FGF10, que se expresa en el mesénquima pancreatico
dorsal y ventral, presenta alteraciones en el crecimiento, diferenciacion y ramificacion
pancreatica (21). El principal defecto en estos ratones es la ausencia de expresion de
Pdx1. Asi, FGF10 permite mantener la expresion de Pdx1 in vivo e in vitro es capaz de
restauran la expresion de Pdx1 en explantes de epitelio del KO de FGF10 que carecen

de éste.
Recientemente se ha descrito que FGF 7 y 10 son expresados por el mesénquima

pancreatico humano durante el desarrollo embrionario y que in vitro son capaces de

inducir la proliferacion de las células epiteliales pancreaticas (301). Ademas, se ha
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analizado el efecto de la falta de expresion de FGF4 en raton observando que tiene lugar
una disrupcion de la morfologia pancreatica, con reduccion del tejido exocrino a unas
pocas celulas dispersas y una interrupcion del crecimiento del arbol ductal y de la

formacion de los acinos (59).

2.2.2. ACIDO RETINOICO (RA)

Otra via de sefalizacion importante en el desarrollo pancreatico es la del acido
retinoico (RA), que consiste en una familia compleja de ligandos y receptores
implicados en numerosos procesos de diferenciacion. Existen evidencias del papel de
RA en el desarrollo pancreético en vertebrados no mamiferos (199). En el pollo, RA es
suficiente para inducir la expresion de Pdx1 en el endodermo anterior al pancreatico
(150). Trabajos in vitro con rudimentos pancreaticos indican que RA induce la
formacion de acinos sin efectos obvios en el compartimento endocrino (132). Aunque
datos mas recientes indican que RA promueve la diferenciacion endocrina a expensas
de la exocrina en el pancreas dorsal de Xenopus, y en el pancreas ventral incrementa la
expresion de genes exocrinos (47). Ademads, experimentos en pez zebra demuestran que
RA es una senal instructiva del mesodermo que induce directamente la diferenciacion
de los precursores del pancreas endocrino (266). Por otro lado, recientemente se ha
descrito que en los ratones deficientes para Raldh2 (enzima que controla la sintesis de
RA) se observa una pérdida de la expresion de Pdx1 en el endodermo dorsal, indicando
que el RA sintetizado en el mesénquima es necesario para el desarrollo del endodermo

pancreatico dorsal (179).

2.3. DIFERENCIACION DE LOS LINAJES ENDOCRINOS Y
EXOCRINOS

La diferenciacion de los linajes celulares pancredticos tiene lugar
tempranamente en el desarrollo pancredtico, iniciandose ya cuando las yemas
pancreaticas empiezan a evaginarse (Figura 1.9A). Aunque estd claro que todos los
linajes pancreéticos derivan de un progenitor pancreatico que expresa Pdx1 y p48, no se

sabe mucho todavia sobre como se regula la decision de estos progenitores de adquirir
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un destino exocrino o endocrino. Se ha descrito que factores secretados por el
mesénquima alteran la proporcion de los tejidos exocrino/endocrino, pero no se conoce

su influencia directa en la decision de la adquisicion del destino celular.

2.3.1. VIA DE SENALIZACION DE NOTCH

Otra via implicada en la diferenciacion pancredtica, es la via de sefializacion de
Notch (Figura 1.14). En el caso de la diferenciacion endocrina, determina el destino
celular endocrino por la via clasica de especificacion por inhibicion lateral (Figura
1.13), que también se ha descrito que esta implicada en otros procesos de diferenciacion

como la neurogénesis.

® Figura 1.13: Inhibicion

INHIBICION LATERAL lateral. El proceso de seleccion
de un precursor pro-endocrino
tiene lugar por una sefializacion,
a través de la via de Notch,
entre cé¢lulas vecinas del epitelio
pancreatico. Esta sefializacion
tiene lugar a través del
progresivo  incremento  de
expresion de Ngn3 en las
células en  diferenciacion
(izquierda) 'y una  débil
expresion en las células vecinas
(derecha). La senal lateral viene
mediada por el ligando de notch (delta), cuya expresion es controlada por Ngn3. La expresion
del ligando en las células en diferenciacion activa el receptor de notch en las células vecinas,
que a su vez activara la expresion del gen diana Hesl. Hesl reduce la expresion de Ngn3 en
estas células, silenciando otros inputs pro-endocrinos que pueda recibir esta célula. Figura
adaptada de Jensen J., 2004.

Se han hecho varios estudios con ratones transgénicos mutantes para distintos
miembros de la via de sefializacion de Notch que han permitido analizar el papel de esta
via en el desarrollo pancreatico. Asi pues, se ha descrito que la regulacion a la baja de la
via implica la deplecion de los precursores pancreaticos acompanada por un incremento
de la diferenciacion endocrina (10, 124). Este hecho se acompafa también con un
incremento de la expresion de Ngn3, que es un factor de transcripcion de la familia
bHLH expresado exclusivamente en progenitores endocrinos, y cuya expresion
disminuye durante la diferenciacion (90). Ademas se ha observado que en el raton

transgénico que sobreexpresa un represor de la via de Notch (Notch3), hay una
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disminucién de la expresion de p48 (10). Asi pues se puede concluir, en base a estos
experimentos, que la via de sefializacion de Notch puede regular la especificacion
endocrina versus la exocrina. Aunque experimentos recientes muestran que la expresion
del receptor de Notchl constitutivamente activo (98) previene la diferenciacion de las
células acinares y atenua el desarrollo endocrino. Esto indica un nuevo papel de la via
de Notch en el desarrollo pancreatico, siendo éste el mantenimiento del estado
indiferenciado de los precursores pancreaticos por un mecanismo distinto al de

especificacion por inhibicion lateral (202).

Trabajos recientes describen una estrecha relacion entre el efecto de la via de
Notch sobre el desarrollo pancreatico y el papel de FGF10. La sobreexpresion de
FGF10 en ratones transgénicos implica hiperplasia pancreatica y la inhibicién de la
diferenciacion de todos los linajes pancreaticos (105, 211). En estos ratones las células
epiteliales pancreaticas expresan marcadores caracteristicos de progenitores
pancreaticos y ademas Notchl, Notch2 y Hesl. Un modelo propuesto es que FGF10,
que es expresado por el mesénquima pancreatico, podria mantener la via de Notch
activa, permitiendo la expansion de los progenitores pancreaticos antes de que tuviera
lugar la segunda transicion (E13). Este hecho correlacionaria con el periodo de

expresion de FGF10 que estd comprendido entre E9.5 y E11.5.

|Cé.u.aquee,....-a.aseﬁa.| Figura 1.14: Via de sefializacion de Notch. Los

componentes basicos de la via de Notch son los

I _/ ligandos delta-like (Delta, Jagged y Serrate), el

receptor Notch y los factores de transcripcion tipo

Dy 0 CSL (CBF1/RBPJk/RBPL). Delta y Notch son
proteinas transmembrana que contienen en su

Notch parte extracelular repeticiones de dominios EGF

{receptor) (marcadas como triangulos). La activacion de

Notch por sus ligandos implica la protedlisis de
Notch en dos puntos de escision (S2 y S3). La
proteolisis en S3 implica la escision del dominio
intracelular de Notch (Notch™™), que se transloca
al nticleo. Notch™™ activa CSL y el complejo co-
represor de CSL (Co-R, rojo) es desplazado por
un complejo activador que contiene Notch™™ (Co-
A, verde) que media la activacion de genes diana
de Notch. En ausencia de Notch™, CSL se asocia
Niicleo al complejo co-represor, que reprime la
transcripcion de los genes diana de Notch. Figura

adaptada de EC. Lai., 2004.
sy [ -

Represion por defecto Activacion mediada
mediada por CLS por Hotch
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2.3.2. VIA DE SENALIZACION DE WNT

Otra via de sefializacion implicada en esta etapa del desarrollo pancreatico es la
via de Wnt (Figura 1.15), que estd implicada en interacciones epitelio-mesénquima y
proliferacion celular en distintos tejidos. La deleccion de B-catenina (un miembro de la
via de sefializacion de Wnt) en el pancreas, conduce a la ausencia de células acinares
pero no altera la formacion de los islotes ni la funcion de los linajes endocrinos (201),
observandose sin embargo una reduccion en el numero de islotes (57). Esto indica que
B-catenina juega un papel autdbnomo celular necesario para la especificacion de las
células acinares (201). La sobreexpresion de un dominante negativo de Frz8 (Frizzled,
receptor de la via de Wnt) en precursores pancreaticos altera el crecimiento del arbol
ductal (227). Recientemente, se ha descrito que la estabilizacion de la expresion de B-
catenina durante el desarrollo temprano del pancreas implica una reduccion de su masa
por la pérdida de expresion de Pdx-1 en los progenitores pancredticos, pero su
estabilizacion en estadios mas avanzados implica un incremento de la proliferacion
celular y de la masa del pancreas. Esto sugiere, un papel espacio/temporal de la via de

Whnt en el crecimiento del 6rgano (110).
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Figura 1.15: Via de sefializacion candnica de Wnt. En ausencia de sefial
(ligando) B-catenina se une a un complejo proteico formado por CKla, GSK3[3,
APC y Axin que inducen la hiperfosforilacion de B-catenina que es sefial para
su ubicuitinizacion y su degradacion por el proteosoma. La union del ligando de
Wnt al receptor Frissled/LRP-5/6 implica la estabilizacion de [-catenina
hipofosforilada, que se transloca al nucleo e interaccion con los factores

CKla
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transcripcionales TCF/LEF para activar la transcripcion de los genes diana de la
via. Figura adaptada de

2.3.3. INTERACCION CELULA-MATRIZ EXTRACELULAR Y CELULA-
CELULA

También son muy importantes para la diferenciacion de los linajes endocrinos y
exocrinos las interacciones célula-matriz y célula-célula. La matriz extracelular (ECM)
es un complejo molecular dindmico que sirve de andamiaje celular y juega un papel
importante en la diferenciacion, establecimiento de la polaridad celular, regulacion de la
proliferacién y la supervivencia de distintos linajes. La habilidad de la ECM en el
control del destino celular depende de su union a una familia de receptores
transmembrana, las integrinas. Estas se unen a los ligandos de la ECM formando
agregados y se asocian al citoesqueleto intracelular y a proteinas sefializadoras en
agregados multiproteicos denominados uniones focales. Muchos factores de
crecimiento estan fisicamente asociados a las integrinas y su activacion es necesaria
para las vias de sefializacion de los factores de crecimiento. Las integrinas de la familia
B1 se expresan en la mayoria de las células epiteliales y se unen a colageno,
fibronectina y laminina de la matriz extracelular (28). En la interfase entre el
compartimento endocrino y exocrino existe una membrana basal (BM) que es una capa
fina de ECM, que comprende mayoritariamente laminina y colageno I'V. Esta BM rodea
tanto los acinos como los ductos, pero no los islotes. Estos solo presentan BM en las

zonas que estan en contacto con los capilares sanguineos (110, 208).

Se ha descrito la expresion de la laminina o1 en el epitelio ductal pancreatico de
estadios comprendidos entre E13.5 y E17.5, pero no se detecta en el pancreas adulto. Se
ha sugerido que esta laminina podria estar implicada en la proliferacion del arbol ductal
(a través de la integrina a6) y la diferenciacion de los precursores pancreaticos (a través
del a-distroglicano) (127, 285). En la BM de los acinos adultos, se expresa la laminina
10 (a5B1y1) y en los vasos sanguineos del pancreas se detecta laminina 2 (a2B1yl),
laminina 8 (a4PB1y1) y laminina 10 (a5B1y1). En el pancreas adulto, se expresa en los
acinos y en los ductos la integrina a6 1; en ductos, acinos y islotes la integrina o381 y

exclusivamente en los ductos la integrina a6p4 (127).
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La importancia de la interaccion de las integrinas con la ECM se ha descrito
ampliamente cuando tiene lugar la formacion de los islotes (248), ya que para su
formacion, los distintos tipos celulares que la componen migran desde el epitelio ductal
hasta el mesénquima, y ademés dicha interaccion también es importante para la
proliferacion y la diferenciacion de las células B. La organizacion del islote se regula
mediante integrinas, y la falta de la interaccion de las integrinas como a6f1 con las
ECM, provoca una pérdida de la respuesta a glucosa de las células 3, como se observa
en cultivos in vitro de islotes (28). Esta respuesta solo se recupera si se cultivan con
preparaciones de ECM. Recientemente, se ha demostrado que los precursores
endocrinos y los islotes presentan una disminucién de la expresion de muchas proteinas
de la BM (191) y que las células endoteliales de los capilares sanguineos son necesarias
para la formacion de la BM en estas estructuras. Ademas, se ha descrito que las sefales
de la BM vascular regulan la expresion de insulina y que la union entre la 1-integrina
de las células B con la laminina de la BM vascular estimulan la proliferacion de estas

células (208).

Respecto al pancreas exocrino, se ha analizado la expresion de laminina-1 en la
organogénesis pancredtica, demostrando que ésta induce la diferenciacion acinar y
ductal (42). Se ha descrito recientemente en el adulto el papel de las lamininas a2 y a4,
que son las mas abundantes en la BM de los acinos, demostrando que son necesarias
para la correcta localizacion en la membrana basal, de los receptores a los cuales se
unen, distroglicano e integrina a6p4 (191). También se ha sugerido que la BM puede

inducir la diferenciacion y morfogénesis ductal en el epitelio pancreatico indiferenciado

(87).

Ademas de las proteinas de la matriz extracelular son importantes para la
formacion del islote las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (193). Se han
encontrado dos MMPs, MMP2 y MMP9, que se expresan durante el desarrollo

pancredtico, y su actividad en los islotes est4 regulada por TGF.

Varios estudios han demostrado que sefiales a través de receptores de EGF

inducen la secrecion de MMPs, y el nivel de MMPs activo esta reducido en ratones
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mutantes para el receptor de EGF (189, 283). Estos ratones presentan una morfologia
normal del pancreas, pero la organizacion y distribucion de los islotes esta alterada. Por
lo tanto, la degradacion de la matriz y su remodelacion es crucial para la morfogénesis

epitelial y la migracion de los precursores endocrinos.

Las interacciones célula-célula son también necesarias para la correcta
arquitectura del o6rgano. Estas interacciones estdn formadas por moléculas de adhesion
independientes de calcio (CAMs) y dependientes de calcio (N, R y E-cadherina) (51,
70, 246).

2.4. FACTORES DE TRANSCRIPCION IMPLICADOS EN EL
DESARROLLO PANCREATICO

El desarrollo pancreético es un proceso complejo que implica la integracion de
diferentes vias de sefializacion y también la expresion de distintos factores
transcripcionales espacio-temporalmente. Algunos de estos factores juegan un papel
dual, siendo importantes tanto tempranamente en el desarrollo para la especificacion y
diferenciacion pancredtica, como mads tarde en el adulto para la funcionalidad y el
mantenimiento del fenotipo diferenciado. En la Tabla 1.3 se citan los factores
transcripcionales mas importantes para el desarrollo pancreatico, ademas de su patron
de expresion durante el desarrollo embrionario y en el adulto, asi como el fenotipo de
los ratones KO. La Figura 1.18 esquematiza los factores de transcripcion mas
importantes para el desarrollo pancredtico segin un modelo jerarquico consensus de
expresion génica necesaria para la progresion continua hacia un estadio de

diferenciacion mas avanzado.

2.4.1. HIxb9

HIxb9 es un factor de transcripcion con homoeodominio que se expresa
tempranamente a E8 tanto en el endodermo pancreatico dorsal como ventral. En la
yema dorsal su expresion precede a la de Pdx1 y en el adulto, su expresion se restringe a
las células B. En el raton KO para el gen de HIxb9, el endodermo pre-pancreatico dorsal

no expresa Pdx1 de manera que no se inicia nunca la gemacion de la yema dorsal (104,
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158). El pancreas ventral sin embargo, se desarrolla normalmente hasta estadios
avanzados cuando HIxb9 es necesario para la maduracion de las células B. Asi, en el
pancreas adulto los islotes son pequefios y con un numero bajo de células (. Esto

demuestra que HIxb9 acttia por encima de Pdx1 tnicamente en la yema dorsal.

2.4.2. Pdx1

Pdx1 es un factor de transcripcion con homeobox, y un regulador crucial del
desarrollo pancreatico y de la diferenciacion de los progenitores endocrinos y exocrinos
(96, 97, 267). Pdx1, en el estadio de ES8.5, no sdélo se expresa en el endodermo
pancreatico dorsal y ventral sino que también se expresa (de manera mas baja) en el
endodermo duodenal y del estdémago (Figura 1.16). En el estadio de E9.5, su expresion
se observa tanto en la yema dorsal como en la ventral y su expresion se mantiene en
todo el epitelio pancreatico durante la formacion de las yemas y el crecimiento del arbol
ductal (E9.5-E13.5). A partir de la segunda transiciéon, momento en el que la expresion
de Pdx1 empieza a ser heterogénea, se expresa en el compartimento endocrino (E14-

15). Pdx1 en el adulto es detectable en células B a niveles elevados (213, 215), en

alguna subpoblacion de células & y PP, y muy raramente en alguna célula a (95, 190,
215). En el estadio de E13.5 hay co-localizacion de algunas células amilasa con Pdx-1,
pero su expresion disminuye en células acinares y ductales en diferenciacion,

expresandose en el adulto en las células acinares a niveles muy bajos (99).

Se ha descrito que Pdx1 estd implicado en la regulacion de la expresion de
insulina, polipéptido amiloide del islote (IAPP), glucoquinasa y Glut-2 (43, 228, 255).
En las células 5, también regula la expresion de genes como somatostatina y en las
células acinares regula la expresion de los enzimas digestivos formando parte de un
complejo trimérico con Pbxlb y Meis2b, dos proteinas TALE (Figura 1.16). Este
trimero coopera con PTF1 (ver apartado 2.4.3) para activar el enhancer del promotor
del gen de la elastasa (171). Ademas, las células B no expresan Pbxlb y muy bajos
niveles de Meis2; asi pues, el complejo trimérico no se puede formar y la actividad de
Pdx1 en estas células es independiente del complejo, de manera que la expresion de
linaje celular especifica de Pbx1b y Meis2 parece sugerir que estas proteinas TALE
controlan la naturaleza de la actividad transcripcional de Pdx1 en las células exocrinas

versus las endocrinas (270).
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Pdx1 interacciona fisicamente con Pbx1 que es un miembro de la familia TALE
de factores de transcripcion con homeodominio que confieren especificidad de union a
otras proteinas con homeodominio. El complejo Pdx1/Pbx1 puede ser importante para
discriminar la actividad de Pdx1 en el linaje endocrino y el exocrino, ya que la union de
este complejo difiere segiin se trate de genes endocrinos (insulina) y exocrinos
(elastasa) (271). Pbx1 se expresa en el epitelio y el mesénquima pancredticos y es
importante para el desarrollo pancreatico temprano ya el KO de Pbxl presenta
hipoplasia pancreatica y reduccion de la diferenciacion tanto endocrina como exocrina
(143). Ademas se ha descrito que el complejo Pdx1/Pbx1 es necesario para la

proliferacion de las células pancreaticas durante el desarrollo (64).

El raton KO de Pdx1 es viable pero muere pocos dias después de nacer. Estos
animales presentan agénesis pancreatica (130, 213). Durante el desarrollo, se inicia la
formacion de las yemas tanto dorsal como ventral pero luego tiene lugar una regresion
de éstas. El mesénquima pancredtico se desarrolla normalmente en el KO de Pdx1, pero
el epitelio es incapaz de responder a las sefiales derivadas del mesénquima, necesarias
para completar el programa de diferenciacion (3). Unas pocas células insulina positivas
se detectan tempranamente en el desarrollo del raton KO (3) y aunque estudios de
trazamiento de linaje revelan que las células endocrinas derivan de un precursor Pdx1,
la presencia de células endocrinas en el desarrollo temprano indica que inicialmente el
programa de diferenciacion endocrino es independiente de Pdx1 o bien que existe una
poblacion endocrina de células o y B que se diferencia tempranamente de manera
independiente a las células endocrinas que derivan del precursor Pdx1 (93, 111). Por
otro lado la expresion ectdpica de Pdx1 expande el dominio dorsal de los precursores

pancreaticos (91, 114).
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T B Figura 1.16: Inmunofluorescencia del
pancreatica™ 4 A don endodermo pancreético del estadio E10 que
' muestra la expresion de Pdx1 y glucagon. El
inicio del desarrollo pancreatico se observa por
la formacion de dos yemas (una dorsal y otra
ventral) a partir del endodermo primitivo
intestinal. Se observa la expresion de Pdx1
(verde) de manera elevada tanto en la yema
pancreatica dorsal como en la ventral y a niveles
Nema pathies mas bajos, en el endodermo duodenal. En el
ventral g ¥y posexll  cndodermo que dara lugar a la parte posterior
del estomago la expresion es practicamente
nula. Se observa la expresion de glucagdn (rojo)
en la yema dorsal. Figura adaptada de Jensen J.
2004.

Duodeno

2.4.3. p48 (PTF1a)

p48 (también llamado Ptfla) es un factor de transcripcion de tipo bHLH que fue
originalmente identificado en los afios 90 como un factor de transcripcion especifico
exocrino (146). p48 forma parte de un complejo transcripcional denominado Ptfl
(Figura 1.17). Este complejo ésta formado por 3 factores de transcripcion: 2 de la
familia de los bHLH, uno de los cuales es ubicuo (E12/47 o HEB), y el otro es tejido
especifico (p48/Ptfla) y por tltimo un tercer factor denominado RBP-L (20). p48 fue
inicialmente el Unico factor de transcripcion descrito como especifico del pancreas
exocrino, aunque en los ultimos afios experimentos de trazamiento de linaje han
demostrado que p48 se expresa en los progenitores pancreaticos, a partir de E9.5, que
daran lugar a todos los linajes celulares epiteliales pancreaticos (137). Su expresion se
restringe a las células acinares en diferenciacion a partir de E14. Experimentos recientes
también muestran que se expresa en regiones especificas del sistema nervioso central
(cerebelo) y la médula espinal (88, 116, 254). Ademas, se expresa muy débilmente en el
estomago (20). El raton KO de p48 muere pocas horas después de nacer y carece de
pancreas exocrino, mientras que las células endocrinas derivadas del pancreas dorsal
migran y colonizan el bazo; ademas, el estudio de trazamiento de linaje ha demostrado
que en ausencia de p48 los progenitores de la yema ventral adquieren un destino
intestinal (137). En el adulto, p48 se expresa exclusivamente en las células acinares
donde regula la expresion de los enzimas digestivos, formando parte del complejo

PTF1, descrito anteriormente. Ademas, se ha descrito que, la sobreexpresion de p48
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tanto en lineas celulares acinares pancreaticas y como no pancreaticas tiene un efecto

antiproliferativo independiente del complejo PTF1 (239).

MEIS2b

PROMOTOR
Complejo que coopera Complejo especifico
con PTF1 aumentando acinar
su actividad

Figura 1.17: Complejo PTF1 y complejo trimérico aumentador. Complejo PTF1 (especifico
acinar) formado por 2 factores de transcripcion de tipo bHLH (E12/47 o HEB y p48) y RBP-L,
que se une a las cajas A de los promotores de los genes acinares. Complejo trimérico formado
por Meis2b, Pbx1 y Pdx1 que se une a las cajas B de los genes acinares y aumenta la actividad
de PTF1.

2.4.4. Mist-1

Mist-1 es un factor de transcripcion de tipo bHLH que se expresa en el pancreas
a partir de E10 en las células acinares en diferenciacion donde juega un papel muy
importante en la diferenciacion terminal de estas células. La delecion del gen (128, 231)
o la inhibicién (247, 306) de la funcion de Mist-1 se traduce en una severa alteracion en
la arquitectura de la célula acinar, incluyendo pérdida de uniones de comunicacion
(pérdida de expresion de Cx32, cuya expresion se ha descrito que estd regulada por
Mist-1) (247) y uniones de adhesion intracelular (pérdida de la expresion de B-catenina,
y-catenina y a-catenina) (128, 247). Ademas, las células no presentan los granulos de
cimdgeno en la parte apical debido a alteraciones en la polarizacién celular (128, 231).
Respecto a la expresion de genes implicados en la via de sefializacion activada por
secretagogos se produce un incremento en la expresion de CCKAR y VAMP-2, y una
pérdida de la expresion de IP3R3. Por ultimo, destacar que ademas las células presentan

una activacion prematura de los enzimas digestivos (173).
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El raton KO de Mist-1 desarrolla con el tiempo lesiones pancreaticas
caracteristicas de enfermedades pancreéticas como la pancreatitis (173). Por ello, se ha
propuesto este modelo animal como un modelo genético representativo de esta
enfermedad. De hecho, la inhibicion de la actividad de Mist-1 mediada por un

dominante negativo induce metaplasia acinar-ductal (306).

Recientemente, se ha descrito que el raton deficiente de Mist-1 también presenta
alteraciones en las células B, con una disminuciéon de la acumulacion de la proteina
Glut-2 y de la tolerancia a la glucosa. Asi pues, la pérdida de un gen regulador del

compartimento exocrino puede afectar al compartimento endocrino (72).

2.4.5. Nkx2.2 y Nkx6.1

Nkx2.2 y Nkx6.1 son miembros de la familia de factores de transcripcion NK2 y
son reguladores de la diferenciacion endocrina pancredtica (269). Nkx2.2 se expresa
tempranamente en las yemas pancredticas y mas tarde, restringe su expresion a las
células B, a y PP. Nkx6.1 se expresa en las células B del adulto. La ausencia de
expresion tanto de Nkx2.2 como Nkx6.1 implica la muerte del raton poco después de
nacer debido a una severa diabetes. En estos ratones, el pancreas carece de células B y
presenta una disminucion de células o, aunque el pancreas exocrino es histologicamente
normal. El raton KO de Nkx2.2 presenta un bloqueo de la diferenciacién de los
precursores endocrinos que expresan proteinas especificas del pancreas endocrino (N-
CAM, péptido amiloide...) pero no hormonas. El raton deficiente para Nkx6.1 presenta
una reduccion selectiva de las células 3 manteniendo el resto de células endocrinas en

una proporcion normal (250).

2.4.6. Hex

Hex es un factor de transcripcion con homeobox que se expresa a partir de E8.5
en las células en proliferacion del endodermo lateral-ventral que daran lugar al pancreas
ventral y al higado. El raton KO de Hex presenta defectos en el crecimiento del
endodermo proximo al mesodermo cardiaco permitiendo sélo la especificacion hepatica

pero no la pancreatica. Sin embargo, cuando el endodermo pre-pancreatico ventral se
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aisla, previamente a su interaccion con el mesodermo cardiaco y se cultiva in vitro, este
activa genes pancredticos tempranos mostrando que el endodermo mantiene la

competencia intrinseca para iniciar el programa de diferenciacion pancreética (27).

2.4.7. Ngn3

Ngn3 es un factor de trascripcion de tipo bHLH que juega un papel muy
importante en el desarrollo endocrino, expresandose Unicamente en los progenitores
pancreaticos endocrinos (94). El KO de Ngn3 no desarrolla ninguno de los 4 linajes
endocrinos pancreaticos y el pancreas exocrino es practicamente normal, presentando

solamente algun defecto en la polaridad celular (90).

Estudios recientes sugieren que la via de Notch estd implicada en la regulacion
de la diferenciacidon pancreatica tanto endocrina como exocrina. Notch restringe la
expresion de Ngn3 a células dispersas en el epitelio pancreatico. Estas células daran
lugar a los linajes endocrinos, mientras que las células que no expresen Ngn3 se

especificardn al linaje exocrino (ver apartado 2.3.1) (158).

2.4.8. Beta2/NeuroD

Beta2/NeuroD es un factor de transcripcion de tipo bHLH que regula la
expresion del gen de la insulina en las células . La expresion de Beta2/NeuroD se
inicia a E9.5 en una pequefia poblacion de células del epitelio pancreatico que co-
expresan glucagon (203). A E14.5 se detecta su expresion en el epitelio ductal y a E17.5
queda restringida a los islotes (205). El ratén deficiente para Beta2/NeuroD muere
pocos dias después de nacer por una elevada hiperglicemia debida a que los islotes que

presenta son dismorficos con una reduccion de células endocrinas (205).

2.4.9. 1sl-1

Isl-1 es una proteina con homeodominio de la familia LIM. Se expresa en el
mesénquima dorsal a E8-9, en las células endocrinas a partir de E9 y en el adulto, en
todas las células endocrinas. El raton KO de Isl-1 bloquea el desarrollo pancreatico

tempranamente a E9.5 (229). El desarrollo del mesénquima dorsal estd bloqueado y no
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se desarrollan células endocrinas. Por el contrario, el mesénquima y epitelio ventral se

desarrollan normalmente (4).

2.4.10. Pax4 y Pax6

Pax4 y Pax6 son homeoproteinas con dominios paired-box. Pax4 se expresa a
partir de E9-9.5 tanto en la yema dorsal como ventral y en el adulto se restringe su
expresion a las células B. El ratén KO de Pax4 muere pocos dias después de nacer por
una severa hiperglicemia y deshidratacion. Carece de células B y 6 e incrementa el
numero de células a, lo que demuestra que Pax4 estd implicado en la diferenciacion de

las células By & (263).

Pax6 se expresa en el epitelio pancreatico a partir de E9-9.5 en la yema dorsal y
ventral y en el adulto en los cuatro linajes endocrinos. Una mutacion en Pax6 (Small
eye) conlleva a una desorganizacion de los islotes y una reduccion de los cuatro linajes

endocrinos (249). Por otra parte, el raton deficiente para Pax6 carece de islotes (265).

Estos modelos animales indican que tanto Pax4 como Pax6 juegan un papel

importante en la regulacion de la diferenciacion terminal endocrina.

2.4.11 MafA 'y MafB

MafA y MafB son factores de transcripcion de los cuales se habia descrito su
importancia en el desarrollo de las lentes del ojo. Recientemente, se ha descirto que
MafA se expresa en el pancreas sobre E14 en células B y Maf B se expresa un dia mas

tarde en células .y B (12, 182, 222).
2.4.12. 1A1

IA1 es un factor de transcripcion con dedos de zinc que se expresa en el epitelio
pancreatico alrededor de E10.5 (186), aumentando su expresion hasta E15.5 cuando su

empieza a decaer desapareciendo totalmente a E18.5. Recientemente, se ha descrito que

IA1 es diana directa de Ngn3, siendo un efector de las funciones de ésta ya que la
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inhibicion de la expresion de IA1l en el pancreas implica una reduccion del 40% de

células a y B (186).

acinar

exocrino
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Figura 1.18: Esquema de los factores de transcripcion mas importantes implicados en el
desarrollo y diferenciacion pancreatica. Este modelo no contempla los posibles circuitos de
regulacion entre los distintos factores de transcripcion que se han descrito recientemente.
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Factor de
transcripcion

Patron de expresion en el
pancreas durante el
desarrollo embrionario

Patron de
expresion en el
pancreas adulto

Fenotipo del ratén KO en el
pancreas

en el mesénquima y epitelio.
A partir de E14.5 se expresa
en el mesénquima, el epitelio
ductal y las células acinares.

pancreéaticos.

HIxb9 Expresion muy temprana E8- Células f. Agénesis del pancreas dorsal y
9 en precursores pancreaticos alteraciones en islotes del pancreas
y células 3 en diferenciacion. ventral.

Pdx1 Elevada expresion en | Elevada expresion | Agénesis pancreatica, formacion de
progenitores pancreaticos a | encélulas pybaja | un arbol ductal dorsal muy
E8-10 y células endocrinas en expresion en rudimentario que se detiene en
diferenciacion. células acinares. E10.5.

p48 Expresado en progenitores | Células acinares. | Pérdida del pancreas exocrino.
pancredticos a partir de E9.5 Pocas células endocrinas
y posteriormente restringe su localizadas en el bazo. Los
expresion a células acinares progenitores pancreaticos asumen
en diferenciacion. un destino intestinal.

Ngn3 Expresado a partir de E9 en No se expresa. Pérdida de todos los linajes
progenitores pancreaticos endocrinos 'y polaridad acinar
endocrinos 'y deja de perturbada.
expresarse a partir de E13.5.

Nkx2.2 Expresada a partir de E8.5-9 | Células B, oy PP. | Reduccién del nimero de células
en precursores pancreaticos B, o y PP. Las células B no
endocrinos y posteriormente expresan insulina.
su expresion se restringe a
células endocrinas en
diferenciacion.

Nkx6.1 Expresado a partir de E9-9.5 Células f. Reduccion del nimero de células
en progenitores endocrinos y B.
posteriormente su expresion
se restringe a células 3 en
diferenciacion

Isl1 Expresado en el mesénquima En los cuatro Pérdida del mesénquima dorsal y
dorsal a E8-9 y en las células | linajes endocrinos. | ausencia de células endocrinas
endocrinas a partir de E9. diferenciadas.

Pax6 Expresado en células En los cuatro Disminucion en el numero de
endocrinas a E9 -9.5. linajes endocrinos. | células endocrinas y reduccion de

la expresién de hormonas.

Pax4 Expresado en progenitores No expresado o Pérdida de células B y &.
endocrinos a E9-9.5. expresado amuy | Incremento de células a.

bajos niveles en
células B.

NeuroD Expresado a partir de E9.5 en En los cuatro Disminucion del namero de células
cé¢lulas endocrinas. linajes endocrinos. | endocrinas y alteraciones en la

polaridad de las células acinares.

Mistl Expresado a partir de E10 en | Células acinares. | Alteracion en la arquitectura de la
células acinares en célula acinar, pérdida de polaridad
diferenciacion. celular, expresion alterada de genes

de la via de secrecion de enzimas
digestivos y desarrollo de lesiones
exocrinas con el  tiempo.
Disminucion de  Glut-2 vy
disminucién de la tolerancia a la
glucosa.

Pbx1 Expresado a partir de E10.5 | Todos los linajes | Hipoplasia pancredtica, pérdida de

la diferenciacion endocrina,
reduccion en la expresion de Isll y
Ngn3, 'y defectos en Ila
diferenciacion exocrina.

Tabla 1.3: Tabla de los factores de transcripcion mas importantes para el desarrollo
pancredtico. Se indica el patron de expresion durante el desarrollo embrionario pancreatico y
en el pancreas adulto, ademas del fenotipo del raton mutante para cada factor.
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3. PATOLOGIAS PANCREATICAS EXOCRINAS

Las principales patologias pancreaticas son debidas a una insuficiencia funcional
de la glandula y afectan tanto al componente exocrino como al componente endocrino

del pancreas.
Las principales patologias que afectan al pancreas exocrino son: la pancreatitis

aguda y cronica y el cancer de pancreas; y respecto al pancreas endocrino la principal

patologia es la diabetes mellitus.

3.1. PANCREATITIS AGUDA

La pancreatitis aguda es una enfermedad de elevada incidencia en los paises
occidentales de 10 a 20 casos por 100.000 habitantes por afio. Alrededor del 80% se
asocian a dos factores de riesgo: enfermedad del conducto biliar por calculos
obstructivos y alcoholismo. Otras causas frecuentes son algunas infecciones por virus, o
por Mycoplasma pneumoniae, alteraciones metabdlicas (ej: hipertrigliceridemia,
hipercalcemia, isquemia aguda) y algunos farmacos (ej: sulfonamidas, furosemida,

estrogenos y tetraciclina).

Las principales alteraciones asociadas a esta patologia son consecuencia de la
activacion de los enzimas digestivos dentro del mismo organo antes de liberarse al
lumen intestinal. Dichos enzimas provocan la autodestruccion del tejido pancreatico,
protedlisis, edema, hemorragia intersticial por la destruccion de los vasos sanguineos,
reaccion inflamatoria, necrosis de las células parenquimales y necrosis grasa por accion

de los enzimas lipoliticos.

El tratamiento de la pancreatitis aguda se basa principalmente en el tratamiento

del dolor con fuertes analgésicos y bloqueo de la secrecion gastrica de acido.
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3.2. PANCREATITIS CRONICA

La pancreatitis cronica se caracteriza por brotes repetidos de inflamacion
pancreatica leve o moderada, con la pérdida progresiva del parénquima pancreatico y la
substitucion de éste por tejido fibroso. Histologicamente, la lesion se caracteriza por una
reduccion del ntimero y talla de los acinos, con conservacion relativa de los islotes
cuando la lesion no es muy severa, aparicion de complejos ductales, fibrosis de
distribucioén irregular y obstruccion variable de los conductos pancreaticos. Suele
encontrarse inflamacion cronica alrededor de los l6bulos y conductos. El epitelio ductal

puede aparecer atrofiado o hiperplasico o incluso mostrar metaplasia escamosa.

La mayor parte de los episodios de pancreatitis cronica son secundarios a la
ingesta de alcohol; el 70% de los casos mundiales de pancreatitis cronica son inducidas
por alcohol. Este porcentaje puede ascender al 90% en aquellos paises donde la ingesta
de alcohol es elevada. Es dificil conocer los datos exactos sobre la incidencia y la
prevalencia de la pancreatitis cronica, ya que es posible la existencia de casos no
diagnosticados debido a que las manifestaciones clinicas de la enfermedad no son
siempre evidentes ni precoces. De manera aproximada se podria decir que la incidencia
de la pancreatitis cronica en el mundo occidental es de 4 casos por 100.000 habitantes
por afio. La causa mas importante de pancreatitis cronica es el alcoholismo, aunque hay
otros factores de riesgo como la colelitiasi, el hipertiroidismo y la hiperlipidemia. Una
pequeia proporcion de casos se presenta sin factores etioldgicos conocidos; en estos
casos se la denomina pancreatitis cronica ideopatica. Existe una pequeia proporcion de
casos de pancreatitis cronica hereditaria con un patréon autosdémico dominante y es

consecuencia de mutaciones en el gen del tripsindgeno cationico (295).
La relacion entre la pancreatitis cronica y el cancer de péancreas ha sido
ampliamente estudiada (18, 19) y diferentes trabajos confirman que ambas patologias

podrian estar asociadas un 5-10% de las veces.

El tratamiento de la pancreatitis cronica estd encaminado a mejorar la calidad de

vida del paciente y se basa en, el tratamiento del dolor con distintos analgésicos y a la
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mala absorcion de los alimentos con la administracion oral de medicamentos que

contienen enzimas digestivos, que ya no son producidos por el pancreas.

3.3. CANCER DE PANCREAS

El céncer de pancreas es la quinta causa de muerte por cancer en los paises
desarrollados, a pesar de que su incidencia es tan s6lo de 10 casos por 100.000
habitantes por afno. La elevada tasa de mortalidad del céncer de pancreas es

consecuencia de la dificultad de un diagnostico temprano y de la agresividad del tumor.

Se trata del cancer en el cual se han producido menos avances terapéuticos en
los ultimos 30 afios. La probabilidad de supervivencia después de 2 afios de su

diagnostico es de menos del 5%.

El factor de riesgo mas importante es el tabaco. Otros factores de riesgo son la
pancreatitis cronica, la historia familiar de cancer de pancreas y algunos sindromes de

canceres hereditarios, el alcoholismo, la diabetes y ciertos habitos alimenticios.

Actualmente, el uUnico tratamiento curativo para la enfermedad es el
procedimiento  quirurgico ~ Whipple, técnica que  consiste en  una
pancreatoduodenoctomia parcial. Para tumores no resecables, el Unico tratamiento es la

quimioterapia y la radioterapia.
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4. MODELOS CELULARES ACINARES IN VITRO

En modelos de regeneracion pancredtica en el adulto, como la ligacion del ducto,
se ha observado que tiene lugar una transdiferenciacion acinar-ductal. En la pancreatitis
y el cancer de pancreas también tiene lugar este tipo de transdiferenciacion, denominada
metaplasia acinar-ductal (26). In vitro, al intentar cultivar las células acinares aisladas se
observa que éstas empiezan a perder la expresion de marcadores de diferenciacion
(amilasa y granulos de cimdgeno) y empiezan a expresar marcadores ductales
(citoqueratina 20 (CK20)), teniendo lugar también una transdiferenciacion acinar-ductal
(11, 154). Se ha descrito que ésta transdiferenciacion se inhibe en presencia de
nicotinamida (241), manteniéndose el fenotipo acinar del 80% de las células. Distintos
grupos han intentado optimizar las condiciones de cultivo para detener y/o modular esta
transdiferenciacion acinar-ductal (241, 264). Si se cultivan las células acinares de raton
con medio CME o WHME se observan fenotipos claramente diferenciados (264). Con
CME, las c¢lulas forman colonias epiteliales y retienen los granulos de cimédgeno y el
reticulo endoplasmatico aunque expresan tempranamente CK7 (citoqueratina 7),
sugiriendo un estado de transdiferenciacion intermedio. Con WHME, forman una
monocapa que se desdiferencia a estructuras ductales-like, y se asocia con una pérdida
de granulos de secrecion y marcadores de diferenciacion acinar como amilasa. También
se ha descrito en modelos de rata, que el tratamiento con dexametasona inhibe la
pérdida de la expresion de amilasa obteniéndose asi un estado de transicion en que las
células co-expresan CK20 y amilasa, ademas de encontrar también células que co-
expresan amilasa e insulina (240). Asi pues, a pesar de los intentos de optimizacion de
las condiciones de cultivo de las células acinares, no se ha conseguido inhibir el proceso
de transdiferenciacion acinar-ductal, aunque se han conseguido estudiar estadios

intermedios de ésta.

Existen muy pocas lineas celulares en cultivo con fenotipo acinar. Entre ellas, la
linea celular AR42J que deriva de un carcinoma acinar de rata inducido quimicamente y
la linea 266-6 que deriva de un tumor pancreatico inducido mediante la expresion de un
gen de fusion de elastasa I y el antigeno SV-40 en raton. Las células AR42J son
diferentes a las células acinares al menos en tres caracteristicas: proliferan rapidamente,

sintetizan enzimas (pero raramente los almacenan en granulos de cimégeno) y no
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presentan secrecion regulada, sino constitutiva. Ademads, presentan también
caracteristicas neuroendocrinas, como vesiculas neuroendocrinas y neurotrasmisores;
por ello se dice que estas células son anficrinas (48). Se ha descrito que en determinadas
condiciones de cultivo pueden diferenciarse a células productoras de insulina (180,
280), y el subclon AR42J-B13 puede transdiferenciarse a hepatocitos (256) y neuronas
(218). Las células 266-6 expresan marcadores de diferenciacion acinares (enzimas
digestivos), pero han sido pobremente caracterizadas. Datos no publicados de nuestro
grupo indican que estas células expresan también transcritos de RNAm que codifican

para marcadores endocrinos.

En conclusion, los modelos celulares de diferenciacion acinar de los que se
dispone son muy limitados. Una alternativa posible seria generar modelos in vitro de
diferenciacion acinar a partir de células madre con el fin de estudiar que vias de
sefalizacion y que factores de transcripcion estan mplicados en los distintos estadios

dicha diferenciacion.
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5: CELULAS MADRE

5.1. ;:QUE ES UNA CELULA MADRE?

Dos caracteristicas definen a las células madre; en primer lugar su capacidad de
autorreplicacion ilimitada, y en segundo lugar, su capacidad de diferenciacién a uno o
mas tipos celulares especializados. Por lo tanto, el concepto de célula madre incluye un

amplio rango de células con diferentes capacidades de proliferacion y diferenciacion.

5.2. TIPOS DE CELULAS MADRE SEGUN SU ORIGEN

De manera general se pueden clasificar las células madre segin su origen en 4
tipos: células madre de carcinoma (EC), células madre germinales (EG), células madre
embrionarias (ES) y células madre adultas (Figura 1.19). Las tres primeras lineas
celulares (EC, EG, ES) son pluripotentes y las células madre adultas pueden ser

multipotentes o unipotentes.

Estudios in vivo demuestran que cuando las células ES y EG son introducidas en
la masa interna del blastocisto, dan lugar a quimeras y contribuyen a la formacién de
todos los linajes del embrion. También se ha descrito que las células EC s6lo en algunos
casos pueden generar quimeras debido a la dificultad que tienen de colonizar la linea
germinal (192). Esta incapacidad refleja el hecho de que las células EC tienen un
cariotipo aneuploide inestable. Por otro lado, las células madre adultas no son

pluripotentes, por lo cual no pueden formar quimeras.

5.2.1. CELULAS MADRE DE CARCINOMA (EC)

Las primeras células madre que se establecieron en los afios 70 por Khan y
Ephrussi, fueron las células madre de carcinoma (Figura 1.20), que derivan de los
teratocarcinomas (74). Los teratocarcinomas son tumores complejos que contienen una
mezcla de distintos tipos celulares diferenciados y una poblacion de células
indiferenciadas; de éste compartimento indiferenciado es del cual derivan las células

EC. Estas células pueden expandirse de manera indefinida en cultivo y pueden
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diferenciarse a todos los linajes derivados de las tres capas embrionarias (endodermo,
ectodermo y mesodermo). Al ser células derivadas de un tumor presentan alteraciones
genéticas y pueden perder la capacidad de diferenciacion, por eso no son utilizadas para
terapia (62). A pesar de esta limitacion, el estudio de las células EC ha permitido
entender mejor qué moléculas juegan un papel importante en el desarrollo embrionario
y regulan la diferenciacion de las células madre embrionarias. Ademas, la experiencia
obtenida con las células EC permitié construir las bases para el desarrollo y el cultivo

de las células ES.

Células de la
masa interna
|

Blastocisto .
Teratocarcinoma

ﬁ s,
-

Células madre
embrioharias

Células madre
adultas

2 Células madre
= pluripotentes

Figura 1.19: Tipos de células madre segin su origen. Células madre embrionarias (ES),
derivadas de la masa interna (ICM) del blastocisto. Células madre germinales (EG), derivadas
del primordio germinal (PGC). Células madre de carcinoma (EC), derivadas de
teratocarcinomas. Células madre adultas, derivadas de los tejidos adultos en los cuales residen.
Figura adaptada de Donovan JP., 2001.

5.2.2. CELULAS MADRE GERMINALES (EG)

Las células madre germinales (EG) (Figura 1.20) derivan de las células del
primordio germinal (PGC) de un embrion del estadio de E7.5. El cultivo de los PGCs
con un coctel especifico de factores de crecimiento permite establecer el cultivo de las
células EG, que pueden diferenciarse a todos los linajes derivados de las tres capas
embrionarias y también, a las células germinales. Este proceso de conversion de los
PGCs a células EG es un proceso similar al de reprogramacion nuclear, en el cual un

nucleo somatico es reprogramado en el citoplasma de un 6vulo convirtiendo el nucleo
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de una célula nulipotente en un nucleo pluripotente (61). Por esto las células EG, junto
con las células EC, fueron inicialmente de gran ayuda para entender qué factores de
crecimiento y que vias de sefalizacion eran necesarias para el establecimiento de las

células madre embrionarias.

a4y
/
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i

Células madre de carcinoma  Células madre germinales  Células madre embrionarias

Figura 1.20: Morfologia de células EC, EG y ES en cultivo. Barra 100 um. Figura
adaptada de Wobus A., 2005.

5.2.3. LAS CELULAS MADRE ADULTAS

Las células madre adultas son aquellas que encontramos en el tejido adulto y
cuya funcion es la regeneracion y el mantenimiento de los linajes celulares del tejido en
el cual se encuentran. En el tejido adulto, estas células se encuentran en un
microambiente que permite su establecimiento, mantenimiento, activacion y control.
Estos nichos estdn compuestos, no sélo de células madre adultas, sino de las células
diferenciadas del tejido y la matriz extracelular. En este microambiente, las células
madre adultas reciben sefiales de las células somadticas diferenciadas, por interaccion
célula-célula, por el conjunto de factores que éstas secretan, y por ultimo también por la
interaccion con la matriz extracelular (78). Asi pues, cada célula madre adulta reside en

un nicho especifico del tejido en el cual se encuentra.

La células madre adultas pueden diferenciarse a uno o mas linajes del tejido del
cual derivan (hablamos entonces de unipotencialidad o multipotencialidad), aunque en
los ultimos afios distintos estudios han demostrado que las células madre adultas fuera
de su nicho pueden diferenciarse a linajes celulares derivados de otros tejidos. A esta
capacidad se la ha denominado plasticidad celular. Asi pues, por ejemplo, las células

madre de médula 6sea pueden contribuir a la regeneracion de cerebro (32), corazén
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(223) y musculo (122) (Figura 1.22). Se han descrito distintos mecanismos por los
cuales las células madre adultas pueden dar lugar a distintos linajes demostrando asi su
plasticidad (Figura 1.21). Aunque hay mucha controversia cuando se habla sobre la
plasticidad de células madre adultas, ya que recientemente se ha demostrado que el
hecho que tiene lugar no es una transdiferenciacion celular sino una fusion celular, es
decir, las células madre adultas adoptan el fenotipo de la célula del tejido por fusion

espontanea (276) (Figura 1.22), aunque la frecuencia de este fendmeno es muy baja.

A B C célulasmadre | P célula madre E
Transdiferenciacion | Desdiferenciacion multiples multipotente Fusion celular

O ® co|l © ®o®
/NS || | |gel \/
oe® e o0 00 @

Figura 1.21: Diagrama esquematico que describe el potencial y los mecanismos conocidos
de plasticidad de las células madre adultas (A-E). Los circulos amarillos o verdes representan
cé¢lulas madre adultas tejido especificas; los circulos azules representan células multipotentes;
los circulos rojos y los hexagonos verdes representan células diferenciadas tejido especificas.
Figura adaptada de Trucco M., 2005.

5.2.3.1 Células madre adultas pancreaticas

Las células madre adultas se han identificado en varios tejidos como, en la
médula 6sea, intestino, piel, cerebro e higado, entre otros. En el pancreas adulto tiene
lugar la regeneracion de las células B del islote, aunque no estd claro todavia si este
hecho acontece por neogénesis, a partir de una hipotética célula madre residente en el
pancreas, o por autorreplicacion de la propia célula 3 (63). En busqueda del mecanismo
de regeneracion de las células B en el adulto, en los ultimos cuatro afios distintos
estudios han intentado confirmar la existencia de células madre adultas en el pancreas.
De todos estos trabajos se han descrito como posibles células madre: 1) las células
ductales; 2) células que expresan Ngn3; 3) PMPs (pancreas derived multipotent
precursores) 4) células que expresan el filamento intermedio nestina y 5) las células

acinares (Figura 1.23).
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Figura 1.22: Evidencias descritas de plasticidad de células madre adultas
de ratén. En la imagen se muestran los distintos linajes derivados a partir de
células madre de la médula 6sea como células del musculo esquelético,
musculo cardiaco o hepatocitos. Figura adaptada de Report on stem cells,
2001.

Inicialmente se describio que las células ductales en cultivo podian diferenciarse
a células productoras de insulina (235) y mas recientemente, se ha demostrado que las
células ductales fetales pueden diferenciarse también a células productoras de insulina
(214). Las células endocrinas derivan de un precursor pancreatico que expresa Ngn3 y
datos recientes indican la posibilidad de la existencia en el adulto de células que
expresan Ngn3 y que también en el adulto seria marcador de una poblacion de
precursores endocrinos (93). En busqueda de una poblacion de células madre en el
pancreas se han conseguido derivar precursores multipotentes pancreaticos (PMPs) de
manera clonal (de islotes y de ductos) a partir de los cuales se pueden diferenciar linajes

pancreaticos y neurales (252). Por ultimo, muy recientemente experimentos de

54



INTRODUCCION

trazamiento de linaje han demostrado que las células acinares pueden transdiferenciarse

a células productoras de insulina en presencia de EGF y nicotinamida (15).

También se ha descrito la posibilidad de que las células madre del pancreas sean
células que expresan nestina, que es un filamento intermedio que fue inicialmente
descrito como marcador de células madre neuronales. A pesar de que se ha descrito la
diferenciacion de células endocrinas (121), exocrinas y hepatocitos a partir de células
pancredticas que expresan nestina (307), ha habido mucha controversia sobre el uso de
nestina como marcador de progenitores epiteliales pancreaticos. Sin embargo, trabajos
recientes demuestran mediante trazamiento de linaje que las células nestina positivas
marcan una poblaciéon de precursores pancreaticos exocrinos durante el desarrollo
pancredtico (56, 69). También se ha demostrado que en el adulto durante la metaplasia
acinar-ductal las células acinares se desdiferencian generando una poblacion celular
nestina positiva similar a la observada durante el desarrollo pancreatico (185), aunque

esta observacion esta pendiente de ser confirmada por otros grupos.

ediferenciac, Figura ~ 1.23:  Esquema
° % general de las posibles
fuentes de neogénesis de
islotes en el pancreas adulto.
a) Transdiferenciacion directa
Tejido acinar Epitelio Ductal de la célula acinar a célula B o
indirectamente mediante la
\ / desdiferenciacion de la célula
Transdiferenciacion  Progenitores ductales acinar a célula ductal. b)
\ / " Celulas Pdx1+ Desdiferenciacion de la célula
" Subpoblaciones celulares , .
— especificas ductal a célula B o presencia
Neogénesis - PMPs en el epitelio ductal de
de células .
beta progenitores Pdx1+,
Proliferacion de células . . subpoblaciones celulares
beta pre-existentes Progenitores derivados h
de los islotes: especificas o PMPs. ¢)
* Células Ngn3+ : sy ,
\ Células * Células Nestina+ Proliferacion de células
endocrinas =" *PMPs preexistentes en el islote o
pre-exitentes presencia de progenitores
Ngn3+, o nestina+ o PMPs en

los islotes. Figura adaptada de Street CN., 2004.
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6. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS (ES)

Las células madre embrionarias de raton fueron aisladas por primera vez en
1981 (71, 178), utilizando técnicas de cultivo basadas en la experiencia obtenida del
cultivo de células EC. Las células ES murinas derivan de las células de la masa interna
de un blastocisto antes de su implantacion (3.5 dpc) (Figura 1.24). Las células ES
pueden diferenciarse a todos los linajes celulares derivados de las tres capas
embrionarias. Aunque las células de la masa interna tienen una vida corta en el embrion
in vivo, pueden propagarse de manera indefinida en cultivo en un estado indiferenciado,
creciéndolas en presencia de LIF (leukemia inhibitory factor) y/o sobre una capa de

fibroblastos embrionarios (MEF) (294).

Para el establecimiento de las células ES a partir de las células de la masa
interna del blastocisto (ICM), se aislan las células de la ICM y se transfieren a una placa
de cultivo con medio rico en nutrientes y factores de crecimiento. Ademas estas células
necesitan crecer sobre un soporte de fibroblastos fetales de raton irradiados (MEFs) o
inactivados con mitomicina para impedir su proliferacion, sobre los cuales se adhieren y
a su vez les suministran nutrientes. Las células forman colonias que luego son
disgregadas y vueltas a poner en una capa de MEFs estableciéndose asi los cultivos de
células ES (Figura 1.24). Unos afios mas tarde, se derivaron lineas de células ES que no
requieren co-cultivarse con células nodrizas ya que estdn adapadas al suplemento con
LIF. Esta condicidn es suficiente para el mantenimiento de la pluripotencialidad y la
capacidad de autorenovacion de las células, como las lineas CGR8 y E14Tg2a (113,

277).
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Figura 1.24: Establecimiento de una linea de células ES
en cultivo.

Las caracteristicas principales de las células ES son:

1. Son células indiferenciadas que pueden propagarse indefinidamente en
cultivo, con capacidad clonogénica, es decir, una Unica célula es capaz de
dividirse de manera simétrica y formar una poblacion entera de células
genéticamente idénticas a ella misma (Figura 1.20).

2. Son células pluripotentes, que pueden diferenciarse a todos los linajes
celulares derivados de las tres capas embrionarias: endodermo, ectodermo y
mesodermo, y también a células germinales (Figura 1.25).

3. Tienen un cariotipo diploide estable.

4. Generan teratomas si se transfieren a ratones inmunodeprimidos.

5. Capaces de integrarse en el blastocisto de un embrion en desarrollo y formar
quimeras.

6. Se caracterizan por la expresion de determinados marcadores de superficie e
intracelulares, entre los cuales destacar, los antigenos especificos de superficie
SSEA 1-4 (stage specific embryonic antigens), la expresion de factores de

transcripcion como Nanog (37) y Oct-4 (181), asi como la expresion enzimatica
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de fosfatasa alcalina y telomerasa, la actividad de la cual podria explicar, en

parte, la capacidad ilimitada de division de las ce’lulas ES.

7. Ademas son células faciles de modificar genéticamente.
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Figura 1.25: Tejidos derivados de las distintas capas embrionarias.
Figura adaptada de Report on stem cells, 2001.

Con el fin de definir una célula madre en base a un perfil de expresion génica,

concepto que se ha denominado stemness, en estos ultimos afios se ha trabajado mucho

en el estudio de marcadores expresados y mecanismos o vias de sefializacion comunes

en los distintos tipos de células madre. El interés por identificar marcadores

caracteristicos de células ES es debido a que los hasta ahora conocidos no se expresan

exclusivamente en células ES y por ello es necesario analizar la expresion de una

bateria de marcadores. Los marcadores que se muestran en la Tabla 1.4 son los que se

han ido describiendo como aquellos marcadores caracteristicos de células madre

embrionarias indiferenciadas.

En estos afios también se han estudiado las bases moleculares para el

mantenimiento de la capacidad de autorenovacion y el fenotipo indiferenciado de las
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células ES. Se ha descubierto la importancia de la expresion de los factores
transcripcionales Nanog (44, 196) y Oct4 (Octamer-binding transcription factor-4)
(207) principalmente, pero también de Sox2 (14), FoxD3 (102) y la activacién de la via
de sefalizacion de Stat3 (signal transducer and activator of transcription-3) (181, 210,
294). Mas recientemente se ha descrito la importancia de los BMPs (bone

morphogenetic protein) (302) y la via de sefializacion de Wnt (251).

Marcador Localizacion Expresion en células ES
de raton
Fosfatasa alcalina Superficie s
CD9 Superficie v
CRTR-1 Intracelular v
EHOX Intracelular X
FoxD3 Intracelular V4
Hsp27 Intracelular X
Nanog Intracelular s
Nucleostemin Intracelular V4
Oct-4 Intracelular V4
Pramel-4 Intracelular v
Pramel-5 Intracelular V4
Rex-1 Intracelular V4
Sox-2 Intracelular v
SSEA-1 Superficie s
SSEA-3 Superficie X
SSEA-4 Superficie X
Telomerasa Intracelular V4
Thy-1 Superficie X

Tabla 1.4: Marcadores expresados en células ES de ratén: v Marcador
expresado en células indiferenciadas, cuya expresion decrece durante la
diferenciacion. X Marcador que no se expresa en cé€lulas indiferenciadas
cuya expresion aumenta durante la diferenciacion.

Nanog, Oct4 y Stat3 son importantes para el mantenimiento de la capacidad de
autorenovacion y del estado indiferenciado de las células ES. Oct4 es necesario para la
regulacion del destino celular en el embrion, se expresa en la ICM y su expresion
disminuye durante la diferenciacion del trofoblasto. Nanog es importante para la

especificacion de las células pluripotentes del embridon temprano. Sox2 y FoxD3 estan
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implicados en el mantenimiento del epiblasto después de la implantacion. La activacion
de Stat3 por LIF en las células ES en cultivo les permite mantener su capacidad de
autorenovacion (aunque LIF no es necesario durante el desarrollo embrionario). En los
primeros estudios del mantenimiento del estado indiferenciado y la capacidad de
autorenovacion de las células ES se descubrio el papel crucial de Oct4 y Stat3 (LIF)
(181, 210), pero mas tarde se ha demostrado que la sobreexpresion de Nanog permite
que las células ES mantengan su estado indiferenciado de manera independiente al
estimulo de Oct4/Stat3. Por otra parte, también se ha observado en células que
sobreexpresan Nanog que la capacidad de formar colonias incrementa en presencia de
LIF, hecho que parece indicar que Nanog y Stat3 actian de manera sinérgica (44, 196).
Ademés se ha descrito recientemente que la presencia de nuevas sefales en el suero
contribuye a mantener la capacidad de autorenovacion y que Stat3 no es suficiente para

mantener esta capacidad (Figura 1.26).
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Figura 1.26: Combinacién de vias de sefializacion implicadas en el
mantenimiento del fenotipo indiferenciado y la pluripotencialidad de las
células ES. Los receptores de superficie inician la activacion de vias de
sefializacion que afectan factores de transcripcion implicados en la
pluripotencialidad (Oct-4 y Nanog) y en la autorenovaciéon (STAT3). Cuando LIF
se une a su receptor (LIFR) tiene lugar la heterodimerizacion de éste con otra
proteina transmembrana, glicoproteina-130 (gp130); esto implica la activacion de
quinasas que amplifican la sefial y la dirigen hacia el nucleo. Ademas el
heterodimero puede reclutar la tirosina quinasa janus (JAK) y la antifosfostirosina
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quinasa inmunoreactiva (TIK) que fosforilan el heterodimero. Esta fosforilacion
implica la activacion de la via de STAT3. A nivel nuclear, STAT3, Oct-4 y Nanog
activan o reprimen la expresion de genes implicados en el matenimiento de las
células madre. La funcion de Oct-4 puede conectarse con la de otros cofactores
como Sox2. Las integrinas, la via de Wnt y los BMPs también estan implicados
en estos procesos. Figura adaptada de Yates A., 2005.

La activacion de la via canonica de Wnt también juega un papel importante en el
mantenimiento del fenotipo indiferenciado ya que en ausencia de LIF es capaz de
mantener la expresion de Nanog y Oct4 (251). Por ultimo se ha descrito la importancia
de BMP4, que contribuye al efecto de LIF activando el factor de transcripcion SMAD4
(similar to mothers against decapentaplegic homologue-4) que a su vez activa genes Id
(inhibitor of differentiation). Se ha demostrado que la expresion de los Ids se induce por
BMP/Smad en células neuroepiteliales, mioblastos y en cultivos de células ES en
diferenciacion (Figura 1.26) y que los BMPs bloquean la diferenciacion neural mediante

la induccion de Ids.

Recientemente también se ha descrito la importancia, en el mantenimiento del
fenotipo indiferenciado y la capacidad de autorenovacion de las células ES, de las
proteinas del grupo Policomb (PcG) y de la estructura de la cromatina, es decir, su
estado de compactacion. Las PcG forman complejos represivos (PRCs) que se unen a la
cromatina y mediante modificaciones epigenéticas de la estructura de la cromatina
promueven el silenciamento de los genes (31, 161, 273). En las células ES, se ha descito
la importancia del complejo represivo PRC2, que contiene entre otras proteinas EZH2,
SUZ12 y EED (131), ya que no se han conseguido derivar lineas de células ES a partir
de blastocistos deficientes para Ezh2 (67, 212). Ademas se han mapeado los sitios de
unién al DNA de SUZI2 en el genoma humano, revelando que PCR2 se asocia a
regiones que contienen genes reguladores de procesos de desarrollo que estan
reprimidos en las células ES (161). Asimismo, se ha descrito que en muchos de los
casos las regiones del DNA a las que se une PCR2 son también regiones a las que se
unen Oct4, Sox2 y Nanog, sugiriendo que la funcion de los PcGs seria la de mantener la

represion de genes establecida en las células ES por Oct4, Nanog y Sox2.
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6.1. UTILIZACION TERAPEUTICA DE LAS CELULAS ES

Actualmente, una de las limitaciones terapéuticas mas importantes de la
medicina regenerativa es la falta de o6rganos para el transplante. Por ello, para ciertas
patologias la terapia celular podria ser una buena alternativa. Estas células pueden venir
del propio paciente (autotransplante), de un donante de la misma especie
(alotransplante) o de un donante de otra especie (xenotransplante). Las células
diferenciadas especializadas son una herramienta Optima para corregir las funciones
bioldgicas defectuosas, pero el problema principal es que tienen una capacidad de
proliferacion muy reducida, asi que el numero de células del cual se dispone es muy

bajo.

Otra alternativa es el uso de células madre adultas, pero asi como algunas de
ellas estan mas bien caracterizadas, como las hematopoyéticas y las mesenquimales, hay
otras que no lo estan y son dificiles de identificar y de aislar, como las pancreaticas y las
neuronales. Otro de los problemas de las células madre adultas es, en algunos casos, que

su capacidad de diferenciacion y su plasticidad es reducida (286).

Por este motivo, la utilizacion de las células madre embrionarias humanas para
el desarrollo de nuevas terapias celulares es una estrategia prometedora. Por un lado,
son una fuente importante de células debido a su inmortalidad y a su elevada tasa de
replicacion y por otro lado, debido a su pluripotencialidad son una posible fuente para
los distintos linajes celulares. Los estudios con células madre de ratdon apoyan el uso de
c¢lulas madre humanas, ya que las células diferenciadas derivadas de éstas al inyectarse
en el 6rgano, normal o patologico, se integran en la estructura del 6rgano y en ciertas
situaciones patologicas experimentales corrigen parcialmente y/o transitoriamente la
funcién bioldgica defectuosa (35, 141, 144, 152, 184). Trabajos recientes con células
ES humanas demuestran que, como las murinas, se integran eficazmente en el sistema

nervioso (236, 305).

Asi pues, parece posible el uso de las células ES humanas, para diferenciar in
vitro un amplio espectro de linajes celulares especializados, susceptibles de ser usados
en terapia celular para enfermedades degenerativas o debidas a la insuficiencia

funcional de las células. Entre estas patologias, podrian encontrarse la diabetes, el
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Parkinson, lesiones en la médula espinal, insuficiencias hepaticas, enfermedades

cardiovasculares, distrofia muscular de Duchenne y ciertos canceres.

6.1.1. LIMITACIONES DEL USO DE LAS CELULAS ES CON FINES
TERAPEUTICOS

Para que sea posible el uso de las células ES humanas en terapia celular se
tienen que solventar algunos obstaculos, para asegurarse de que no implican ningun

riesgo para el hombre. Entre estos obstaculos cabe destacar (Figura 1.29):

1. Las posibles modificaciones genéticas y epigenéticas que pueden surgir a lo
largo de los cultivos de estas células.

2. La obtencion de poblaciones homogéneas diferenciadas en cultivo.

3. Asegurarse de la integracion funcional de las células ES dentro del tejido.

4. Asegurarse de la compatibilidad inmunologica entre las células ES
(donante) y el receptor, para que no haya problemas de rechazo.

5. Asegurarse de que el uso de estas células no pueda ser causa de la
formacion de tumores o transmision de agentes infecciosos.

6. Solventar los problemas éticos que el uso de células ES conlleva.
Con el fin de intentar solucionar los limites que impiden actualmente el uso de

células madre humanas en medicina regenerativa se estan abordando distintas

soluciones.
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Figura 1.29: Objetivos a desarrollar para solventar las limitaciones de la terapia celular
con células ES humanas. Figura adaptada de Report on stem cells, 2001.

6.1.2. CONTROL DE LA DIFERENCIACION IN VITRO DE LAS CELULAS ES
EN UN TIPO CELULAR DE INTERES

La diferenciacion in vitro de células ES se puede abordar con distintas

estrategias:

* La optimizacion de las condiciones de cultivo, con el uso de factores solubles

inductores de la diferenciacion.

Para mejorar las eficiencias de diferenciacion hacia los diferentes linajes de
interés, en los ultimos afios se ha trabajado en el uso de factores solubles inductores o
inhibidores de ciertos programas de diferenciacion, afiadiéndolos al medio de cultivo.
Igualmente se han cribado moléculas y drogas que activan vias de sefializacion

especificas.
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» Sobreexpresion de factores de trascripcion implicados en el desarrollo

embrionario.

También con el interés de mejorar las eficiencias de diferenciacion se ha
trabajado en la sobreexpresion de factores de transcripcion en las células ES gracias a
técnicas de ingenieria genética, introduciendo mediante vectores de expresion el cDNA

del gen de interés.

Las técnicas empleadas para hacer de vehiculo del transgen han sido
principalmente, la transfeccion (mediante agentes quimicos, lipoliticos o por
electroporacion) o la transduccion mediante vectores virales (adenovirus y lentivirus).
Estas técnicas permiten la expresion dels transgen de forma estable o transitoria,
constitutiva o inducible y también regulada (controlada). Aunque la sobreexpresion de
transgenes en células ES, no es facil por distintos motivos. Primero, la eficiencia de
transfeccion por los sistemas clésicos es muy baja y segundo, la expresion estable del
transgen es dificil de mantener durante la diferenciacion. Para solventar estos puntos se
ha trabajado mayoritariamente en los ultimos afios en el uso de vectores virales y
también con sistemas de expresion inducible mediante recombinacion homologa en el
locus de ROSA26, usado por su accesibilidad a ser manipulado genéticamente y por su

expresion ubicua.

Otro avance tecnologico que esta siendo desarrollado es el de la aplicacion de
técnicas de interferencia de ARN (RNA1) con el fin de inhibir la expresion de genes de

interés.

« Seleccidn del tipo celular de interés por marcadores de superficie o por seleccién

genética

Las técnicas de citometria de flujo (FACS, fluorescent activated cell sorting) han
permitido seleccionar los tipos celulares de interés en base a la expresion de marcadores

de superficie especificos.

El uso de vectores de expresion, portadores de promotores especificos de los

linajes celulares de interés que controlan la expresion de un gen de resistencia a un
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antibiotico (i.e. Neomicina, higromicina), y/o la expresion de un gen reporter (GFP o
LacZ) han permitido seleccionar genéticamente los linajes diferenciados de interés. De
esta manera se pueden purificar las células diana, mediante la expresion del gen

reporter y/o por la resistencia al antibiotico.

* Uso de biomateriales (*scaffolds™) o cultivos en 3D (tres dimensiones)

Mas recientemente, se ha empezado a trabajar en la organizacion tridimensional
de las células en diferenciacién con las técnicas de ingenieria tisular. Con ello se
favorecen los contactos entre células que son indispensables para la comunicacion,
diferenciacion, maduracion y organizacion de las células. Ademads los materiales usados
para generar los andamiajes celulares podrian ser transplantados con ellas ya que en
muchas ocasiones son biodegradables (76). Sobretodo, se han hecho estudios en este
campo con c¢lulas madre adultas para la diferenciacion de osteoblastos y cardomiocitos.
Otros grupos también trabajan en cultivos 3D con distintos componentes de la matriz

extracelular, asi como laminina, matrigel o colageno (45, 169, 170).

6.2. DIFERENCIACION IN VITRO DE CELULAS MADRE
EMBRIONARIAS (ES)

Para la diferenciacion de las células ES in vitro muchos protocolos se basan en
la eliminacion de los agentes que permiten el mantenimiento del fenotipo indiferenciado
(LIF y/o MEFs) y la supresion de la adherencia a la placa. En estas condiciones, las
células ES forman agregados celulares, denominados cuerpos embrioides (EBs), que se
pueden generar de varias maneras como, mediante la técnica de gotas colgantes (296),
en cultivos en suspension liquida en placas bacteriologicas (60) o con el uso de medio
semisolido de metilcelulosa (291). Los EBs son estructuras tridimensionales similares a
embriones en la etapa de post-implantacion in vivo. Las células ES en el EB empiezan a
diferenciarse mimetizando el proceso de gastrulacion y contienen células de las tres
capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo), pero cabe destacar que el
EB carece de polaridad antero-posterior. Los precursores mesodérmicos y ectodérmicos
se forman en el EB en pocos dias, mientras que los endodérmicos requieren de cultivos

mas prolongados cuando en el EB se forma una cavidad y se vuelve cistico (1, 157)
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(Figura 1.27). Esto indica que el proceso de formacion de las tres capas embrionarias se

reproduce in vitro.
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Figura 1.27: Diferenciacién de las células ES en suspensién formando EBs. A) Iméagenes
de inmunocitoquimicas de las distintas capas embrionarias que podemos encontrar en un
EB. a) Agregado celular (dia 0). b) Los destinos celulares quedan en parte determinados por su
posicion en el EB. Las células de la masa interna a dia 2 expresan Oct4 y mantienen su
pluripotencialidad. ¢, d) Las células pierden la expresion de Oct4 y expresan spac (marcador de
endodermo parietal) y AFP (marcador de endodermo visceral) a dia 4. e,f) Posteriormente,
tienen lugar cambios morfologicos y se forma una capa de células epiteliales (indicada con
flechas) y se empiezan a expresar marcadores de ectodermo primitivo (Fgf5). g) Alrededor del
dia 4, las células pluripotentes empiezan a diferenciarse en células caracteristicas de las tres
capas embrionarias: mesodermo (branchyury), ectodermo y endodermo. Estas células pueden
diferenciarse a los distintos linajes derivados de cada una de las capas. Barra = 75uM. B)
Esquema de los distintos linajes celulares que se diferencian en los cuerpos embrioides
(EB). Figura adaptada de Rathjen J. 2001.

Tanto el tipo como la eficiencia de diferenciacion de las células ES se ven
afectados por parametros como densidad celular, componentes del medio, factores de

crecimiento, proteinas de la matriz extracelular, pH y osmolaridad.
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Las células ES de raton se han conseguido diferenciar in vitro a linajes derivados
de mesodermo, ectodermo, endodermo (Figura 1.28) y mas recientemente al linaje

germinal.

6.2.1. DIFERENCIACION A LINAJES CELULARES ECTODERMICOS

La diferenciacion de las células ES a células neuronales fue publicada de manera
independiente por 3 grupos en 1995 (17, 77, 268). Diversos estudios también han
demostrado la capacidad de las células ES de generar precursores neuronales (165,
221), neuronas serotonérgicas (75), GABAérgicas (160), glutaminérgicas (138),
dopaminérgicas (160) y motoras (290). Ademas de células neuronales se han
diferenciado a partir de células madre otros linajes de origen ectodérmico como,

oligodendrocitos (34, 279) y astrocitos (275).

6.1.2. DIFERENCIACION A LINAJES CELULARES MESODERMICOS

Los linajes celulares derivados del mesodermo son los mas faciles de diferenciar
a partir de células ES. El linaje mas estudiado ha sido el hematopoyético (Keller 2005),
pudiéndose diferenciar a partir de células madre tanto los linajes hematopoyéticos
primitivos como definitivos (39, 136, 204, 209, 291). Ademés se han diferenciado
células endoteliales (163, 238, 300), cardiacas (144, 176, 200, 297), adiposas (52),
osteoblastos (23, 36) y condrocitos (145).

6.2.3. DIFERENCIACION AL LINAJE GERMINAL

La diferenciacion de células ES al linaje germinal, tanto femenino como
masculino, se ha demostrado recientemente. Se han diferenciado células similares a

oocitos (120) y células germinales masculinas (85, 278).
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6.2.4. DIFERENCIACION A LINAJES CELULARES ENDODERMICOS

La diferenciacion de las células ES a linajes endodérmicos se ha centrado
principalmente en la diferenciacion de células pancreaticas endocrinas (13, 24, 148,
151, 257, 262) y hepaticas (100, 101, 129, 234). También se han conseguido diferenciar

tirocitos (168), células intestinales (299) y células pulmonares (5).

La eficiencia de diferenciacion de las células ES a linajes celulares derivados del
endodermo es mucho mas baja que la diferenciacion a linajes ectodérmicos y
mesodérmicos. Esta baja eficiencia es debida a la falta de marcadores especificos del
endodermo definitivo. Los marcadores cldsicos de endodermo definitivo (Foxa2,
HNF3B, Gata4 y Sox17), de desarrollo hepatico (a-fetoproteina y albimina) y de
pancreas (insulina y Pdx1) también se expresan en el endodermo visceral. El
endodermo visceral deriva del endodermo extra-embrionario y éste no contribuye a la
formacion de los 6rganos. Debido a esta similitud en los perfiles de expresion es dificil
distinguir el endodermo definitivo del visceral en los cultivos de células ES en
diferenciacion. Por otro lado, el suero fetal bovino (FBS) parece ser un buen inductor de
la diferenciacion mesodérmica pero no de la endodérmica (49, 149). Por ultimo, los
factores inductores especificos implicados en la diferenciacion endodérmica son menos

conocidos que los implicados en la diferenciacion neuroectodérmica y mesodérmica.

Por ello en los ultimos afios distintos grupos se han centrado en el estudio de la
diferenciacion de las células ES en células del endodermo definitivo, con el fin de
diferenciar a partir de ellas los distintos linajes derivados del endodermo. El principal
problema ha sido definir que bateria de marcadores identificaba correctamente al
endodermo definitivo, expresandose muchos de ellos también en el mesodermo o
mesoendodermo, entre ellos encontramos Foxa2, HNF3p, Gata4, Sox17, Mixl1, Gsc y
Branchyury (49, 134, 149, 274). Los protocolos descritos para la diferenciacion de
células ES a endodermo definitivo se basan en el uso de Activina A en los cultivos asi

como bajas concentraciones o ausencia de FBS en el medio de cultivo.
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Figura 1.28: Diferenciacion in vitro de células ES. Células ES indiferenciadas (A), se agregan
en suspension formando cuerpos embrioides (EBs) (B), que contienen células de las tres capas
embrionarias. Se muestran distintos tipos celulares diferenciados a partir de las células ES
marcadas con un anticuerpo especifico de tejido (entre paréntesis). C: cardiomiocitos (titin Z-
band epitopo). D: musculo esquelético (titin Z-band epitopo). E: musculo liso (a-actina de
musculo liso). F: neurona (BIII tubulina). G: célula glial (proteina acida fibrilar de la glia,
GFAP). H: células epiteliales (citoqueratina 8). |: células pancreaticas endocrinas (insulina
(rojo), péptido C (verde), insulina y péptido C colocalizacion (amarillo)). Ky L: hepatocitos (K,
albumina; L, al-antitripsina). Barras = 0.5 pum (H), 20 um (1), 25 um (C, D, E), 30 um (K, L),
50 um (B, G), and 100 um (A, F). Figura adaptada de Wobus A., 2005.
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7. DIFERENCIACION IN VITRO DE CELULAS ES A
CELULAS B PANCREATICAS

En los ultimos afios varios grupos han trabajado en la diferenciacion de las
células ES a cé¢lulas B, siendo las primeras publicaciones del ano 2000 (262).
Esencialmente, los estudios han sido realizados en células ES de raton que han servido
de base para los estudios en células ES humanas. Las estrategias usadas para obtener
células B a partir de células ES han sido multiples y a veces combinando varias de ellas,

de entre las cuales las principales han sido:

1. Diferenciacion espontanea de las células ES.

2. Diferenciacion a partir de células que expresan nestina.

3. Diferenciacion mediante la utilizacion de factores de crecimiento.

4. Diferenciacion mediante la sobreexpresion de factores transcripcionales.

5. Seleccion genética de las células diferenciadas.

7.1. DIFERENCIACION ESPONTANEA DE LAS CELULAS ES A
CELULAS B

Las células ES tanto humanas como de raton son capaces de diferenciarse de
manera espontdnea en células que expresan insulina, es decir, en ausencia de factores
inductores de la diferenciacion pancreatica y de sistemas de seleccion (13, 133, 162,
260, 262). Para la diferenciacion de las células ES a células 3 se induce la formacion de
EBs, ya que como, se ha comentado en el apartado 2, el pancreas deriva del endodermo
y con los EBs ya se obtiene el paso inicial e indispensable de formacion de células

endodérmicas.

El protocolo de diferenciacion espontanea consiste en eliminar el LIF del medio
de cultivo e inducir la formacioén de los EBs, mediante la técnica de gotas colgantes o
mediante agregacion espontanea. Segun los protocolos estos EBs se mantienen en
suspension entre 2 y 8 dias y posteriormente se cultivan en condiciones adherentes

durantes periodos de 7 a 28 dias.
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En estas condiciones de diferenciacion espontinea la eficiencia de
diferenciacion de las células ES a células que expresan insulina es muy baja siendo
segun los protocolos del 0,1% (133, 260), 1% (262) o como maximo del 2% (162).
Ademas las células obtenidas son inmaduras, considerandose por eso células f-like,
porque el contenido de insulina por célula es del 0,01% (262) en comparacién con una

célula B y son incapaces de secretar insulina en respuesta a glucosa (13, 260).

También se ha demostrado que al inducir la diferenciacion espontédnea de las
células ES, la cinética de expresion de genes reguladores del desarrollo pancreatico
sigue una jerarquia reminiscente a la que tiene lugar durante el desarrollo embrionario
(133, 261), lo que permite hipotetizar que se podrian propagar dichas células y con el
uso de factores solubles activar vias de sefializacion adecuadas para la diferenciacion al

linaje celular de interés.

7.2. DIFERENCIACION DE CELULAS B A PARTIR DE CELULAS
QUE EXPRESAN NESTINA

Debido a las similitudes que hay entre las células neuronales y las células
pancreaticas endocrinas y también el hecho de haberse detectado la expresion de nestina
(filamento intermedio utilizado como marcador de células madre neuronales) en el
pancreas (121), distintos grupos han estudiado la posibilidad de obtener células
productoras de insulina mediante la seleccion de células nestina, usando los protocolos
de diferenciacion inicialmente descritos para la diferenciacion de neuronas (160).
Lumelsky et al. fueron los primeros en abordar esta estrategia, obteniendo un 15% de
células que expresan insulina 2, pero el contenido de insulina por célula es 50 veces
menor que el de una célula . Ademas no expresan ni insulina 1 ni Pdx-1, y no
normalizan la glicemia en ratones diabéticos. A pesar de la ausencia de funcionalidad de
las células generadas, distintos grupos trabajaron sobre el protocolo de Lumelsky

intentando mejorarlo (25, 115, 197, 198, 253) (Figura 1.30).
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Aun asi, los resultados obtenidos no son significativamente mejores en cuanto al
contenido de insulina por célula y a la normalizaciéon de la glicemia en ratones
diabéticos. Incluso se observa en algunos casos que las células que expresan insulina
son apoptoticas (25, 253). Este hecho gener6 mucha controversia debido a que no
estaba claro si la insulina presente en las células era producida por éstas o endocitada
del medio de cultivo, proponiéndose validar la expresion de novo de insulina mediante
la coexpresion del péptido C, demostrando que la insulina detectada en las células no

era sintetizada de novo sino que parece ser endocitada del medio de cultivo (233).

Sin embrago, recientemente otros estudios han intentado optimizar estos
protocolos teniendo en cuenta dichas limitacions (22, 24) (Figura 1.30). Las
conclusiones principales de estos trabajos proponen que la eliminacion de ITSFn y
FGF-2 del medio de cultivo durante la preseleccion de los progenitores pancreaticos que
expresan nestina y antes de la induccion de la diferenciacion pancreatica incrementa la
eficiencia de diferenciacion de células ES a células que expresan insulina y péptido C y

disminuye el porcentaje de células apoptoticas (24).
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Figura 1.30 A: Comparacion de 5 protocolos usados para la diferenciacion de células ES a
células productoras de insulina a partir de células que expresan nestina. Las imagenes de la
parte inferior muestran inmunofluorescencias de insulina o péptido C/insulina segun el
protocolo. Protocolo 1: Hay poblaciones celulares que expresan insulina (rojo) y otras que
expresan péptido C (verde) pero no hay nunca coexpresion. Protocolo 2: Después de la etapa 5
se observan grupos de células que expresan péptido C (rojo), pero nunca hay coexpresion con
insulina (Dox, doxiciclina). Protocolo 3: Se observa coexpresion (amarillo), indicada con la
punta de flecha, de péptido C (verde) con insulina (rojo). La flecha indica células que expresan
insulina con nucleo condensado, que es signo de apoptosis. *= replaqueo en poly-L-
ornitina/laminina o poly-L-lisina/laminina. Figura adaptada de Kania G., 2004.
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Figura 1.30 B: Comparacion de 5 protocolos usados para la diferenciacion de células ES a
células productoras de insulina a partir de células que expresan nestina. Las imagenes de la
parte inferior muestran inmunofluorescencias de insulina o péptido C/insulina segun el
protocolo. Protocolo 4 a, b: No se observa marcaje de péptido C y las células que expresan
insulina (rojo) parecen ser apoptdticas. Protocolo 4c: Se observa coexpresion (amarillo) de
péptido C (verde) e insulina (rojo), después de afadir un inhibidor de PI3K (fosfoinositol 3
quinasa) al medio de cultivo. Protocolo 5: Se observa coexpresion (amarillo), indicado con la
cabeza de flecha, de péptido C (verde) e insulina (rojo). Pero también se observan células que
expresan insulina y no péptido C, marcadas con la flecha, estas células podrian ser apoptdticas,
si bien en un numero inferior al de los otros protocolos. *= replaqueo en poly-L-
ornitina/laminina o poly-L-lisina/laminina. Figura adaptada de Kania G., 2004.
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7.3. UTILIZACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO PARA LA
DIFERENCIACION

7.3.1. UTILIZACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO CONOCIDOS

El conocimiento sobre el desarrollo embrionario ha permitido en estos ultimos
afnos disefar protocolos de diferenciacion de células ES a células 3, basados en el uso
de factores de crecimiento y moléculas de sefializacion implicadas en el desarrollo
pancreatico in vivo. Entre ellos encontramos: activina A, acido retinoico, GLP-1,
extendina-4, activina BB, nicotinamida, TGF-B1, TGF-B2, FGF7, FGF10, FGF-2,
EGF.

Distintos miembros de la familia TGF se expresan en el pancreas durante el
desarrollo embrionario entre E12 y PO con distintos niveles de expresion como TGFf-1,
TGFB-2 y TGFB-3. Recientemente, se ha demostrado que TGF-B2 induce la
diferenciacion de las células ES a células que expresan Pdx-1 (259). También, se ha
descrito extensamente que activina A juega un papel importante en la formacion del
endodermo definitivo (112, 150). Su uso en los cultivos de células ES en diferenciacion

(49, 149) aumenta induce la diferenciacion endodérmica.

El 4cido retinoico (RA) es un inductor de la formacion del mesodermo,
ectodermo y juega también un papel importante en la formacioén del pancreas. Se ha
demostrado que RA puede regular la diferenciacion de las células ES a células que
expresan Pdx1, marcador de precursores pancreaticos (188). Recientemente, se ha
demostrado que el uso de RA en combinacion con Activina A induce la diferenciacion

de las células ES a células productoras de insulina (258).

El FGF-2 y activina BB son expresados por la notocorda y se ha descrito que
activina BB es capaz de mimetizar la accion de la notocorda sobre el endodermo durante
el desarrollo, inhibiendo la expresion de Shh en el territorio del endodermo pre-
pancreatico (108). En cultivos de células ES se han usado anticuerpos dirigidos contra

Shh para inhibir la proteina, asi como ciclopamina (compuesto quimico que bloquea la
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via de senalizacion de Hh) (162) observandose un incremento en la expresion de

marcadores endocrino (162).

Distintos miembros de la familia de FGFs estin implicados en el desarrollo
pancreatico. Muy recientemente se ha descrito que FGF10 junto con ciclopamina
inducen la expresion la expresion de transcritos de insulina en célula ES en

diferenciacion (Figura 1.31) (50).

El papel de los EGFs en el crecimiento y proliferacion del epitelio pancreatico se
ha observado tanto in vitro como in vivo (41, 189). Los conocimientos sobre el efecto
de los FGFs y EGFs en el desarrollo/diferenciacion pancreatica se han usado en los
protocolos basados en la seleccion de células que expresan nestina para la
diferenciacion de células B, y en la etapa de diferenciacion de estas células hacia células
B pancreaticas, se incuban con FGF-2 y EGF para favorecer la diferenciacion

pancredtica.

La nicotinamida es un inductor de la diferenciacion endocrina (224, 258) y se ha
descrito como en cultivos de células ES es capaz de inducir la proliferacion y la
diferenciacion de células que expresan insulina (281). GLP-1 y extendina-4 (un agonista
de éste), inducen la diferenciacion de las células que expresan nestina en células

productoras de insulina (16, 304).

Con el objetivo de incrementar la eficiencia de diferenciacion de células ES a
células productoras de insulina recientemente distintos grupos han abordando
protocolos de difereciacion de células ES basados en distintos pasos en los que se
induce la diferenciacién de las células ES a endodermo definitivo, con el uso de
Activina A y ausencia de suero en los cultivos, para su posterior diferenciacion a células
productoras de insulina (50, 298). Estos estudios demuestran que la especificacion
inicial de las células ES a células del endodermo definitivo es critica para una eficiente

produccion de células productoras de insulina (Figura 1.31).
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
. . . ) Endodermo Células endocrinas
Endodermo definitivo Tubo !nt_e_stlnal Tubo lntee‘_.tlnal pancrestico y que expresan
primitivo posterior precur. endocrinos hormonas
Activin + Wnt Activin FGF10 + CYC RA + CYC + FGF10 +/- DAPT; Ex4 +/- Ex4; IGF1; HGF
RPMI + 0% FES RPMI + 0.2% FBS RPMI + 2% FBS DMEM + 1% B27 CMRAL + 1% B27
. 1-2 dias | 1-2 dias . 24 dias | 24 dias | 2-3 dias | 3+ dlias |
._,@_,._,._,@_.@_,@
OCT4 SOX17 HNF1B PDX1 NKX8-1 INS
NANOG FCF4 CER HNF4A HNF& NGN3 CGC
Saxz2 WNT3 FOXAz2 HLXB3 PAX4 GHAL
ECAD NCAD CXCR4 NKXz-2 58T
PPY

Figura 1.31: Esquema del protocolo de diferenciacion de células ES a células productoras
de insulina basado en 5 etapas. Cyc = KAAD-ciclopamina. RA = acido retinoico. DAPT:
inhibidor de secretasas. Ex4 = exendina 4. ME = mesoendodermo. DE = endodermo definitivo.
PG = tubo intestinal primitivo. PF = tubo intestinal posterior. PE = endodermo pancreatico y
precursores endocrinos. EN = células endocrinas productoras de hormonas. Figura adaptada de
D’Amour KA. et al. 2006.

7.3.2. PANCREAS EMBRIONARIO COMO FUENTE DE FACTORES
DIFERENCIADORES.

Aunque los estudios realizados sobre el desarrollo pancredtico han permitido
identificar factores implicados en la especificacion y la diferenciacion pancreatica,
muchos de ellos todavia son desconocidos. Por ello algunos grupos han trabajado con el
co-cultivo de pancreas embrionarios o el suplemento de sobrenadantes del cultivo de
éstos en los protocolos de diferenciacion de las células ES a células pancreaticas f3, bajo
la hipdtesis de que los pancreas embrionarios secretarian un coctel de factores solubles
implicados en el desarrollo pancreético, hecho que permitiria la diferenciacion de las

células ES a células pancredaticas (33, 261, 262, 282).

Con el uso de los sobrenadantes del cultivo de pancreas fetal del estadio de
E16.5 como proveedores de factores solubles, se ha conseguido aumentar el porcentaje
de células que expresan insulina (282). Estas células seleccionadas genéticamente (con
el promotor de Nkx6.1) expresan péptido C y Glut-2, ademas de secretar insulina en
respuesta a glucosa y de normalizar temporalmente la glicemia en ratones diabéticos
temporalmente (162). Con todo podemos concluir que las células ES in vitro son

capaces de responder a sefales implicadas en el desarrollo pancreatico.
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Recientemente, se ha descrito que células ES humanas diferenciadas
cotransplantadas con péancreas embrionario en la capsula renal se diferencian a los
distintos linajes epiteliales pancredticos y que las células diferenciadas que expresan
insulina comparten caracteristicas con las células B adultas, incluyendo la sintesis y
procesamiento de la proinsulina, y la expresion de factores de transcripcion como

Foxa2, Pdx1 e Isl-1.

7.4, EXPRESION ECTOPICA DE FACTORES DE
TRANSCRIPCION

El conocimiento de los distintos factores de transcripcion implicados en el
desarrollo de las células B, ha permitido trabajar en la sobreexpresion de estos para
facilitar la diferenciacion de las c€lulas ES a células 3, como ya se habia hecho en otros
modelos de diferenciacion. Asi pues se han sobreexpresado, de manera estable, los

siguientes factores de transcripcion implicados en el desarrollo de las células : Foxa2,

Pax4, Nkx2.2 y Pdx1.

La sobreexpresion de Pax4, por transfeccion del ADN plasmidico, usando los
protocolos de Blyszczuk de seleccion de células nestina (Figura 1.28B), conduce a una
mejora significativa de la diferenciacion de células ES a células productoras de insulina
respecto a los resultados obtenidos utilizando células parentales. Estas células
consiguen normalizar la glicemia de ratones diabéticos. Sin embargo, la cantidad de

insulina producida por célula sigue siendo muy baja.

La sobreexpresion de Nkx2.2, usando los protocolos de diferenciacion
espontanea, permiten aumentar 10 veces las células que expresan insulina (260) y 3,5
veces la secrecion de ésta. Pero estas células no consiguen normalizar la glicemia de

ratones diabéticos.
La sobreexpresion condicional de Pdx-1 en células ES de raton (197) induce la

expresion de marcadores como insulina 2, somatostatina, ngn3, glucoquinasa y pax6.

Por otro lado, la sobreexpresion de Pdx-1 en célula ES humanas, incrementa la
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expresion de insulina y favorece la diferenciacion de células que coexpresan péptido C
(151), aunque no es suficiente para estimular la expresion de Glut-2. Por otro lado,
trabajos recientes aportan resultados contradictorios, puesto que la expresion ectdpica
de Pdx-1 no induce la diferenciacion de las células ES humanas a células que expresen

insulina (155).

Recientemente, se ha descrito que la induccion condicional de la expresion de
Ngn3 en células ES en diferenciacion induce un incremento de las células que expresan

insulina, glucagén y somatostatina (298).

7.5, SELECCION GENETICA DE LAS CELULAS
DIFERENCIADAS

En general, uno de los problemas principales de los protocolos de diferenciacién
de células ES es que los cultivos diferenciados de éstas son heterogéneos, al contener
poblaciones mixtas de células diferenciadas. Por ello, ha sido importante el desarrollo
de procesos de seleccion genética para purificar y enriquecer el linaje celular de interés

en los cultivos.

Distintos grupos han abordado esta estrategia utilizando vectores de seleccion
genética que contienen el promotor de insulina (262, 282) o de Nkx6.1 (162) que
regulan la expresion del gen de resistencia a un antibidtico. En el primer caso (promotor
de insulina), después de la seleccion y usando nicotinamida o sobrenadante pancreatico
fetal para forzar la diferenciacion pancreética endocrina, se obtuvo un 91% de células
que coexpresan insulina y péptido C y un 48% de células que coexpresan insulina y
Glut-2 (282). En el segundo caso (promotor de Nkx6.1), después de seleccion el 100%
de las células expresan Pdx1l, Nkx6.1 e insulina (162). Ambos protocolos permiten

obtener células que corrigen transitoriamente la glicemia en ratones diabéticos.
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Referencia Tipo Protocolo Secrecion Correccion
celular de de la
insulina  glicemia

Soria et al. 2000 mESC  Seleccion plnsulina + +

Assady et al. 2001 hESC  Dif. Espontanea - N.d.

Lumelsky et al. mESC  Seleccion Nestina + -

2001

Hori et al. 2002 mESC  Seleccion Nestina+ inhib. + +
PI3K

Shiori et al. 2002 mESC  Dif. espontanea + DTZ - N.d.

Kahan et al. 2003 mESC  Dif. Espontanea N.d. N.d.

Moritoh et al. 2003 mESC  Seleccion Nestina + + -
Seleccion plnsulina

Blyszczuk et al. mESC  Seleccion Nestina + Pax4 + +

2003

Ledn-Quito et al. mESC  Seleccion pNkx6.1 + +

2004

Miyazaki et al. 2004 mESC Seleccion Nestina - -

Segev et al. 2004 hESC  Seleccion Nestina - N.d.

Blyszczuk et al. mESC  Seleccion Nestina + Pax4 + +

2004

Ku et al. 2004 mESC  Activina BB, extendina4, N.d. N.d
nicotinamida

Bieberich 2005 mESC  Seleccion Nestina + N.d.

Shi et al. 2005 mESC  Activina A, RA, Exendina4 + +

Brolen et al. 2005 hESC  Dif. Espontanea N.d. N.d.

Shirio et al. 2006 mESC  Dif. Espontanea + DTZ + - N.d.
Nkx2.2

Kwon et al. 2005 hESC  Dif. Espontanea + Tat-Pdx1 N.d. N.d.

Lavon et al. 2006 hESC  Dif. Espontanea + Pdx1 o N.d. N.d.
Foxa2

Vaca et al. 2006 mESC  Dif. Espontanea + SN + + +
seleccion plns.

D’Amour et al. 2006 hESC  Activina A +RA+ Ciclop. + + N.d.

FGF10 + DAPT + Exendina4

Tabla 1.6: Tabla recapitulativa de los estudios publicados sobre la diferenciacién de
células ES a células . mESC = células ES de raton. hESC = células ES humanas. N.d. = no
determinado. RA = 4cido retinoico. DAPT = inhibidor de y-secretasas. Inhib. PI3K = Inhibidor
de la fosfatidil inositol 3 quinasa. DTZ = ditizona. Dif. = diferenciacion.
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8. DIFERENCIACION IN VITRO DE CELULAS ES A
CELULAS ACINARES PANCREATICAS

Hasta el momento la informacion que se tiene sobre la diferenciacion de células
ES a células pancreaticas acinares se basa en los resultados del analisis de la expresion
de algiin enzima disgestivo (amilasa y carboxipeptidasa) por RT-PCR semicuantitativa

en trabajos en que se estudia la diferenciacion endocrina (187, 198).

Recientemente, se ha descrito que células ES humanas cotransplantadas con
pancreas embrionario en la cdpsula renal de raton se diferencian a los distintos linajes

epiteliales pancreaticos, tanto endocrinos como exocrinos (33).

En el momento de iniciar este estudio, trabajos previos de nuestro grupo
demuestran que las células ES pueden adoptar un fenotipo pancreatico acinar cuando se
induce la diferenciacion espontdnea de estas células y que la cinética de expresion de
genes reguladores del desarrollo exocrino pancreatico siguen una jerarquia reminiscente

a la que tiene lugar durante el desarrollo embrionario.
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OBJETIVOS

Debido a la dificultad del matenimiento del fenotipo de las células acinares en
cultivo y los escasos modelos de lineas celulares acinares in vitro nos hemos interesado
en el modelo de las células ES para diferenciar células acinares in vitro. Este modelo,
por un lado puede ser usado como sistema alternativo para desarrollar modelos celulares
en cultivo que representen diferentes estadios de la diferenciacion acinar, y por otro lado
nos ayudara a entender y conocer mas sobre las vias de sefalizacion, los factores
solubles y los factores de transcripcion implicados en las distintas etapas del desarrollo

de las células acinares.

Para diferenciar las células ES a células acinares in vitro hemos abordado una

estrategia multiple basada en los siguientes objetivos:

1. La optimizacion de las condiciones de cultivo con el uso de factores solubles y
sobrenadantes pancreaticos.

2. La sobreexpresion de factores de transcripcion implicados en el desarrollo
pancreatico.

3. Seleccion genética de las células comprometidas al linaje acinar.
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MATERIALES Y METODOS

1. CONDICIONES DE _CULTIVO DE LAS CELULAS ES CGRS
INDIFERENCIADAS

1.1. MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS CGRS8 INDIFERENCIADAS

La linea de células ES que se ha utilizado en este estudio ha sido la linea de
raton CGR8 establecida en 1987 (113), que crece en cultivo sin necesidad de la
presencia de una capa de células nodrizas (MEFs), facilitando algunos abordajes
experimentales (i.e. transfeccion). Las células CGR8 se cultivan de manera

indiferenciada bajo las siguientes condiciones:

» Para su adherencia a la placa de cultivo (Corning) es necesario incubar la placa
con una solucion de 0,1% gelatina-PBS 1X durante 30 min.

e ElI medio de cultivo utilizado es GMEM (Glasgow’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con:

Componentes del medio de cultivo  Concentracion

de células ES indiferenciadas

GMEM

FBS 10%
L-glutamina 1%
Penicilina/estreptomicina 1%
Aminoacidos no esenciales 1%
Piruvato sodico 1mM
-mercaptoetanol 0,1 mM
LIF 1000 U/ml

Tabla 2.1: Composicion del medio de cultivo de células
ES indiferenciadas.

« El cultivo se realiza a 37°C en una atmosfera de CO, al 7,5%.
 El medio de cultivo se cambia diariamente y las células se tripsinizan cada 2
dias.
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1.2. CONDICIONES DE TRIPSINIZACION DE LAS CELULAS CGRS

Las células CGR8 se tripsinizan cada dos dias (cuando aproximadamente estan a
un 75% de confluencia), con el fin de mantenerlas a una densidad 6ptima que les
permita mantener el estado indiferenciado y su capacidad de autorenovacion y

pluripotencialidad.

Antes de tripsinizar las células, éstas se pre-incuban una hora con medio de
cultivo fresco y posteriormente se tripsinizan durante 1 minuto a 37°C con tripsina a una
concentracion 5X. Se inhibe la accién de ésta con el medio de cultivo que contiene FBS
y seguidamente, se centrifugan las células a 1000 rpm durante 5 min. Las células son

resembradas a una dilucién 1:3 (1,8-10° cél./cm?).
1.3. CONDICIONES DE CONGELACION DE LAS CELULAS CGR8

Para congelar las células ES, se tripsinizan (ver apartado 1.2), se cuentan y se
congelan en el medio de congelacién (Tabla 2.2) a razén de 1-10" células/criotubo, para
ser descongeladas posteriormente en placas de 100 mm <. Primero se colocan los
criotubos en recipientes de congelacion (Nalgen) que contienen isopropanol para que la
congelacion sea uniforme y progresiva al guardarlas a -80°C. Al dia siguiente, se

traspasan las células a N, liquido, en donde se almacenan.

Componentes del medio de Concentracion
congelacion
Medio células ES (Tabla 2.1) 50%
FBS 40%
DMSO 10%

Tabla 2.2: Composicion del medio de congelacion celular.
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MATERIALES Y METODOS

2. VECTORES

DE EXPRESION GENICA: ADENOVIRUS

Y

LENTIVIRUS

2.1. CONSTRUCCION
ADENOVIRUS Y LENTIVIRUS

DE LOS VECTORES

DE EXPRESION GENICA:

Los cDNAs de los genes codificantes para los factores de transcripcion de

interés fueron clonados en los vectores de expresion pShuttle-CMV para la generacion

de adenovirus (p48, Mistl, LacZ y GFP) y pwW10 para la generacion de lentivirus (Pdx1

y GFP).

1. En el plasmido pShuttle-CMV (107) los cDNAs de interés fueron clonados

Seiial de
Utk p encapsulacidn
Moy, MCS

o » Y PolyAs
pShuttle-CMV
7465 bp
e
‘%;,» ~_ Brazo
derecho
'P..-‘

Brazo izquierdo

en el sitio de clonaje multiple de manera que

la expresién del gen de interés queda bajo el
control del promotor de CMV (Figura 2.1).
Este vector es necesario para la posterior
formacion de las particulas recombinantes
adenovirales, que fueron generadas por los

laboratorios de CHU de Nantes, Francia.

Figura 2.1: Vector pShuttle-CMYV adenoviral.

2. En el plasmido pW10 (0 R4SA-EFs-EGFP-W) (177) antes de clonar los

NoTI 671

XbaI 678

/S el 775
Amp //p

Promotor CMV
‘ RUS
usnu\

XhoI 3969
AccT 3964 |
SalT 3963 !-
EcoRV 3942 |

BgIIT 3889

pW10-6FP
7713 bp

ClaT 2869
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eGFP |

BamHI 3117

Figura 2.2: Vector pW10 lentiviral.

cDNAs de
cDNA de GFP que fue reemplazado por el

interés fue necesario escindir el

cDNA de interés, de manera que la expresion de
éste queda bajo el control del promotor de EFla
(Figura 2.2). Este vector es necesario para la
de

recombinantes lentivirales, que fueron generadas

posterior  formacion las  particulas
por el grupo del Dr. Savatier (INSERM, Lyon,

Francia).
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2.2. VECTORES LENTIVIRALES Y ADENOVIRALES USADOS EN ESTE
ESTUDIO

Vector de cDNA cDNA cDNA Plasmido

expresion Especie Origen Digestion Nombre Digestion
pShuttle-p48 Rata P.K. Wellauer  Kpnl-Xhol pShuttle Kpnl-Xhol
pShuttle-Mist1 Raton K. Konieczny  Banll-Notl pShuttle EcoRV
pShuttle-GFP Medusa P.Savatier NI pShuttle NI
pShuttle-LacZ Bacteria P.Savatier NI pShuttle NI
pW10-Pdx1 Raton C.Wright Sall-Bglll  pwW10-eGFP  BamHI-Xhol
pW10-GFP Medusa P.Savatier pW10-eGFP

Tabla 2.3: Descripcion de le estrategia de clonajes de los factores de transcripcion en los
vectores de expresion. NI = Informacion no disponible.

pCMV pCMY
Byl Bgll
Kpnl Kpnl
sall Sall
MCS
Noti Noti
- ‘hol 1250pb | pShuttle-CMV <hol
Hindll Mist-1 ratén all LI
Xbal Xbal
EcoRY EcoRvea— [\ist-1
PolyA PolyA s

Figura 2.3: Esquema de los vectores pShuttle p48 y Mist-1. El cDNA de p48 fue escindido
de su vector de origen (pcDNA3-48, del Dr. F.X. Real) por Kpnl-Xhol del MCS siguiente:
Hindll1-KpnI-Asp718-BamHI-EcoRI- Xho1-PaeR71-Xbal; y fue clonado en el
pShuttle por las mismas dianas de restriccion (Kpnl-Xhol). EI cDNA de Mist-1 fue escindido de
su vector de origen (pbGEM-T-mMist-1, del Dr. Konieczny) por Notl-Banll del MCS siguiente:
Apal-Aatll-Sphi-Ncol-Sacll-BanII-cDNA  Mist-1 raton-  Spel-NotI-Pstl-Sall-Ndel-Sacl-
BstXI-Nsil; y posteriormente se clon6 realizando extremos romos en el pShuttle digerido en
EcoRV. MCS: sitio multiple de clonaje.

2.3. PRODUCCION DE LAS PARTICULAS VIRALES: ADENOVIRUS Y
LENTIVIRUS

Las particulas virales recombinantes de tipo adenoviral fueron producidas con el
sistema AdEasy (107) por los laboratorios de CHU de Nantes. Los lotes de adenovirus

recombinantes estan titulados por numero de particulas virales infecciosas por mililitro
(pi/ml).
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Las particulas virales recombinantes de tipo lentiviral fueron producidas con el
sistema descrito en Mangeot et al., 2000 (177) y Negre et al., 2000 (206) en el
laboratorio del Dr. Pierre Savatier (INSERM, Lyon, Francia). La linea celular de rifion
humana 293 (ATCC) (2-10° células) se transfecta mediante la técnica de fosfato célcico
con una mezcla de los siguientes vectores: 10 ug del plasmido pGRev para la expresion
de la glicoproteina viral VGV-G, 10 ug del plasmido pSIV3+ para la expresion de las
proteinas virales Gag, Pol, Tat y Rev, y 13 ug del plasmido pw10-cDNA (con el
transgén de interés) (Figura 2.4). ElI medio de cultivo de las células 293 transfectadas se
cambia al dia siguiente y se recoge el sobrenadante del cultivo que contiene las
particulas virales producidas por las células transfectadas 24 horas despues. Este
sobrenadante es centrifugado y filtrado antes de ser usado. Para largas conservaciones el
sobrenadante es concentrado por ultracentrifugacion y guardado a -80°C en glicerol
1%/PBS 1X.

Los adenovirus y lentivirus recombinantes generados fueron testados en la linea

celular 293 analizando su expresion por la técnica de Western Blot.

2.4. ESTABLECIMIENTO DE LAS LINEAS ES GENETICAMENTE
MODIFICADAS MEDIANTE INFECCION LENTIVIRAL

Las células CGR8 (1-10° células) se infectan en suspensién monocelular durante
5 horas con el sobrenadante viral (1 ml) suplementado con LIF (1000 U/ml). Una vez
infectadas y adheridas, las células se lavan con PBS 1X y se cultivan en condiciones
estandar durante 48 horas. La poblacién celular infectada es subclonada por la técnica
de dilucién limite en placas de 96 pozos (0,3 células/pozo). Los clones se amplifican
por pases sucesivos, se analizan para la expresion del transgén de interés por Western

Blot, y finalmente se congelan.
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A: Funciones auxiliares: genes reguladores, gag, pol rgre
g ——

SD AE/DLS N e \
) A
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Gen de la envuelta del virus
VSV Go
Envuelta anfotrofica

C: Vector lentiviral

leader RRE UL.;:E_J_[H

(o T - [l

8

Gen reporter: 3LTR
PBS SD E/DLS

GFP Vector portador

LacZ del transgen
ogen

de interés

Figura 2.4: Esquema de la produccion de los vectores lentivirales. Se cotransfectan las
construcciones plasmidicas A, B y C, que contienen todos los elementos necesarios para la
produccién de los lentivirus en la linea celular 293.

A: Plasmido que contiene las funciones auxiliares. Excepto el gen de la envuelta, estan
presentes todos los genes del virus bajo la expresion del promotor de CMV. Esta construccién
deriva del genoma salvaje del virus, afadiendo la secuencia AE/DLS que impide la
encapsulacion del virus en las particulas virales producidas.

B: Plasmido que codifica para la proteina de la envuelta del virus, en este caso VSV G, que
permite a las particulas virales producidas infectar un gran nimero de lineas celulares.

C: Plasmido portador del transgén. La presencia de las secuencias E/DLS, PBS Y LTR en esta
construccion permite la encapsulacion del RNA del vector, su retrotranscripcion y la
integracion del cDNA en el genoma de las células diana. La expresion del gen de interés o
reporter esta regulada por el promotor de CMV o EFla. En este estudio el promotor usado ha
sido EFla, ya que su actividad se adapta mejor a los modelos de células ES. Figura adaptada
de Mangeot et al., 2001.

El establecimiento de las lineas lentivirales fue realizado en el laboratorio del
Dr. Pierre Savatier. Las lineas celulares establecidas utilizadas en este estudio han sido
ES4 Pdx1 que sobreexpresa el factor transcripcional Pdx1, y ES3 GFP que expresa la

proteina reporter GFP.
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2.5. INFECCION DE LAS CELULAS CGR8 CON ADENOVIRUS
RECOMBINANTES

Las celulas CGRS8 se inducen a diferenciar formando cuerpos embrioides (EBs)
por agregacion en suspension durante 7 dias (EB7) y posteriormente se adhieren a
placas de cultivo (Corning) previamente gelatinadas. Después de 36 horas del plaqueo
de los EBs (tiempo minimo necesario para su correcta adhesion a la placa), se infectan
con los adenovirus recombinantes a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 20 pi/cel
(particulas infecciosas por célula). Se analizaron distintas MOI, consiguiendo con una
MOI de 20 pi/cel una eficiencia de infeccidn elevada de aproximadamente el 70% de las

células, asi como una elevada viabilidad celular.

Para realizar el contaje de las células y calcular la cantidad de particulas
infecciosas necesarias, se recogen las células de dos pozos independientes con PBS 1X
frio, se centrifugan 4 min. a 1000 rpm y se resuspende el boton celular en 0,1%
saponina/PBS 1X, que permite la disgregacion de los EBs en una suspension
monocelular. Tras contar las células, se calcula para cada uno de los adenovirus la

cantidad de particulas infecciosas necesarias para obtener obtener una MOI de 20.

Adenovirus recombinante Concentracion del stock
Ad p48 5,5-108 pi/pl
Ad Mist-1 4,8-10" pi/ul
Ad LacZ 2,5-10° pi/pl
Ad GFP 2,8-10° pi/pl

Tabla 2.4: Concentracion de los adenovirus recombinantes. Pi
= particulas infecciosas.

Antes de infectar las células, se elimina el medio de cultivo y se lavan 3 veces
con PBS 1X. La infeccion se realiza con el mismo medio de cultivo GMEM pero sin
FBS. Después de 12 horas de haber afiadido el adenovirus, se elimina el medio de
cultivo y se lavan las células 3 veces con PBS 1X para eliminar los restos de adenovirus
de las placas. Finalmente, se afiade medio fresco GMEM suplementado con 10% FBS.

95



MATERIALES Y METODOS

3. GENERACION DE CELULAS ES REPORTER MEDIANTE
TRANSFECCION DEL PLASMIDO DE SELECCION GENETICA

PELAS

3.1. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO DE SELECCION: pELAS

Se inicia el clonaje utilizando el plasmido comercial PKS (Promega) del cual se
substituye la diana de BamHI por Bglll mediante la ligacion en la diana BamHI de los

siguientes oligonucledtidos previamente fosforilados:

Bglll PKS F 5 -GATCTAGATCTAGATCTT-3
R 5 -GATCAAGATCTAGATCTA-3

Posteriormente, se clona el gen de resistencia a puromicina (770 pb),
amplificando el fragmento por PCR a partir del plasmido comercial pPur (Clontech)
usando los siguientes oligonucledtidos que contenian en sus extremos 3’ la diana de

restriccion Pstl.

Puro-PstI R R 5 -AACTGCAGTGTGGATGGCTGATTATGA-3
Puro-Pstl F F 5 -AACTGCAGAACTCACAAGGAGACGACCTTC -3

Una vez amplificado el gen de puromicina por PCR usando una Taqg polimerasa
de alta fidelidad (Pfx), éste fue clonado en la diana de restriccion de Pstl del vector
PKS. Los clones obtenidos fueron secuenciados para comprobar la correcta integracion
del gen de resistencia a puromicina y la ausencia de mutaciones debidas a la

amplificacion por PCR.

Después se realizd el clonaje del promotor del gen de la elastasa (-500 +8), que
obtuvimos del plasmido pUC119-pElastasa (Dr. Swift, Dallas, USA), usando las dianas
de restriccion de Hindlll y EcoRI, de manera que el promotor queda clonado
inmediatamente antes del gen de resistencia a puromicina. Finalmente, se clona el
fragmento Ires LacZpA-PGK higropA (5600pb), que proviene del vector PEA6 (Dr. E.
Maandas, The Netherlands Cancer Institut, Amsterdam, Holanda), usando la diana de

restriccion generada de Bglll.
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Asi pues, se genera al final un plasmido para la seleccion genética de las células
ES comprometidas al linaje acinar, que contiene una caja de seleccién en la cual el
promotor del gen de la elastasa regula la expresion del gen de resistencia a puromicina y
también el gen reporter LacZ en un RNAm bicistronico. Por otra parte, contiene una
caja en la cual el promotor de expresion constitutiva del gen de la fosfoglicerato quinasa
(PGK) regula la expresion del gen de resistencia a la higromocina y nos sirve para la

seleccion de las células transfectadas establemente (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Esquema del plasmido de seleccion genética pELAS: el promotor del gen de la
elastasa | regula la expresion del gen de resistencia a puromicina y del gen reporter LacZ.
Ademés, contiene un promotor constitutivo (PGK) que regula la expresion del gen de

resistencia a higromicina.

3.2. ANALISIS DE LA FUNCIONALIDAD DEL PLASMIDO pELAS POR
TRANSFECCION EN LINEAS CELULARES PANCREATICAS (266-6 Y
AR42J) Y NO PANCREATICAS (293 Y NIH3T3)

Para las transfecciones transitorias o estables de las lineas celulares acinares
pancreaticas 266-6 (raton, ATCC) y AR42] (rata, Dr. Vaysse, INSERM, Toulouse,
Francia) y no pancreaticas 293 (humano, ATCC) y NIH3T3 (ratén, ATCC), se uso el kit

comercial FuGene 6 Transfection Reagent de Roche.
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3.3. GENERACION DE LAS LINEAS CELULARES ES REPORTER

3.3.1. TRANSFECCION DEL PLASMIDO pELAS MEDIANTE
ELECTROPORACION

La técnica utilizada para la transfeccion del DNA del plasmido pELAS en las
células ES fue la electroporacion. Para ello, se trispinizan las células ES (ver apartado

1.2), se cuentan, se lavan con PBS 1X y se sigue el protocolo descrito a continuacion:

« Mezclar 5:10° células con 40 ng del vector de seleccién linearizado usando la
diana de restriccion Xhol en un volumen final de 800 pl de Optimem (medio sin
FBS).

* Transferir esta mezcla a una cubeta de electroporacion de 4 mm de grosor y
electroporar a 260V y 500uF en un electroporador de BIORAD.

» Una vez electroporadas, se dejan resposar las células en la cubeta durante 20
min. a temperatura ambiente (TA) y posteriormente, se siembran en placas de
cultivo gelatinadas de 100 mm & afiadiendo 1.10° células ES no electroporadas,
con tal de tener la densidad celular adecuada para mantener las células
indiferenciadas.

e Como control de seleccidn se electroporan células sin DNA y se sigue el
mismo protocolo.

» Reemplazar el medio de las células 24 horas después de haber sido plaqueadas.
* Afiadir el antibidtico (higromicina 200ug/ml) para seleccionar las células que
han integrado establemente el vector 48 horas después de la electroporacion.
 Durante los primeros 4 dias lavar las células diariamente con PBS 1X para
eliminar las células muertas. Durante el periodo de seleccion renovar el medio
con antibiotico diariamente. Después de unos 10 dias de cultivo se observan
colonias de células ES resistentes al antibidtico.

3.3.2. AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS RESISTENTES AL ANTIBIOTICO

Al observar la aparicion de colonias resistentes al antibiotico, se las deja crecer

hasta que al ser visualizadas con el objetivo de 10X del microscopio Optico ocupen
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aproximadamente la totalidad del campo. Para aislarlas se siguen los pasos descritos a

continuacion:

* Colocar el microscopio 6ptico debajo de la campana de cultivos. Reemplazar el
medio de cultivo por PBS 1X vy aislar las colonias manualmente con pipeta
Gibson automatica debajo del microscopio (en un volumen de 15 ul).

« Tripsinizar cada colonia en un tubo eppendorf que contiene 25 ul de tripsina 'y
esperar 5 min. a TA a que las células se disocien.

* Pipetear la totalidad del volumen de cada eppendorf (15ul+25ul), transferir a
un pozo de una placa de 96 pocillos y afiadir 200 ul de medio.

e Amplificar los clones renovando el medio diariamente (siempre con
antibiodtico) y cuando llegan a 75% de confluencia pasar los clones de placas de
96 pocillos a otras de 24 pozos.

« Se necesitan dos replicas de placas de 24 pozos de todos los clones ya que una
se congelara, y la otra servira para hacer el analisis de los clones por PCR de

DNA gendmico.

Se aislaron 175 clones resitentes a higromicina.

3.3.3. CONGELACION DE LOS CLONES AISLADOS EN PLACAS DE 24
POZOS

Cuando las placas de 24 pozos (duplicados) estan a 75% de confluencia, en una
de ellas se congelan las células en la misma placa usando medio de congelacion 2X
(Tabla 2.5) como se describe a continuacion:

e Tripsinizar las células en 100 ul de tripsina/pozo sin sacarlas del pozo.

e Afadir a las células tripsinizadas 400 ul de medio de cultivo completo
suplementado con LIF y resuspender.

* Colocar la placa sobre hielo durante 15 min. y afiadir lentamente 500 ul/pozo
de medio de congelacion 2X frio.

» Envolver la placa en papel toalla y conservar a -80°C (las células se pueden

conservar asi durante un mes).
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Componentes del medio de Concentracion

congelacion 2X

Medio células ES (Tablal) 50%
FBS 30%
DMSO 20%

Tabla 2.5: Composicion del medio de congelacion
celular 2X.

3.4. ANALISIS DE LOS CLONES AISLADOS POR PCR DE DNA GENOMICO

3.4.1. OBTENCION DEL DNA GENOMICO

Cuando las placas de 24 pozos (duplicados) estan a 75% de confluencia, en una
de ellas se lisan las células con un tampon de lisis para PCR de DNA gendmico (Tabla
6):

* Retirar el medio de la placa y lavar con PBS 1X.

* Afiadir 200 pl/pozo de tampon de lisis de PCR (Tabla 2.6).

* Transferir el lisado a un eppendorf e incubar O/N (toda la noche) a 56°C en
agitacion.

* Al dia siguiente conservar a -20°C.

Componentes del tampon de lisis para  Concentracion

la obtencion de DNA gen6mico

KCI 50 mM
Tris-HCI pH 8.3 10 mM
MgCl, 1,5mM
Tween-20 0,5%
Proteinasa K 0,5 mg/ml
RNAsa 10 mg/ml

Tabla 2.6: Composicion del tampon de lisis para la
obtencion de DNA gendémico.
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3.4.2. PCR DE DNA GENOMICO

Para el analisis de los clones obtenidos, se disefiaron oligonucledtidos
compatibles con el inicio de la secuencia del promotor de elastasa y la secuencia del gen
de resistencia a puromicina, con el fin de asegurarse de que los clones resistentes a
higromicina habian integrado en su genoma también la caja de seleccidn. Con este par

de oligonucleotidos se amplifica una banda de 1200 pb.

pElastasa F 5 -AGCAATCCTCACTCTTCA-3
puromicina R 5 -AACTGCAGTGTGGTATGGCTGATTATGA-3
Composicion de la PCR Volumen Concentracion

DNA genémico + H,0O 10,3 ul 200 ng
Tamp6n Ecotaq 10X 2,5 ul 1X
MgCl, 50 mM 1ul 2 mM
dNTPs 25 mM 0,2 ul 0,2 mM
Oligo. F (pElastasa) 10 uM 0,4 ul 0,28 uM
Oligo. R (puromicina) 10 uM 0,4 ul 0,28 uM
Ecotaq (5 U/ul) 0,2 ul 1U
Volumen final 15 pl

Tabla 2.7: Composicion de la PCR de DNA gendmico.

Condiciones de la PCR con DNA Temperatura Tiempo
genomico

1. Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min.
2. Desnaturalizacion 94°C 30 seg.
3. “Annealing” 52°C 45 seg.
4. Elongacion 72°C 2 min.
Numero de ciclos (del paso 2 al 4) 40
5. Elongacion final 72°C 5 min.
6. Final 4°C 0

Tabla 2.8: Condiciones de la PCR de DNA gendémico.

Una vez realizada la PCR se migra todo el volumen de la reaccién en un gel de
agarosa al 1% esperando detectar una banda de 1200 pb. De los 75 clones analizados

con este metodo, 15 fueron positivos.

101



MATERIALES Y METODOS

3.5. AMPLIFICACION DE LOS CLONES POSITIVOS POR PCR DE DNA
GENOMICO

Los clones que fueron positivos por PCR de DNA gendmico fueron

descongelados segun el siguiente protocolo:

« Descongelar la placa de 24 pozos con los clones guardada a -80°C y dejarla 2-3
min. a TA.

* Afiadir a los pozos que contienen los clones de interés 1 ml de medio de células
ES precalentado a 37°C.

» Resuspender mediante pipeteo para descongelar los clones y si es necesario
volver a afiadir medio caliente hasta la total descongelacion de éstos.

* Centrifugar los clones descongelados durante 5 min. a 1000 rpm.
 Resuspender el botdn celular en 1 ml de medio de células ES y sembrar las
células en placas de 24 pozos.

* A partir de este punto se amplifican las células (ver apartado 1.1) y se vuelven
a congelar (ver apartado 1.3).

4. OBTENCION DE SOBRENADANTES DE CULTIVO

4.1. OBTENCION DE SOBRENADANTES PANCREATICOS FETALES (SNP)
A PARTIR DEL CULTIVO DE RUDIMENTOS PANCREATICOS DE
EMBRION DE RATON

Se sacrifican ratonas (CD1) gestantes, de estadios del desarrollo comprendidos
entre E12.5 y E17.5, por dislocacion cervical y se extraen los embriones que se
mantienen en una placa con PBS 1X frio sobre hielo. Para la extraccion de los pancreas
de los embriones se usan unos recipientes rellenos de parafina con carbén activo (Tabla
2.9), a fin de trabajar sobre un fondo negro y solido que permita tener al embrion

inmovil y distinguir bien el pancreas.

Una vez extraidos los pancreas se colocan en una placa de gelosa (Tabla 2.9) que

se mantiene sobre hielo y posteriormente se traspasan a una placa de cultivo
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previamente gelatinada. Se cultivan a razén de 8 pancreas por placa de 60 mm & con 5
ml de medio DMEM suplementado con 3% FBS y 0,04 mg/ml de gentamicina (para

evitar contaminaciones bacterianas).

Los pancreas se mantienen en cultivo durante 10 dias y después se desechan.
Tras 24 horas en cultivo, el medio es eliminado y renovado (DMEM 3% FBS). A partir
del segundo dia de cultivo se recoge y renueva el medio diariamente y se conserva a
4°C. De manera que el medio se recoge durante 9 dias y finalmente se filtra todo el
sobrenadante recogido durante el cultivo y se alicuota (40 ml/flasco), conservandose a -
80°C hasta su uso.

Componentes de los recipientes Concentracion

de carbon activo

Parafina

Carbon activo 5%
Componentes de las placas de Concentracion

gelosa

Gelosa (agar/agar 10g/l) 25%

HAM/F10 75%

Gentamicina 0,04 mg/ml

Componentes del medio de Concentracion

cultivo de pancreas embrionario

DMEM

FBS 3%
Piruvato sodico 1mM
L-glutamina 1%
Penicilina/estreptomicina 1%

Tabla 2.9: Productos necesarios para la extraccion de
los pancreas embrionarios y la obtencion de los SN.

4.2. OBTENCION DEL SN DEL MESENQUIMA PANCREATICOS A PARTIR
DE EMBRIONES DE E12.5

Una vez aislado el pancreas embrionario éste se mantiene durante 30 min. a

37°C en medio RPMI con colagenasa (0,5 mg/ml). Se inactiva la colagenasa afiadiendo
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medio HAM F12/FBS 1:1 durante 30 min. a TA. Posteriormente, se separa el epitelio
del mesénquima y este Gltimo se cultiva en placas previamente gelatinadas. En un pozo
de 24 se cultiva el mesénquima obtenido de 2 pancreas embrionarios. Se cultiva en 0,5

ml de medio por pozo (Tabla 2.10).

Se recoge el sobrenadante del cultivo durante 10 dias, desechando el

sobrenadante del primer dia, que finalmente se filtra. Se alicuota y se conserva a -80°C.

Componentes del medio de Concentracion
cultivo de mesénquima

pancreatico embrionario E12.5

DMEM

FBS 3%
L-glutamina 1%
Penicilina/estreptomicina 1%

Tabla 2.10: Composicion del medio de cultivo de
mesénquima pancreatico de embriones de E12.5

4.3. OBTENCION DEL SN DEL CULTIVO DE LINEAS CELULARES (AR42J,
266-6, NIH3T3 y INS-1E)

Se siembran las células de las lineas 266-6, AR42J, INS1-E (ratén, Dr. R.
Gomis, Hospital Clinic, Barcelona) a razén de 5:10° células por placa de 60 mmy 5 ml
de medio (Tabla 2.11) por placay 2,5-10° células en el caso de la linea celular NIH3T3,
debido a que su tasa de duplicacion es mayor. Se recoge el SN diariamente durante 4

dias, se filtra, se alicuota y se guarda a -80°C.
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Componentes del medio de cultivo de AR42J, Concentracion
266-6 Y NIH3T3
DMEM
FBS 10%
L-glutamina 1%
Piruvato Sodico 1mM
Penicilina/estreptomicina 1%
Componentes del medio de cultivo de INS-1E Concentracion
RPMI
FBS 10%
L-glutamina 1%
Piruvato Sodico 1mM
Penicilina/estreptomicina 1%
Hepes 10 mM
B-mercaptoetanol 50 uM

Tabla 2.11: Composicion del medio de cultivo celular de las lineas
celulares AR42J, 266-6, NIH3T3 e INS-1E

5. DETECCION DE FOLISTATINA EN EL. SN MEDIANTE LA
TECNICA DE ELISA

Para la deteccion de folistatina en el SNP se realiz6 la técnica de ELISA segun el

siguiente protocolo:

* Recubrir los pozos de las placas de 96 pocillos MaxiSorp de Nunc con el SNP
de distintos estadios del desarrollo en diluciones sucesivas. Como control
positivo se usa folistatina comercial (Sigma) a 0,06 ug/ul, y como control
negativo, gelatina a la misma concentracién. Se utilizan duplicados de las placas
para incubar una con un anticuerpo inespecifico y la otra con un anticuerpo anti-
folistatina.

* Incubar la placa a 37°C O/N.

* Eliminar el sobrenadante y lavar 3 veces la placa con PBS 1X.

* Bloquear las uniones inespecificas con gelatina 1% durante 30 min. a 37°C.

e Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%.
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* Incubar, una placa con el anticuerpo primario especifico anti-folistatina 1:1000
y otra con el anticuerpo inespecifico 1:1000 durante 1 hora a 37°C.

* Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%.

* Incubar el anticuerpo secundario acoplado a AP (fosfatasa alcalina) 1:1000
durante 1 hora a 37°C.

e Lavar 3 veces con PBS 1X-Tween 0,1%.

e Incubar con sustrato MUP 1g/ml en tampon de trietanolamina (0,18 g/ml)
durante 30 min a 37°C en oscuridad.

* La lectura del resultado de la reaccién se realiza con el Cytofluor 2300 system

report a 420 nm.

6. PROTOCOLOS DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS ES

6.1. PROTOCOLO DE DIFERENCIACION UTILIZANDO FACTORES
SOLUBLES Y SOBRENADANTES PANCREATICOS FETALES (SNP) (EB7P7)

Las células ES se mantienen indiferenciadas durante unos dias (ver apartado 1.1)
antes de iniciar el protocolo de diferenciacién, para tener las células ES en las mejores
condiciones posibles (indiferenciadas y pluripotentes). Las células ES se inducen a
diferenciar en ausencia de LIF y de manera espontadnea en suspension en placas
bacteriologicas mediante la formacion de cuerpos embrioides (EBs). ElI medio de
cultivo usado en esta fase es GMEM suplementado con 3% FBS (Tabla 2.12). La
densidad celular a la cual se induce la formacién de los EBs es de 3,3-10* células/ml.

Los EBs se mantienen en suspension durante 7 dias, periodo en el cual se
renueva el medio cada 2 dias suplementado con los sobrenadantes de cultivo, (ver
apartado 4) a razon de 1:1 con el medio de cultivo de los EBs en suspension, obteniendo
una concentracion final de FBS del 3%. EI recambio del medio de los EBs se realiza
traspasando los EBs a tubos estériles y dejandolos sedimentar (sin centrifugacion). Tras
eliminar el medio, estos se resuspenden en medio nuevo y se vuelven a cultivar en

placas bacterioldgicas.
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Después de 7 dias en suspension (EB7), los EBs se adhieren a placas de cultivo
previamente gelatinadas. Para el plaqueo, se siembran los EBs a una dilucién 1:3. Para
la dispensacion de los EBs en las placas de cultivo, se usan puntas de pipeta cortadas a
fin de no disociar las células de los EBs. EI medio de cultivo utilizado en esta fase es
GMEM suplementado con 10% FBS (Tabla 2.12). Se mantienen los EBs adheridos en
placas de cultivo durante 7 dias (P7), periodo en el cual se renueva el medio cada dos
dias usando, si es el caso, con los sobrenadantes, a razén de 1:1 con el medio de cultivo
de EBs suplementado con 17% de FBS (a fin de tener 10% de FBS final). Después de
estos 7 dias en adhesion, se analizan las células diferenciadas obtenidas (EB7P7)
(Figura 2.6).

De igual modo, en aquellos experimentos encaminados a regular las vias de
sefializacion implicadas en el desarrollo pancreético el medio de cutivo es suplementado
cada dos dias con factores solubles (Activina A, BMP4, folistatina, FGF4, FGF6, FGF7,
HB-EGF, acido retinoico (RA) y ciclopamina (Figura 2.6).

Componentes del medio de Concentracion

cultivo de EBs

GMEM

FBS 3%
L-glutamina 1%
Penicilina/estreptomicina 1%
Aminoacidos no esenciales 1%
Piruvato sodico 1mM
[-mercaptoetanol 0,1 mM
FBS para EBs en suspension 3%
FBS para EBs plaqueados 10%

Tabla 2.12: Composicion del medio de cultivos para
EBs.

107



MATERIALES Y METODOS

1. Cultive de células ES indiferenciadas
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Figura 2.6: Protocolo de diferenciacion de células ES utilizando
factores solubles o sobrenadantes. Los circulos rojos indican las veces
en que se adiciona SN a los cultivos y los circulos azules las veces en
que se adiciona el factor soluble al medio. LIF = leukemia inhibitory
factor; SN = sobrenadante; EBs = cuerpos embrioides; EB7 = cuerpos
embrioides mantenidos siete dias en suspension; EB7P7 = cuerpos
embrioides mantenidos siete dias en suspension + siete dias plaqueados.

6.2. PROTOCOLO DE DIFERENCIACION MEDIANTE INFECCION
ADENOVIRAL Y EL USO DE SOBRENADANTES PANCREATICOS
FETALES (SNP) (EB7P14)

La fase inicial (EB7) del protocolo es exactamente igual al protocolo anterior
(ver apartado 6.1). Se usan en este caso tanto células CGR8 parentales (WT) como los
clones ES4 Pdx1y ES3 GFP.

Después de 36 horas de haber plaqueado los EBs, se infectan las células con los
adenovirus recombinantes que expresan p48 o LacZ (como adenovirus control de
infeccion) segun se describe en el apartado 2.4. Durante los primeros 14 dias (EB7P7),
se suplementa el medio de cultivo con sobrenadantes pancreaticos (ver apartado 4). Los

EBs se mantienen en cultivo en la fase de plaqueo durante 14 dias (P14), tiempo en el
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cual se renueva el medio (10% FBS) cada dos dias. Se analizan las células diferenciadas
obtenidas después de 21 dias en cultivo (EB7P14) (Figura 2.7).

1. Cultivo de células ES indiferenciadas (WT f ESGFP3 / ES4 Pdx1)
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Figura 2.7: Protocolo de diferenciacion de células ES WT/ES4
Pdx1/ES3 GFP mediante infeccion con adenovirus recombinantes y el
uso de sobrenadante pancreatico fetal (SNP). Los circulos rojos marcan
las veces en que se adiciona SN. Se infectan los EBs un dia después de ser
plaqueados (EB7P1) con el Ad p48 o con Ad LacZ (control de infeccion).
LIF = leukemia inhibitory factor; SNP = sobrenadante pancreético fetal;
EBs = cuerpos embrioides; Ad p48 = adenovirus recombinante que
expresa p48; Ad LacZ = adenovirus recombinante que expresa LacZ; EB7
= cuerpos embrioides mantenidos siete dias en suspensiéon; EB7P14 =
cuerpos embrioides mantenidos siete dias en suspensién + catorce dias
plagueados.

6.3. PROTOCOLO DE SELECCION GENETICA (EB7P28)

La fase inicial (EB7) del protocolo es exactamente igual a los dos protocolos
anteriores (ver apartado 6.1). Se usa en este caso el clon de células ES de seleccién
119pElas (ver apartado 3). También se adicionan durante los primeros 14 dias (EB7P7)
los sobrenadantes pancreéticos (ver apartado 6.1) al medio de cultivo.

En este protocolo se realiza una co-infeccion maultiple, es decir, se infectan las

células con dos adenovirus recombinantes a la vez (Ad p48 y Ad Mist-1); y dos veces
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en el tiempo. La primera infeccion se realiza 36 horas después de haber plaqueado los
EBs (EB7P1) (ver apartado 6.2) y la segunda 21 dias después de haber plaqueado los
EBs (EB7P21). Se usa siempre un adenovirus control que puede ser Ad GFP o Ad
LacZ.

Los EBs se mantienen en cultivo en la fase de plaqueo durante 28 dias (P28),
tiempo en el cual se renueva el medio (10% FBS) cada dos dias. Se inicia la seleccién
de las células afiadiendo el antibidtico puromicina (0,8 ug/ml) al medio de cultivo 7 dias
después de haber plaqueado los EBs (EB7P7), que se mantiene en el cultivo hasta el
final del experimento (EB7P28). Se analizan las células diferenciadas obtenidas después

de 35 dias en cultivo y 21 dias en seleccion (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Protocolo de seleccion del clon de células ES 119pELAS
diferenciadas mediante incubacién con sobrenadante pancreatico fetal
(SNP) e infeccion con adenovirus recombinantes. Se realiza una primera
infeccion de los EBs un dia después de ser plaqueados (EB7P1) y una segunda
infeccion 21 dias después de ser plaqueados (EB7P21) con el Ad p48 y Ad
Mist-1 o con Ad LacZ o Ad GFP (control de infeccién). Se inicia la seleccion
con puromicina (0,8 ug/ml) siete dias después de haber plaqueado los EBs
(EB7P7) y se mantiene la puromicina hasta el final del experimento (EB7P28).
Los circulos rojos marcan los dias en que se adiciona SN a los cultivos. LIF =
leukemia inhibitory factor; SNP = sobrenadante pancredtico fetal; EBs =

110



MATERIALES Y METODOS

cuerpos embrioides; EB7 = cuerpos embrioides mantenidos siete dias en
suspension; EB7P7 = cuerpos embrioides mantenidos siete dias en suspension
+ siete dias plaqueados. EB7P28 = cuerpos embrioides mantenidos siete dias en
suspensién + 28 dias plaqueados. Ad p48 = adenovirus recombinante que
expresa p48; Ad Mistl = adenovirus recombinante que expresa Mist-1; Ad
LacZ = adenovirus recombinante que expresa LacZ; Ad GFP = adenovirus

recombinante que expresa GFP.

6.4. PRODUCTOS DE CULTIVO CELULAR UTILIZADOS EN ESTE

ESTUDIO

Producto Casa comercial Referencia
Medio GMEM Invitrogen 11966-025
Medio DMEM Invitrogen 21710-0082
Medio HBSS Invitrogen 14170-088
Medio RPMI Invitrogen 21875
Medio HAM/F12 Invitrogen 31330-038
Optimem Invitrogen 31985-047
B-mercaptoetanol Sigma M-7522
L-Glutamina Cambrex BE17-605E
Piruvato Sédico Invitrogen 11360-039
Penicilina/estreptomicina Invitrogen 15140-122
Aminoacidos no esenciales Invitrogen 11140-035
FBS (ES) Biowest S02474851800
FBS (lineas celulares) Invitrogen 10270-106
Folistatina Sigma F-2177
Higromicina Invitrogen 10687-010
Puromicina Calbiochem 540411
Gentamicina Invitrogen 15710-049
Colagenasa P Sigma C-9722

Tabla 2.13: Descripcion de los productos usados en los cultivos celulares.
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7. EXTRACCION DE RNA Y RT-PCR

7.1. EXTRACCION DE RNA Y TRATAMIENTO CON DNAsa

Para la extraccion del RNA de las células, se han utilizado dos tipos de Kits de
extraccion de RNA comerciales, Genelute mammalian total RNA kit de Sigma y
RNeasy Mini Kit de Qiagen.

Una vez extraido el RNA, éste es tratado con DNAsa usando el kit comercial
DNA-free™ de Ambion. Posteriormente, se cuantifica el RNA con el espectrofotémetro
a 260 nm, se diluye a 25 o 50 ng/ul, se alicuota (para evitar la degradacion del RNA por

congelacion-descongelacion) y se conserva a -80°C.

7.2. RT-PCR SEMICUANTITATIVA

Para la realizacion de las RT-PCRs semicuantitativas, se ha usado el kit

comercial OneStep RT-PCR de Qiagen utilizando las siguientes condiciones:

Composicion de la RT-PCR Volumen Concentracion
RNA + H,0 16 pl 100-250 ng
Buffer 5X 5ul 1X
MgCl, 50 mM 1l 2 mM
dNTPs 10 mM 1ul 400 uM
Oligo. F 10 uM 1,5l 0,6 uM
Oligo. R 10 uM 1,5 ul 0,6 uM
Mix de enzimas 1l X
Volumen final 25 ul

Tabla 2.14: Composicion de la RT-PCR semicuantitativa.
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Condiciones de la RT- Temperatura Tiempo
PCR
1. Transcripcidn reversa 50°C 30 min.
2. Activacion de la 95°C 15 min.
HotStarTaq
3. Desnaturalizacion 94°C 30 seg.
4. Annealing 55-62°C (segin la Tm 30 seg.
del oligo usado)
5. Elongacion 72°C 30 -60 seg. (segun la
longitud del fragmento a
amplificar)
Numero de ciclos ( del 22-40 segun la
paso 3 al 4) abundancia del
transcrito a amplificar
6. Elongacion final 72°C 10 min.
6. Final 4°C o0

Tabla 2.15: Condiciones experimentales de la RT-PCR semicuantiativa.

Los pares de oligonucledtidos usados han sido los siguientes:

Oligonucleodtido Secuencia Tamaifio
(pb)

Hxb9 F5-ATTTCCGCATCGACGCCCTG-3" 826
R 5 -GGTGAGCATGAGCGAGGTAG-3"

Pdx1 F 5 -GGACCCGTACTGCCTACACC-3’ 655
R 5-GAGCCCAGGTTGTCTAAATTG-3"

Ngn3 F5-CTTCACAAGAAGTCTGAGAACACCAG-3 232
R 5-CTGCGCATAGCGGACCACAGCTTC-3

Nkx6.1 F5-TCTTCTGGCCNGGGTGATG-3 311
R5-CCTGCTTCTTCTTGGCGGTG-3

Pax6 F 5 -AGAAGATCGTAGAGCTAGCT-3 231
R5-TACTGGGCTATTTTGCTTACA-3

Pax4 F 5 -CAGCAGGACGGACTCAGCAG-3 870
R 5-CAGGAAGGAGGGATTGGCAGT-3’

Isl-1 F5-CACTATTTGCCACCTAGCCAC-3 255
R 5-AAATACTGATTACACTCCGCAC-3

Glucagén F5-GTGGCTGGATTGTTTGTAATGCTG-3 236
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R5-CGGTTCCTCTTGGTGTTCATCAAC-3"

Insulina F5-TGCCCAGGCTTTTGTCAAACAGCACCTT-3 187
R 5 -CTCCAGTGCCAAGGTCTGAA-3’

PP F5-CTGCCTCTCCCTGTTTCTCGT-3 179
R5-GGCCTGGTCAGTGTGTTGATG-3

P48 (rata/raton) F5-TGCAGTCCATCAACGACGC-3’ 714
R 5 -GGACAGAGTTCTTCCAGTTC-3

P48 rata F5-GCCGGCCTGTGAGAGCTT-3 648
R5-CTGTCTCGCCTACCCTTGCA-3"

RBPL F5-CTTGGTCTTGCATTGGCTTCA-3" 207
R 5 -ATGCCAAGGTGGCTGAGAAAT-3’

Mist-1 F 5"-CCATGCAGGACACAGAAG-3 578
R 5 -CCTCTCTGAAGCTGTGGA-3

Elastasa F5-GTGGCTGCAGGCTATGACAT-3" 410
R 5 -GGTGAAGACTGTGGGCTTC-3’

Amilasa F 5"-CAGGCAATCCTGCAGGAACAA-3 483
R 5 -CACTTGCGGATAACTGTGCCA-3’

Carboxipeptidasa F 5-GAAATCGCAGGCAGGCACAG-3 601
R5-TGGTGGTTAGGAGGCAGTTTG-3"

Quimiotripsinogeno F 5 -CATCCAGGTCCTGAAGATCG-3’ 413
R 5"-CTGCCCCAGGACACAATGCC-3

CCKAR F5-TCAGTGACCTCATGCTTGC-3" 442
R 5 -ATGAGTCCGTAAGCCACCAC-3

M3 F5-TGCTGGTGATCAGCTTGAC-3’ 427
R5-TTCGTGCCTTGCTGTTGTAG-3

IP3R3 F 5 -CCACACGGAGCTGCCACATTT-3 773
R 5 -TCAGCGGCTCATGCAGTTCTG-3

Sincolina F5-ATGTCCCTGCTGTGCCCACT-3" 394
R 5 -TTGCAGTAGAGGGCAGAGAT-3’

Cx32 F 5 -GCAACCAGGTGTGGCAGTGC-3" 450
R 5-CGGAGGCTGCGAGCATAAAGAC-3

HPRT F5-TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-3" 201
R 5 -GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-3

y-Actina F 5 -TGAAACAACATACAATTCCATCATGAAGTGT 200
GAC-3’

R 5-AGGAGCGATAATCTTGATCTTCATGGTGCT-3

Tabla 2.16: Lista y secuencia de oligonucleétidos usados para RT-PCR semicuantitativa.
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7.3. RT-PCR QUANTITATIVA

Para la realizacion de la RT-PCR cuantitativa se usaron las sondas y los
reactivos de TagMan de Applied Biosystems (Tabla 2.17), analizandose la expresion de
carboxipeptidasa A, elastasa I, quimiotripsinégeno, amilasa, p48, Ngn3, Nkx6.1 e
insulina 1, y se usaron como sondas housekeeping HPRT y p-actina. La PCR
cuantitativa se realizo con el sistema de deteccion de sequencias ABI Prism 7900HT y

los datos fueron analizados con el software SDS 2.1 (Applied Biosystems).

Como controles de expresion de los marcadores acinares y endocrinos se uso el
RNA de la linea celular acinar 266-6 y de la linea celular endocrina Min6,

respectivamente.

Sonda TagMan Referencia
Carboxipeptidasa Al Mm00465942-m1
Quimiotripsinégeno MmO00481616_m1
Amilasa Mm02342486_mH
Elastasa | Mm00712898 m1
p48 MmO00479622_m1
Nkx6.1 MmO00454962_m1
Ngn3 MmO00437606_s1
Insulina 1 Mm01259683 g1
HPRT MmO00446968 _m1
B-Actina MmO00607939_s1
TagMan Reverse Transcription N8080234
Reagents

Tabla 2.17: Sondas y reactivos TagMan usados para RT-
PCR cuantitativa.
8. WESTERN BLOT

Se lavan las células con PBS 1X y se lisan en tampdn RIPA suplementado con
los inhibidores de proteasas. Los extractos proteicos (50-80 ng) se migran por
electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10% y se transfieren a una

membrana de nitrocelulosa durante 1 hora. Esta membrana se incuba en una solucion de
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bloqueo al 5% de leche durante una hora a TA en ligera agitacion. El anticuerpo
primario se afiade a la misma solucién de bloqueo entre 1 hora a TA hasta O/N a 4°C,
segun el anticuerpo. Se lava la membrana del anticuerpo primario durante 10 min. (3
veces), con TBS 1X-Tween 0,1%-5% leche, que se incuba posteriormente con el
anticuerpo secundario unido a peroxidasa (HPR, Horseradish Peroxidase) durante una
hora en una solucion TBS 1X-Tween 0,1%-0,5% leche. Seguidamente, se lava la
membrana durante 10 min. (3 veces) tras lo cual la reaccion se revela por

quimioluminiscencia con ECL (Amersham).

La concentracion de las proteinas de los lisados se mide con el método Bradford

usando una recta patrén de BSA.

Las soluciones usadas para hacer los Western Blots se resumen en las siguientes

tablas:

Tampon de lisis de Concentracion Inhibidores de Concentracion

proteinas: RIPA proteasas

NP-40 0,5% Pefabloc 2mM

Triton X-100 1% Leupeptina 100 pg/mi

Hepes pH7.5 20 mM Pepstatina 10 pg/ml

NaCl 150 mM Aprotinina 10 pg/ml

Glicerol 10% Tabla 2.20: Inhibidores de proteasas.

DTT 1 mM

1’1;2113}:.2.18: Tampon de lisis de proteinas Gel separador 10% Concentracion
Tris HCI pH8.8 375 mM

Tampon de carga de Concentracién Acrilamida/ 8%

proteinas 10X Bisacrilamida

Azul de bromofenol 0,42% SDS 0,1%

Ficol 2504 Persulfato de amonio 0,1%

Etanol 20% TEMED

Tabla 2.19: Tampon de carga de Tabla 2.21: Gel separador.

proteinas.
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Gel acumulador 4% Concentracion Tampon de bloqueo Concentracion
Tris HCI pH6.8 125 mM Tween 0,1%
Acrilamida/ 4% TBS 1X
Bisacrilamida Leche en polvo 5% (blogueo y ac.
SDS 0,1% primario)
Persulfato de amonio 0,1% Leche en polvo 0,5% (ac.
TEMED secundario)

Tabla 2.22: Gel acumulador.

Tampon de Concentracion
electroforesis

(TBS5X)

Tris pH7.5 25 mM
Glicina 190 mM
SDS 0,1%
Tampon de Concentracion
transferencia 10X

Tris pH7.5 200 mM
Glicina 15M
Metanol 20%

Tabla 2.23: Tampén de electroforesis y
tampon de transferencia.
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9. INMUNOCITOQUIMICA

Para poder realizar las inmunocitoquimica de las células, éstas se siembran sobre
cubreobjetos. Se esterilizan los cubreobjetos con etanol hasta su evaporacion y
posteriormente se incuban con una solucién de PBS 1X-0,1% gelatina durante 30 min. a
37°C. Una vez eliminada la solucion de gelatina, se siembran los EBs sobre los
cubreobjetos y al final de los protocolos de diferenciacion se lavan con PBS 1X (3
veces). Después, las células se fijan con paraformaldehido (PFA) 4%-PBS 1X durante
20 min. y se lavan con PBS 1X (3 veces). Se conservan en PBS-0,1% acida sodica a
4°C.

9.1 INMUNOCITOQUIMICA MEDIANTE METODOS ENZIMATICOS

Se ha utilizado para las inmunocitquimica el método enzimatico HRP
(Horseradish Peroxidase). Se us6 un kit comercial, DAKO Liquid DAB+ Substrate-
Chromogen System de DAKO, segun el siguiente protocolo:

 Permeabilizar con PBS 1X-Tritén 0,1%-Saponina 0,1% durante 45 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Bloquear la peroxidasa enddgena con la solucion comercial de DAKO, que
contiene H,0O,, durante 2 min.

» Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Bloquear las interacciones inespecificas con una solucién de PBS-BSA 1%-
Saponina 0,1% durante 45 min.

» Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

 Incubar con el anticuerpo primario en PBS 1X-BSA 1%-Saponina 0,1%
durante 1 hora y 30 min.

» Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Incubar con el anticuerpo secundario en la solucion Envision plus (del kit
comercial) durante 30 min.

» Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

» Afadir la solucion de revelado de la peroxidasa de rabano (HPR) con la
solucion del kit comercial de sustrato y cromogeno (DAB, diaminobenzidina).
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* Incubar la reaccion entre 2 'y 15 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

» Contratefiir con una solucion de hematoxilina-eosina.
* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Lavar tres veces con H,O durante 2 min.

» Montar las muestras sobre portaobjetos en medio acuoso (Aquatex).
9.2. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

* Incubar con NH4CIl 50 mM 5 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Permeabilizar con PBS 1X-Triton X-100 0,2% durante 5 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Incubar con la solucion de bloqueo PBS-BSA 1% durante 30 min. para evitar
uniones inespecificas del anticuerpo.

e Incubar con el anticuerpo primario en PBS-BSA 1% entre 1 hora y 30 min. a
TA u O/N a 4°C.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 10 min.

* Incubar con el anticuerpo secundario unido a fluoresceina (FITC) a una
dilucién 1:40 en PBS-BSA 1%, durante 1 hora. A partir de este paso, el
protocolo se realiza manteniendo las muestras en oscuridad.

» Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

e Tefiir los ndcleos con To-pro3 (1 uM) diluido en PBS 1X, durante 5 min.

* Lavar tres veces con H,0.

» Montar las muestras sobre portaobjetos con mowiol.

e Conservar las muestras a 4°C en oscuridad.

9.3. INMUNOFLUORESCENCIA MEDIANTE AMPLIFICACION CON EL
METODO TSA

Para realizar las inmunofluorescencias con sistemas de amplificacion se ha

usado el kit comercial TSA™ Fluorescente Systems Tyramide Signal Amplification de

PerkinElmer. Este sistema amplificador se basa en el uso de un anticuerpo secundario

119



MATERIALES Y METODOS

unido a biotina que a su vez sera reconocido por la estreptavidina acoplada a HRP, y

finalmente el fluorocromo unido a tiramida se deposita donde estd la HRP inmovilizada.

* Permeabilizar con metanol 60% disuelto en H,O durante 30 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Bloquear la peroxidasa endogena con el reactivo de bloqueo comercial durante
2-3 min.

* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

 Afadir la solucién de blogueo comercial (TNB) durante 45 min. para evitar
uniones inespecificas del anticuerpo.

* Incubar el anticuerpo primario en PBS-BSA 1%-saponina 0,1% durante 1 hora
y 30 min.

» Lavar sucesivamente con PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2%
durante 5 min. y PBS 1X durante 10 min.

* Incubar el anticuerpo secundario acoplado a biotina diluido en TNB a 1:350,
durante 45 min.

e Lavar en PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2% durante 5 min. y PBS
1X durante 10 min.

* Incubar con estreptavidina/HRP diluida en TNB a 1:200, durante 35 min.

» Lavar sucesivamente con PBS 1X durante 10 min., PBS 1X-Tween 0,2%
durante 5 min. y PBS 1X durante 10 min.

e Incubar el fluorocromo, cianina 3, unido a tiramida (el cual se diposita donde
hay peroxidasa) diluido en el diluente amplificador a 1:100, durante 5 min. A
partir de este paso el protocolo se realiza manteniendo las muestras en oscuridad.
* Lavar tres veces con PBS 1X durante 5 min.

* Tefiir los ndcleos con To-pro3 (1uM) diluido en PBS 1X, durante 5 min.

* Lavar tres veces con H,0.

» Montar las muestras sobre portaobjetos con mowiol.

» Conservar las muestras a 4°C en oscuridad.

INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCION DE

BROMODIOXIURIDINA (BrDu)

* Tratar las células con BrDu 1uM O/N.
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e Lavar las células con PBS 1X tres veces. Tripsinizar las células, contarlas y
preparar una suspensién monocelular de 1.10° células por punto. Al ser una
suspension celular, después de cada paso, para eliminar las soluciones de trabajo
se centrifugan las células 3 min. a 1000 rpm, y al afiadir cada solucién nueva es
necesario pipetear bien las células para volver a resuspenderlas.

* Incubar las células con el fijador citofix del kit comercial Cytofix/Cytoperm de
BD Company durante 20 min. a 4°C.

e Lavar las células con tampon de lavado del kit comercial Cytofix/Cytoperm
tres veces durante 5 min.

* Desnaturalizar el DNA. Para ello se usa una solucion de desnaturalizacion que
se prepara al momento y contiene 0,5% BSA-2M HCI en PBS 1X. Esta solucién
se deja precipitar durante unos min. antes de ser usada. Se incuban las células
con esta solucion durante 20 min. a TA.

e Lavar las células con PBS 1X tres veces durante 5 min.

* Incubar con la solucion de bloqueo PBS 1X-BSA 0,5%-Tween 0,5% durante
30 min.

* Incubar con el anticuerpo primario anti-BrDu diluido en la solucion de bloqueo
a 1:2000, durante 45 min.

* Lavar las células con PBS 1X-BSA 0,5%-Tween 0,5% tres veces durante 5
min.

* Incubar el anticuerpo secundario unido a fluoresceina diluido en la solucion de
bloqueo a 1:200. A partir de este punto se mantienen las células en oscuridad.

» Lavar las células con PBS 1X tres veces durante 5 min.

* Incubar con ioduro de propidio 5ug/ml y RNAsa A 150 ug/ml en PBS O/N a
4°C.,

* Analizar las células por FACS, usando un citometro de Becton Dickinson.
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9.5. ANTICUERPOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO

Marcador Anticuerpo Origen Dilucion Dilucion
WB ICQ
Pdx-1 Conejo (policlonal) Dr. F.X.Real 1:2500 1:300
p48 Conejo (policlonal) Dr. F.X.Real 0,5 pg/ml 5 ug/ml
Mist-1 Raton (monoclonal) Dr. Konieczny 1:500 1:2
Amilasa Conejo (policlonal) Sigma 0,5 ug/ml 10 pg/ml
Carboxipeptidasa Conejo (policlonal) Biogenesis 1:6000 1:1500
Quimiotripsinégeno  Raton (monoclonal) Biogenesis X 1:1000
E-cadherina Raton (monoclonal) Trans. Lab. X 1:500
B-catenina Raton (monoclonal) Trans. Lab. X 1:500
Sintaxina-4 Conejo (policlonal) Synaptic Systems X 1:1500
CCKAR Conejo (policlonal) Euro-Diagnostica X 1:2500
VAMP-8 Conejo (policlonal) Abcam X 1:500
BrDu Raton (monoclonal) BD Biosciences X 1:2000
Ig-FITC Rat6n Dako Cytomation X 1:40
Ig-FITC Conejo Dako Cytomation X 1:40
Ig-HRP Rat6n Dako Cytomation 1:2000 1:200
Ig-HRP Conejo Dako Cytomation 1:2000 1:200
Ig-Biotina Raton Dako Cytomation X 1:350
Ig-Biotina Conejo Dako Cytomation X 1:350

Tabla 2.25: Anticuerpos usados en el estudio. WB = Western Blot; IF= Inmunofluorescencia;
HM = autoproduccion (home made).

10. DETECCION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

10.1. IN SITU: X-GAL

Para analizar la actividad del enzima B-galactosidasa in situ se usoé la técnica de

marcaje histoquimica con X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside).
e Eliminar el medio de cultivo y lavar las células con PBS 1X.

* Fijar las células con glutaraldehido 0,2% diluido en PBS 1X, durante 20 min.
e Lavar las células con PBS 1X.
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e Incubar las células con la solucion de revelado con X-gal (Tabla 2.26) a 37°C

O/N en oscuridad.

Componentes de la Concentracion

solucion de revelado

Ferrocianuro de potasio 5mM
Ferricianuro de potasio 5mM
MgCl, 2mM
X-gal Img/ml

Tabla 2.26: Solucion de revelado.

e Lavar las células con PBS 1X.

» Conservar las células a 4°C en PBS 1X-acida sddica 0,1%.

10.2. BIOQUIMICAMENTE EN LOS LISADOS CELULARES: ONPG

Para analizar la actividad del enzima [-galactosidasa a partir de los lisados
celulares se uso6 el compuesto organico ONPG (Ortho Nitro Phenyl Galactopyranoside)

segun se describe a continuacion:

e Tripsinizar las células y centrifugarlas 5 min. a 1000 rpm.

* Lavar el boton celular dos veces con PBS1X.

e Lisar las células con 200 ul del tampon de lisis (Tabla 2.27) y tres ciclos de
congelacion y descongelacién en nitrégeno liquido.

* Afiadir 25 pl de cada lisado a 135 pl del tampon A (Tabla 28) e incubar 5 min.
a 37°C.

 Afadir 50 pul de ONPG a cada muestra e incubar de 1 a 16 horas. Para parar la
reaccion, se afiaden 90 ul de Na,CO3; 1M.

« Lectura de la actividad enzimatica a 420 nm.
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Componentes del tampon de lisis Concentracion

KH,PO,4 /K2HPO, pH 7.5 100 mM
Tritén 0,2%
DTT 1mM

Componentes del tampon A

Tampon de lisis

KCI 10 mM
MgSO, 1 mM
[-mercaptoetanol 50 mM

Tabla 2.27: Composicion del tampon de lisis y del
tampon A.

11. UNION DE CCK RADIOACTIVA A SU RECEPTOR (CCKr)

11.1. PREPARACION DE MEMBRANAS CRUDAS PARA EL EXPERIMENTO
DE UNION DE CCK RADIOACTIVA A SU RECEPTOR (CCKr)

En el laboratorio de la Dra. Marléne Dufresne (INSERM, Toulouse) se
realizaron experimentos de unioén de CCKA radioactiva en preparaciones de membranas

crudas de las células diferenciadas obtenidas después del protocolo de seleccion.

* Lavar las células 3 veces con PBS 1X.

 Afadir a un pocillo de una placa de 6 pozos 500ul de la solucién para la
preparacion de membranas crudas para el ensayo de union de CCK radioactiva
(Tabla 2.28), despegar las células con un raspador y transferir las células a un
tubo que resista el nitrogeno liquido.

* Repetir tres veces un proceso de congelacion con nitrégeno liquido (5 min.) y
descongelacion a 37°C (5 min.), para la lisis de las células.

» Centrifugar las células durante 20 min. a 16000 rpm a 4°C.

« Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en una solucion de Hepes 50
mM + 17,4 ug/ml de PMSF.
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Componentes de la solucion Concentracion
para la preparacion de

membranas crudas

Hepes pH 7 10 mM
Bacitracin 1 mg/ml
Inhibidor de tripsina (STI) 0,1 mg/mi
PMSF 17,4 pg/ml

Tabla 2.28: Composicion de la solucion para la
preparacion de las muestras de membranas crudas para
el ensayo de CCK radioactiva.

11.2. UNION DE CCK RADIOACTIVA A LAS PREPARACIONES CRUDAS DE
MEMBRANAS CELULARES

Una vez obtenidas las preparaciones de las muestras de membranas crudas para

la determinacion de la unién de CCK se realiz0 el siguiente protocolo:

» Descongelar las muestras (cada preparacién contiene el mismo numero de
células en el mismo volumen de tampdn) y homogenizarlas con dounce a 4°C
(15 veces) en 1 ml de tampdn de unién (Tabla 2.29).

* Diluir la muestra en tampén de unién 1:4

* Recoger 400 pl de cada preparacion de membrana e incubar 2 horas a TA con
el ligando (CCK-1'%) radioactivo (100000 cpm) en un volumen total de 500 pl.
En estas condiciones, 100000 cpm corresponden a 80-100 pM de CCK marcada.
Cada ensayo de unidn se realiza por triplicado.

e La union no especifica se determina realizando la incubacién de cada
preparacion en presencia del ligando no radioactivo CCK 1 uM.

* Después de 2 horas de incubacién afiadir 500 pl del tampdn de unién con 1 %
de BSA y centrifugar a 4°C a 10000 rpm durante 10 min.

* Aspirar el sobrenadante, lavar el boton celular, afiadir 500 pl de tampén de
unién con 1% de BSA y centrifugar a 4°C a 10000 rpm durante 5 min.

* Aspirar el sobrenadante y medir la radioactividad del pellet con un contador de
centelleo gamma.

* Calcular la unién especifica como resultado de union total de CCK radioactiva

menos la union inespecifica.
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Componentes del tampon de Concentracion

union de CCK radioactiva

Hepes pH 7 50 mM
Bacitracina 0,1%
Inhibidor de tripsina (STI) 0,01%
EGTA 1mM
NaCl 115 mM
BSA 0,2%
PMSF 17,4 ug/ml

Tabla 2.29: Composicion del tampon de unién de CCK
radioactiva

12. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO
CITOSOLICO

Para las medidas de la concentracion de calcio intracelular, se usan sondas
fluorescentes unidas a grupos de ésteres de acetoximetil que inactivan las sondas y
permiten su entrada a la célula al ser no polares. Una vez dentro de la célula, las
esterasas intracelulares cortan los grupos ester, de manera que la sonda queda retenida

dentro de la célula y es sensible a los cambios de calcio.

Para este estudio se usO la sonda Fura-2 (Molecular Probes) cuyo rango de
excitacion es de 340-380 nm y de emision de 510 nm a la concentracion de 4,76 uM. Se
hicieron las medidas de calcio intracelular de las células diferenciadas obtenidas

después del protocolo de seleccion.

* Incubar las células con una solucion isotonica (ISO) precalentada a 37°C
(Tabla 2.30) con 4,76 uM de Fura-2 durante 45 min. a TA.

* Lavar las células con la solucion isotonica para eliminar el Fura-2.

« Se afiade el estimulo (secretagogo), carbacol 5 pM, CCK 10° My 10%? M en
la solucion isoténica precalentada (Figura 2.9). La concentracion de calcio se

determina con un microscopio de fluorescencia invertido Olympus 1X70.
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6,5 min. totales
ISO (1,5 min.) Secretagogo ISO (2,5 min.)
(2,5 min.)
Se elimina Se anade el Se elimina
el Fura2 y secretagogo el secretagogo
se afade 1SO y se afade ISO

Figura 2.9: Protocolo de las medidas de la concentracion de
calcio intracelular.

Componentes de la Concentracion

solucion ISO

NaCl 140 mM
KCI 2,5mM
CaCl, 1,2 mM
MgCl, 0,5mM
Hepes 10 mM
Glucosa 5mM
Osmolaridad 303+4 mOsm
pH 7.25

Tabla 2.30: Composicion de la solucion isotonica
(IS0).

13. DETECCION DE LA ACTIVIDAD AMILASA EN ENSAYOS DE
SECRECION

Para analizar la amilasa intracelular secretada de las células diferenciadas
obtenidas después del protocolo de seleccién, se usé un kit comercial que detecta la
actividad enzimatica del enzima, Infinity™ Amylase Liquid Stable Reagent (Termo

Electron Corporation).

Para detectar la secrecion de amilasa, se recoge el medio de cultivo de las células
al final del protocolo (EB7P28) (ver apartado 6.3) y se mide la actividad amilasa; esta
medida nos indicard la amilasa de secrecion constitutiva no regulada, basal. Se afiade
medio nuevo suplementado con secretagogos: carbacol (CCH) 5-10° M, 10° M;
colecistoquinina (CCK) 10° M, 10™* M y ceruleina 10° M (Tabla 2.32). También se
afiade un punto control sin secretagogo. Las células se incuban con este medio durante

45 min. a 37 °C y posteriormente, tras recogerlo, se mide la actividad amilasa; esta

127



MATERIALES Y METODOS

medida nos indicara la amilasa secretada en respuesta a un estimulo. Por ultimo, las
células se lisan con el tampon Krebs (Tabla 2.31) y se mide la actividad amilasa del
lisado; esta medida nos indicara la actividad amilasa intracelular de las células en
presencia de estimulo o sin estimulo (basal) (Figura 2.10). Para todas las medidas se
hacen triplicados.

Componentes del Tampon de Concentracion

Krebs

Hepes 24,5 mM
NaCl 115 mM
Glucosa 5mM
Glutamina 2mM
Aa esenciales 1X
Aa no esenciales 1X
KCI 4,8 mM
CaCl, (2 H,0) 0,5mM
MgSO;, (7 H,0) 4,8 mM
KH,PO, 1,2mM
STI (inhibidor de tripsina) 0,01%
BSA 0,20%

Tabla 2.31: Composicion del Tampén de Krebs.

Para lisar las células con el tampon Krebs, es necesario previamente
tripsinizarlas, resuspenderlas en el tampdn y hacer tres ciclos de congelacion (nitrogeno

liquido) y descongelacion (37°C). Los lisados se pueden conservar a -20°C.
Para el ensayo se mezclan 20 ul de cada muestra con 20 pl del reactivo del Kity

se incuban durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, se realiza la lectura de la

actividad amilasa a 420 nm.
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(secretagogo):

CCH10°M; 510° M [

Recogida del medio
después del estimulo
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|

Sin estimulo
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Lisado de las
células con el
tampon Krebs

Nos informa de la Nos informa de la Nos informa
secrecion secrecion regulada del contenido
constitutiva no por el estimulo. de amilasa
regulada. intracelular.

Figura 2.10: Esquema del protocolo y de las muestras analizadas para la deteccion de

amilasa.

Secretagogo Casa comercial  Referencia
CCK Sigma C2175
CCH Sigma C4382-1G
Ceruleina Sigma C9026

Tabla 2.32: Secretagogos utilizados.

14. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para realizar el analisis de las células por microscopia electrénica se utilizé el

siguiente protocolo:

* Fijar las células con gluteraldehido al 2% durante 30 min.

 Lavar 3 veces las células con PBS1X.

* Post-fijar las células con Tetradxido de Osmio al 2% durante 30 min. a TA'y

oscuridad.

e Lavar las células 3 veces con H,0.

* Deshidratar las muestras con etanol y hidroxipropilo de metacrilato (HPMA).

e Incluir las células en resina Epon 812 y reincluirlas para hacer secciones.
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* Para secciones de semifinos, se realiza una tincion de azul de toluidina y para

las secciones de finos se realiza una tincion de acetato de uranilo y citrato.
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RESULTADOS

1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

La proporcion de células ES que adoptan espontdneamente un fenotipo
endodérmico durante la formacion del EB es muy baja. Por ello y con el fin de aumentar
la eficiencia de diferenciacion de las células ES a células 3, en los ultimos afios distintos
grupos han desarrollado protocolos de diferenciacién basados en el uso de factores de
crecimiento y moléculas de sefializacion implicados en el desarrollo pancreético; pero

poco se sabe sobre qué factores regulan la diferenciacion y desarrollo exocrino.

1.1. ANALISIS DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE PANCREATICO FETAL
(SNP) EN LA DIFERENCIACION DE LAS CELULAS ES A CELULAS
ACINARES PANCREATICAS

Las células ES responden a sefales implicadas en el desarrollo pancreatico, ya
que su diferenciacion en presencia de sobrenadantes pancreaticos obtenidos del cultivo
de pancreas fetal (SNP) incrementa la expresion de diferentes marcadores endocrinos
(4, 22, 23). Por ello, nuestro interés fue analizar si los SNP también inducian un
incremento de la expresion de marcadores exocrinos. Asi pues, aplicando el protocolo
descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.1A) analizamos por RT-
PCR semicuantitativa y cuantitativa la expresion de distintos marcadores de
diferenciacion exocrina, asi como la expresion de factores de transcripcion implicados
en el desarrollo exocrino. Estudiamos el efecto de los SNP de estadios comprendidos
entre E12.5-E17.5 (Figura 3.1B-C), observando que en todos los casos tenia lugar un
incremento de la expresion de transcritos de RNAm que codifican para marcadores
endocrinos (Nkx6.1, insulina y glucagbn) y marcadores exocrinos (amilasa,
carboxipeptidasa A, quimiotripsindogeno, Mist-1 y p48), aunque la expresion de elastasa
no se modulaba. Esto demuestra que los SNP contienen un coctel de factores que
inducen tanto la diferenciacién endocrina como exocrina, por lo que tal y como era de

esperar su efecto no es selectivo para un linaje pancreatico especifico.
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Figura 3.1: A) Protocolo de diferenciacion de las células ES utilizando SNP (EB7P7).
Analisis de la expresion de marcadores pancreéticos, en las células diferenciadas tratadas
con SNP de estadios embrionarios comprendidos entre E12.5-E17.5 por B) RT-PCR
semicuantitativa y por C) RT-PCR cuantitativa. La condicion control (C) muestra la
expresion de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas con SNP. HPRT es el
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marcador usado como gen housekeeping. Carboxip. A= carboxipeptidasa A; Quimiotrip.=
quimiotripsindgeno.

También observamos que en general los EBs cultivados con SNP tenian un
tamafio sensiblemente mayor que los obtenidos en la condicion control; este efecto era
claramente mas pronunciado en el caso del estadio E16.5 (aproximadamente de tres
veces segiin medidas milimétricas). Estos resultados demuestran que los SNP contienen
asimismo factores mitogénicos, cuya concentracion y/o composicidon varia segun el

estadio embrionario del cual se han obtenido el SN (Figura 3.2).

2 - 1A - = . '.'-T.:"":'; - e
Medio control EB6 SN 13.5 EB6 SN 14.5 EB6 SN 16.5 EB6
Figura 3.2: Tamafio de los EBs tratados con SNP de distintos estadios embrionarios. Se
muestran imagenes obtenidas por microscopia de contraste de fase de EBs después de 6 dias en
suspension (EB6) tratados con SNP de los estadios E13.5, E14.5 y E16.5. Los EBs control no
han sido tratados con SNP.

1.2. ANALISIS DEL EFECTO DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS DEL
CULTIVO DE MESENQUIMA PANCREATICO DEL ESTADIO
EMBRIONARIO E12.5 EN LA DIFERENCIACION DE LAS CELULAS ES A
CELULAS ACINARES PANCREATICAS

Debido a que se ha descrito que el mesénquima pancreatico regula las
proporciones relativas de tejido endocrino y exocrino y que en ausencia de éste, el
epitelio pancreatico se diferencia a los linajes endocrinos (15), estudiamos el efecto de
los SN obtenidos del cultivo de mesénquima pancreatico del estadio de E12.5 y por otro
lado del epitelio pancreatico del mismo estadio. La separacion del mesénquima se
realizd6 con pancreas embrionarios de este estadio porque es todavia realizable; mas
tarde éste queda embebido en el parénquima acinar. En nuestras condiciones, el

mesénquima aislado prolifera in vitro al menos durante una semana y las células
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derivadas presentan una morfologia fibrobléstica (Figura 3.3A). Usando el protocolo
descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.1A) analizamos por RT-
PCR semicuantitativa, la expresion de distintos marcadores de diferenciacion exocrina y
endocrina, asi como la expresion de factores de transcripcion implicados en el
desarrollo pancreatico. E1 SN obtenido del cultivo de mesénquima pancreatico inducia
un incremento en la expresion tanto de marcadores exocrinos como endocrinos (Figura
3.3B). Este incremento no era significativamente mayor que el obtenido con los SNP, ni
se producia tampoco de forma selectiva un incremento de la expresion de marcadores

acinares (Figura 3.1B).

Se ha descrito en experimentos de co-cultivo de mesénquima y epitelio
pancreaticos (11, 15) que para que el mesénquima induzca la diferenciacion exocrina es
necesario el contacto y/o la proximidad de ambos sugiriendo la implicacion tanto de
factores solubles como de moléculas asociadas a la membrana de una forma
concentracion dependiente. Estos datos podrian explicar en parte el hecho de que no
observemos un incremento especifico de la expresion de marcadores exocrinos al ser

incubadas las células con el SN del mesénquima embrionario.

A Mesénquima B

Amilasa

Dia 1

Carboxip. A

Quimiotrip.

Enzimas digestivos

Exocrino

Mist-1

p48

Dia 3

Factores de
transcripcion

Nkx6.1

Insulina

Endocrino
Hormonas

Glucagon

HPRT

HUANONBne,

Figura 3.3: A) Imagenes de contraste de fase de los cultivos de mesénquima de pancreas
embrionario de E12.5, después de 24 horas y 3 dias de cultivo. B) Andlisis de la expresion
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de marcadores pancreaticos en las células diferenciadas tratadas con SN de cultivos de
mesenquima del estadio embrionario de E12.5 por RT-PCR semicuantitativa. La condicion
control (C) muestra la expresion de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas
con SN. HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. Carboxip. A= carboxipeptidasa
A; Quimiotrip.= quimiotripsindogeno. Mes. = sobrenadante del cultivo de mesénquima
pancreatico del estadio embrionario E12.5. Epit. = sobrenadante del cultivo de epitelio
pancreatico del estadio embrionario E12.5. SN = sobrenadante.

1.3. ANALISIS DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE DEL CULTIVO DE LAS
LINEAS CELULARES NIH3T3, 266-6, AR42)J E |INS-1E EN LA
DIFERENCIACION DE LAS CELULAS ES A CELULAS ACINARES
PANCREATICAS

Investigamos el efecto de los SN obtenidos del cultivo de una linea celular
mesenquimal no pancreédtica (NIH3T3), de lineas celulares pancreaticas exocrinas (266-
6 y AR42J) asi como de una linea celular pancreatica endocrina (INS-1E). Utilizando el
protocolo descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos analizamos, por RT-PCR
semicuantitativa, la expresion de distintos marcadores de diferenciacion exocrina y
endocrina, asi como la expresion de factores de transcripcion implicados en el

desarrollo pancreatico (Figura 3.4).

Trabajos pioneros en los afios 60-70 demostraron en ensayos de recombinacion
de epitelio-mesénquima que éste Ultimo no requeria ser de origen pancreatico para
inducir la diferenciacién exocrina (6). Mas recientemente, trabajos de Li et al., 2004
(11) han mostrado que la linea celular NIH3T3 también puede substituirlo. Nuestros
resultados demuestran que el SN obtenido a partir del cultivo de esta linea celular no
produce este efecto sobre la diferenciacion acinar. Asimismo, no se regula la expresion
de marcadores endocrinos tales como Nkx6.1 e insulina. Tal como hemos comentado en
el apartado anterior, una explicacion plausible seria que con el SN no conseguimos la
concentracion adecuada de los factores responsables de dicha indccion. De hecho, en los
trabajos publicados se describe un efecto represor del mesénquima sobre la
diferenciacion endocrina dependiente de la proximidad y/o concentracion local de
factores que tampoco observamos en nuestros ensayos. Otra posibilidad, es que el clon
de células NIH3T3 con el que trabajamos no fuera el mismo que el utilizado en los

experimentos de Li et al., 2004.
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Por otro lado, al analizar el efecto de los SN de las lineas celulares acinares
observamos que el SN de ambas lineas (266-6 y AR42J) inducia un incremento de la
expresion de p48, Nkx6.1 e insulina, pero en cambio no se incrementaba la expresion de
marcadores de citodiferenciacion acinar como amilasa o carboxipeptidasa A. Incluso, en
el caso del SN de AR42J se observaba una cierta represion en la expresion de enzimas
digestivos (Figura 3.4). El incremento de la expresion de marcadores endocrinos con el
uso del sobrenadante del cultivo de la linea celular AR42J podria explicarse en parte por
el carécter anficrino de estas células y es posible que ocurra lo mismo en el caso de la

linea celular 266-6.

Por ultimo, el SN de la linea celular endocrina INS-1E no regulaba la expresion
de marcadores endocrinos (Nkx6.1 e insulina) y disminuia la expresiéon de marcadores

exocrinos (p48 y carboxipeptidasa A) (Figura 3.4).

C NIH3T3 266-6 AR42J C Ins-1E

Amilasa

Carboxip. A

Exocrino

p48

o [

Insulina

Endocrino

HPRT

Figura 3.4: Analisis de la expresion de marcadores pancreaticos en las
células diferenciadas tratadas con SN de cultivos de lineas celulares
mesenquimales (NIH3T3), acinares (AR42J y 266-6) y endocrinas (INS-
1E) por RT-PCR semicuantitativa. La condicion control (C) muestra la
expresion de los distintos marcadores en células que no han sido tratadas con
SN. HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. Carboxipep. A =
carboxipeptidasa A.
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1.4. ANALISIS DEL EFECTO DE FACTORES SOLUBLES IMPLICADOS EN
EL DESARROLLO PANCREATICO SOBRE LA DIFERENCIACION DE LAS
CELULAS ES A CELULAS ACINARES

El siguiente paso fue investigar qué vias de sefializacion especificas implicadas
en el desarrollo pancreatico podrian regular la diferenciacion de las células ES al linaje
exocrino. Se ha demostrado extensivamente (ver apartado 2 de la Introduccion) la
importancia de la via de sefializacion de Hedgehog, de distintos miembros de la familia
del TGFp, FGFs, EGFs y del RA sobre el desarrollo pancreatico. Por ello, analizamos el
efecto de factores solubles y drogas moduladoras de estas vias de sefializacion, tales
como ciclopamina (compuesto quimico que bloquea la via de sefalizacion de HH),
Activina A y BMP4, FGF4, FGF6 y FGF7, HB-EGF y all-trans RA utilizando el
protocolo descrito en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos (Figura 3.5).

Factores solubles

7

»  Andlisis de las
células

diferenciadas

Células ES
Induccion de la Plaqueo de los EBs
formacion de los EBs en después de 7 dias en
suspension suspension (EB7)

Figura 5: Protocolo de diferenciacion de las células ES (EB7P7) incubadas con factores
solubles especificos para analizar su efecto sobre la diferenciacion de las células ES a
células acinares pancreaticas.

La mayoria de estos resultados se presentan en el articulo “Transforming
growth factor (TGF)p, fibroblast growth factor (FGF) and retinoid signalling
pathways promote pancreatic exocrine gene expression in mouse embryonic stem

cells” adjunto a continuacion.

A modo de resumen, demostramos segun el analisis por RT- PCR que la
represion de la via de HH con ciclopamina o con Activina A (que tiene efectos
redundantes con Activina B) estimulaba la expresion de Pdx-1, insulina y glucagon.

Ademaés Activina A inducia también un incremento de la expresion de marcadores
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exocrinos como p48 y amilasa. La incubacion de las células con all-trans RA (1uM)
inducia un incremento de la expresion de marcadores exocrinos (elastasa y p48),
mientras que la expresion de marcadores endocrinos no se modula (insulina y Pdx-1); y
FGF7 inducia un incremento de la expresion tanto de marcadores endocrinos como
exocrinos. Los factores solubles BMP4, FGF6 y FGF4 no modulaban la expresion ni de

marcadores exocrinos ni endocrinos de manera significativa.
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Synopsis

Extracellular signalling cues play a major roldghe activation of differentiation programmes.
Mouse embryonic stem (ES) cells are pluripotent eem differentiate into a wide variety of
specialised cells. Recently, protocols designemdoce endocrine pancreatic differentiation
in vitro have been designed but little information is auilse available concerning the
potential of ES cells to differentiate into acirancreatic cells. By using conditioned media
of cultured foetal pancreatic rudiments, we denmmatstthat ES cells can respoimdvitro to
signalling pathways involved in exocrine developmend differentiation. In particular,
modulation of the hedgehog, TGFetinoid and FGF pathways in ES cell-derived eraiar
bodies (EB) resulted in increased levels of trapscrencoding pancreatic transcription
factors and cytodifferentiation markers, as dematsti by RT-PCR. In EB undergoing
spontaneous differentiation, expression of the ntgjmf the acinar genes (i.e. amylase,
carboxypeptidase A and elastase) was induced thfteexpression of endocrine genes, as
occursin vivo during development. These data indicate that HIS can undergo exocrine
pancreatic differentiation with a kinetic patterfi expression reminiscent of pancreas
developmentin vivo and that ES cells can be coaxed to express amraphenotype by
activation of signalling pathways known to play @er in pancreatic development and

differentiation.

Key words: Embryonic stem cells/ acinar pancreas/ diffeegith pathways/ transcription

factors/ endocrine.

Abreviations used: EB, embryoid body; ES, embryonic stem; FBS, fe@line serum; FGF,
fibroblast growth factor; HH, hedgehog; LIF, leuk@a inhibitory factor; RA, retinoic acid;

TGF, transforming growth factor.



I ntroduction

Mouse embryonic stem (ES) cells can be propagatedefinitely in the
undifferentiated state when cultured in the presesfdeukaemia inhibitory factor (LIF) and,
upon aggregation, they retain the ability to défarate into all cell types of ectodermal,
mesodermal and endodermal lineages. Clusteringelid teads to the formation of three-
dimensional structures, called embryoid bodies (HB)m which cells differentiate in a
process that mimics gastrulation and early orgamegje [reviewed in 1-4]. The molecular
mechanisms promoting the commitment of stem calis & specific lineage remain largely
unknown. Recently, ES cells adopting an endocrarepeatic phenotype have been described
on the basis of their functional properties [5+8bwever, many important questions remain to
be answered including the detailed time-course aficpeatic marker expression during
spontaneous differentiation, the precise proportmn ES cells undergoing pancreatic
differentiation - a recent re-examination of pulbéid data led to the conclusion that as few as
1/10 cells are insulin-producing-cells [9] — and the degree of functional matugthieved.

In any case, using currently available stratedies,ability of ES cells to differentiate along
the various pancreatic lineages is dramatically. Ibwleed, their potentiality to differentiate
into exocrine cells has only been reported on thgsisbof amylase and carboxypeptidase
transcript expression [10-11], suggesting that &y wenall number of cells is competent to
adopt an acinar fate. This could result from twamienitations. The first one may rely on
the appearance of a relatively small fraction ofsceithin the nascent embryoid bodies
spontaneously adopting an endodermal fate, compareduch higher proportions of cells
adopting neurectodermal or mesodermal fates [2S8fondly, it is well known thathe
specification of pancreatic endodermuvivo, takes place in only a sub-set of gut endoderm
cells which both receive an inductive signal frdma hotochord and aorta, and escape from an
inhibitory signal originating from the cardiac mdsom [reviewed in 12-14]. The occurrence
of these processes within the developing embryodids remains largely uncontrolled.

Advances in the knowledge of the factors involvadpancreatic development and
differentiation are thought to be essential to digvestrategies to activate the pancreatic
differentiation program from ES cells [15]. Bothderine and exocrine pancreas originate
from a domain of the foregut endoderm [16, 17] whexpresses at early developmental
stages the transcription factor Pdx-1. In the mptasgeted inactivation of this gene leads to
an apancreatic phenotype [18, 19], demonstratisgmgjor role in both exocrine and
endocrine pancreatic development. Moreover, oveesgon of a modified Pdx-1 carrying
the VP16 activation domain in other endodermaittates, such as the liver, leads to ectopic
pancreas formation [20Foluble factors such as actigB and fibroblast growth factor- 2
(FGF2), secreted by the chick notochord, repregsession of Sonic hedgehog (Shh) and
Indian hedhegog (Ihh) - a prerequisite to panarelateage specification - and trigger the



emergence of pancreatic precursors expressing Ha%}1Most evidences suggest that the
endocrine phenotype is activated by default in peatec precursors, whereas exocrine
differentiation requires the participation of exsHular matrix and mesenchymal cells
[reviewed in 12, 15, 22]. Indeed, there is stromnglence that signalling induced by soluble
factors is of crucial importance for cell differeatton during pancreatic development. We
have, therefore, analyzed whether growth factocsa@mpounds that can affect biochemical
routes important for pancreatic development cao iafgpact on the differentiation of ES cells
towards the pancreatic lineage, and more spedificato acinar cells. We show that
signalling pathways involved in early pancreas ttguaent also regulate exocrine pancreatic
gene expression in differentiating ES cells andt ttie observed temporal patterns of
pancreatic gene expression are reminiscent afo development. Therefore, these data may
be useful for the development of new strategiesctiimg ES cell differentiation towards the
pancreatic exocrine lineagevitro.

Materials and methods

Cell culture and reagentdndifferentiated ES cells (ENS cell line, [23]&re cultured
at 37°C in a 7.5 % GGatmosphere on mitomycin-treated mouse embryohiolfiasts in
Glasgow's Modified Eagle's Medium (GMEM, Gibco) plgmented with 10% foetal bovine
serum (FBS), 0.1 mMB-mercaptoethanol, 1 mM sodium pyruvate, 1% nonregsdeamino
acids (Gibco), 2 mM glutamine, 1% penicillin-streiycin, and 1000 U/ml LIF. CGRS, a
feeder-independent ES cell line, was also used. [RBR42J (rat) and 266-5 (mouse) cells
display some exocrine-like features and were cettum Dulbecco's modified Eagle's
Medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10% FBS,tgthaine, sodium pyruvate, non-
essential amino acids, and penicillin-streptomycin.

Recombinant human activin A was obtained througé MNational Hormone &
Pituitary Program, (NIDDK and A. F. Parlow). Cyclopine was a kind gift from W. Gaffield
(U.S. Department of Agriculture, Albany, CA). Alans retinoic acid and FGF7 were
obtained from Sigma and R&D Systems, respectively.

The following rabbit antisera were used: anti-rd8 gross-reactive with human p48
[25], anti-amylase (Sigma); anti-frog Pdx-1 crosaative with mouse Pdx-1 (kindly provided
by C. Wright, Nashville, TN). Peroxidase, biotin BnVision-labeled goat anti-rabbit Ig
(Dako) were used as secondary antibodies.

In vitro differentiation of ES cellsES cells were grown in suspension (5 X 10
cells/ml) in non-adherent Petri dishes to allownfation of embryoid bodies (EB). FBS
concentration was reduced to 3% and LIF was withdras indicated. In some experiments,
EB formation was initiated in hanging drops {I&lls in 25 pl). After 2 days, EB were




pooled and cultured for 2 to 5 days in Petri dishHsen, EB were allowed to adhere to
gelatin-coated cell culture dishes and further granvES cell medium supplemented with the
indicated factors.

Generation of foetal pancreatic culture supernatdfbetal pancreas was dissected
from mouse embryos of various developmental stafies.pancreatic rudiments (n=8) were
cultured in 5 ml of ES cell medium supplementedhwafo FBS for 7 days. Conditioned
medium was then collected, filtered, and storedB@C. A pool of supernatants was used for
each experiment after dilution (1:1) in ES cell miea

Immunocytochemistry Sections of frozen EB pools were fixed in 2-4%
paraformaldehyde for 10 min and washed with PB$ irimunocytochemistry, sections were
incubated for 10 min in ¥, and levamisole (Sigma) to block endogenous peasddcand
alkaline phosphatase (AP) activities, followed l®veral washes in PBS. To improve the
detection of nuclear antigens, sections were tdeatth 1% SDS in PBS for 5 min, washed in
PBS, and incubated in the blocking solution of fhgramide-Signal Amplification kit
(NEN™, Boston, MA). Primary antibodies were added fortl@t 4 °C. After washing in
PBS, sections were incubated with peroxidase-cduplgi-lg for 1 h, then with biotin-
tyramide for 5 min, as indicated by the manufactusections were extensively washed with
20% DMSO, incubated with phosphatase-conjugategpstvidin (219/ml) (Pierce, Rockford,
IL) for 25 min, and further washed in PBS. Readiavere developed using Fast red as a
chromogen. Alternatively, an EnVision based amgdifion method (Dako) was used and
reactions were developed with DAB.

RT-PCR analysisRNA was isolated from EB cells as described bgpr@tzynski and
Sacchi [26] then treated with Dnase | to elimiratg contaminating DNA. From 0.5 toug
of total RNA was reversed-transcribed and cDNAsensnplified using the Superscript one
step RT-PCR kit (Gibco). Reactions (25 pl) contagnmRNA-specific primers (50 pmoles
each) were incubated at optimal annealing tempesfias described below) and subjected to
35-40 cycles of amplification, except for 3-actibNA which was amplified for 20 cycles.
The PCR products were separated using 2% agartsargk stained with ethidium bromide.
Their identity was confirmed by restriction endolease mapping. RNA from mouse
pancreas or from the mouse pancreatic cell line33Were used as positive controls; PCR
products generated in the absence of RNA templaee wsed as negative control. The
oligonucleotide pairs used for PCR and the siz¢éhefamplified products were as follows:
Pax4 (60 °C) CAGCAGGACGGACTCAGCAG (S) and CAGGAAGGEGATTGGCAGT
(AS) (870 bp); carboxypeptidase A (58 °C) GAAATCGGBACAGGCACAG (S) and
TGGTGGTTAGGAGGCAGTTTG (AS) (653 bp); Pax6 (55 °C)




AGAAGATCGTAGAGCTAGCT (S) and TACTGGGCTATTTTGCTTACAAS) (231 bp);
pancreatic polypeptide (PP) (55 ©°C) CTGCCTCTCCCTGITCGT (S) and
GGCCTGGTCAGTGTGTTGATG (AS) (a79 bp); Nkx6.1 (55 )°C
TCTTCTGGCCNGGGGTGATG (S) and CCTGCTTCTTCTTGGCGGTAS) (311 bp).
Mist-1 (55°C) CTAAAGCTACGTGTCCTTG (S) and AGAAGAGGGCAGGC (AS)
(760 pb). Other primers were as described: glucaguh insulin [27]; amylase, elastase,
chymotrypsinogen, Pdx-1, and p48 [28]; HNF3R3 (dpetor the endodermal isoform) and 13-
actin [29] and ngn3 [30]. All experiments were @drout in duplicate and the reproducibility
of the observations was confirmed in two to thredependent experiments. RNA expression
was estimated based on the intensity of the bahdseoPCR products as compared to the
intensity of the band corresponding to [3-actin. Sguantitative analysis of PCR products
was performed using an Alpha Imager™ 2000 instrur(®@ipha Innotech, San Leandro, CA)
and the alpha ease™ analysis program (Alpha Inhpt€coducts obtained from mRNA were
analyzed by densitometry and the ratios of panicresrkers to 3-actin were calculated.

Results

Expression of an exocrine pancreatic phenotypeSrcélls differentiatedn vitro. EB
were cultured in suspension for 4 to 21 days, &edexpression of endocrine and exocrine
differentiation markers was examined by semi-quatve RT-PCR. Results from a
representative experiment are shown in Fig.1. Lewels of glucagon and insulin mMRNAs are
detected as early as day 4. Higher levels are etet day 11 and they increase markedly at
day 21. PP transcripts are consistently detectednifferentiated ES cells and in EB. In
contrast, none of the exocrine differentiation neaskstudied (carboxypeptidase A, elastase
and amylase) are detected at day 4. These mRNAgsrdetected at day 11 and their levels
remain constant at day 21. An exception was obderf@ transcripts encoding
chymotrypsinogen that were occasionaly barely deteat day 4. These results show that,
both endocrine and exocrine markers are detectedgd&S cell differentiation. In addition,
the expression of the majority of the exocrineat#htiation markers appears to be activated
later than that of endocrine markers.

Expression of mRNA encoding transcription factargoived in pancreatic differentiation

Expression kinetics of a panel of exocrine and ende transcription factors was analyzed.
Several transcription factors expressed during igatic differentiation are known to play a
dual role, first during early development and laturing the specification of pancreatic
lineages and terminal differentiation. For instgnBelx-1 is expressed in endocrine and
exocrine progenitors [31]. Subsequently, Pdx-hi®lved in the activation of endocrine and




exocrine genes [32]. Similarly, p48 is requireckatly stages of development, as p48ice
lack a pancreas, and it is also required for thiwatoon of the expression of acinar genes [28,
32, 33]. During EB formation, both Pdx-1 and p48M#® are detected as early as day 4 (Fig.
2A, B). As shown in Fig 1, transcripts coding fairar enzymes are not detected at this early
stage suggesting that the p48 and Pdx-1 transalgiected at day 4 reflect mostly, if not
exclusively, progenitor cells. Both p48 and Pdx-BRMA levels increase at day 21 in parallel
with acinar gene mRNAs. A similar kinetics of exgg®mn was observed for HNf3R, a
transcription factor involved both in acinar andlecrine gene expression. In contrast, mMRNA
for Mist-1, a protein involved in the maintenandeaoinar cell organization and identity [34],
is first expressed at day 11, in parallel with septs coding for acinar enzymes, possibly
reflecting the emergence of terminally differergfcinar cells.

Ngn3, a bHLH factor, is critical for the developmesf all endocrine cells. It is
expressed in endocrine progenitors and it is tuofeduring terminal differentiation [31, 35].
Pax4 is likely to be involved in the specificatiohthe 3- cell lineage. Its expression is also
down-regulated during terminal differentiation [36@jterestingly, in the developing EB, both
ngn3 and Pax4 are strongly expressed at 4 daysfefettiation and their levels decrease at
the later time points, in accordance with thevivo expression kinetics. In contrast, Nkx6.1
MRNA, whose expression is dependent on Pdx-1 esipresn early differentiating 3-cells
[37] and Pax6, which is expressed in all endocrae#ls throughout early pancreatic
development [15, 37], are also detected at dayt4hair levels are up-regulated at later time
points.

We next examined the expression of p48 and Pdxvia, factors involved in the
expression of acinar genes, and amylase in 21 &agyEmmunocytochemistry (Fig. 2C). A
very low proportion of cells express either proseip48 and Pdx-1 are mainly found in the
nucleus. Cells immunoreactive for exocrine panaceatrkers are present as singlets or as
doublets, though some clusters of reactive celisatso observed. No labelling is detected in
undifferentiated ES cells (data not shown).

A comparison of the expression kinetics of pancegeific genes duringn vitro
differentiation of ES cells and during vivo foetal development is given in Table I. It shows
that pancreatic markers that are expressed at s@dyes of pancreatic developmentvivo
(E8.5-9.5) are already expressed in early diffeaging EB (EB4) whereas pancreatic markers
whose expression is switched on later (E10.5) isse detected at day 11 in EB, indicating a
close temporal pattern of pancreatic gene expnesstween the two developmental models.

Activation of exocrine differentiation by co-cultuwith conditioned medium from pancreatic
rudiments The low proportion of ES cells which spontanepuabopt an endodermal
phenotype during EB formation prompted us to astessability of ES cells, or their early




differentiated derivatives, to respond to signalsolved in pancreatic development. A
schematic representation of the general experirhprigocol used for ES cell differentiation
is shown in Fig. 3Conditioned media were prepared by culturing paat@eudiments from
E13.5, E15.5 and E16.5 mouse foetuses, in mediurtaicing 3% FBS. These conditioned
media were then applied to differentiating EB fodalys and EB were further grown for one
week in normal medium. A significant increase ie tavels of Pdx-1 (2.5-fold) and amylase
(4-fold) transcripts is consistently observed (FHi@\). Conditioned media prepared from
E13.5, E15.5 and E16.5 foetuses appear equallyiezifiat promoting expression of the two
markers. The effect of conditioned medium prepdrech E15.5 rudiments on the expression
of pancreatic markers is confirmed by an immunaigsisemical analysis which shows a
marked increase in the number of cell foci immunotee for Pdx-1 and amylase (Fig. 4B).

Activation of exocrine differentiation by alteratioof specific signaling pathway3he next
step was to investigate which signals could up{etguexocrine pancreatic differentiation in
this system.

Inhibition of Shh-dependent signalling in gut enelod cells has been shown to be
critical for the specification of the pancreatidteplium [12, 21]. Therefore, we examined
whether inhibition of Shh signalling during EB difentiation could promote pancreatic
differentiation. EB were grown in suspension fadays, then allowed to attach to the culture
dish in the presence of cyclopamine, an inhibifardH signalling, for 24 h. In the absence of
cyclopamine, transcripts encoding Pdx-1, insulingd glucagon are barely detectable (Fig.
5A). Cyclopamine induces a moderate increase icagjon mRNA level whereas it induces a
strong increase both in Pdx-1 and in insulin mRMx®els. However, no effect on the level of
exocrine markers (p48 and amylase) is observed (aztshown).

Several members of the activin family have beemshim be expressed in developing
pancreatic rudiments, where they regulate the esalges of pancreas development [21]. An
increasing amount of data also supports a rolecti¥ia signaling in both endocrine and
exocrine differentiation [38-40]. The effect of @@t A on pancreatic gene expression in
developing EB was therefore tested. EB were grawsuspension for 4 days, then allowed to
attach to the culture dish for 24 h, and furtheswgr in the presence of activin A for 48 h.
Activin A up-regulates the expression both of exoer(p48 and amylase) and of endocrine
genes (Pdx-1, insulin, and glucagon). Importamtigximal effect is observed at physiological
concentrations of activin A (1 nM) (Fig. 5B).

Recently, it has been proposed that retinoids @legte in the specification of exocrine
phenotypes during pancreatic development [41, Ai@]assess the effect of RA on exocrine
differentiation of ES cells, EB were grown in susgien for 7 days in the presence of 1 uM
RA and then allowed to re-attach and grow in RAefreedium for 7 days. RA up-regulates
expression of exocrine-specific (p48 and elastgsrles. In contrast, expression level of




insulin and Pdx-1 mRNA is not affected (Fig. 6AGF/ is also emerging as another growth
factor that participates in pancreatic developnjébt. Incubation of EB with 3 nM FGF7
results in increased levels of transcript panccg@&dx-1) and exocrine differentiation markers
(p48, amylase) (Fig. 6B).

Discussion

Unlike the endocrine lineage, less is known abbatgenes and signalling pathways
which control acinar pancreatic development anteihtiation. This results largely from the
availability of a very limited number of immortadid cell lines and the lack of relevant
primary cell culture models. Hence, acinar celldengo a ductal differentiation after 2 days
in culture [43] which precludes propagation andegenanalyses of the original cell types. ES
cells could provide an alternative system to dgvelell culture models representing different
stages of acinar differentiation. In this study, st®w thati) mouse ES cells can differentiate
in vitro into cells expressing markers of the exocrinedgee {i) the expression kinetics of
pancreatic regulatory genes follows a hierarchy ihaeminiscent of pancreas development,
and(iii) signalling pathways that have been shown to bertapt for pancreatic development
can be exploited to bias ES cell differentiatiowaods the exocrine lineage vitro.

Mouse ES cells differentiate into cells expressimgrkers of the exocrine lineag@ur data
indicate that ES cells can adopt a pancreatic aginenotype when spontaneously induced to
differentiate, although they do so with a very lefficiency, as previously reported for cells
expressing markers of tiecell lineage [9]. Interestingly, the differentidteells expressing
exocrine markers often appear as small clustetsiwideveloping EB, similarly to what has
been described for insulin producing cells [44Qgesting that local signals produced within
the EB are able to promote the exocrine differéiotiaprogram. It also suggests that cell
density during EB aggregation may be crucial toielhis process as other groups have barely
detected an exocrine phenotype when cells werecewto differentiate at higher densities
[45]. Alternatively, it could reflect the variali§i in the ability of ES cell lines to differentiate
into the exocrine lineage under similar cultureditbans.

The expression kinetics of pancreatic regulatonyegefollows a hierarchy that is reminiscent
of pancreas developmerdx-1, Nkx6.1, and Pax4 are expressed concomytavith the
appearance of insulin and glucagon-positive callsng early development of the pancreas,
whereas ngn3 is transiently expressed before emdodifferentiation [15, 22, 37]. It is
therefore tempting to speculate that transientesgon of ngn3 in the developing EB reflects
the emergence of endocrine progenitors which lifégrentiate into more mature endocrine
cell types. Taken together, these data suggesthteadiS-derived pancreatic cells differentiate
beyond the primary transition state as defined iobtePand Rutter [46], which corresponds to




a phase during which a wave of proto-differentiatesulin cells develops. This stage is

moleculary characterized by the expression of Pdmd ngn3 whereas progression to the
second transition is accompanied by the expressfidtax 6, Pax4, Nkx6.1 and Nkx2.2 [14],

most of which are found to be spontaneously expressour cultures.

Another important result which emerges from ourekin analysis is that exocrine
differentiation is detected after the activationesfdocrine markers in the developing EB.
This, again, reflects the situation observed dudegelopment in which the emergence of
endocrine markers preceeds that of exocrine mafk&fsin addition, p48n vitro is detected
prior to acinar genes in developing EB, a findihgttgoes along with the fact that p48 is
required during early steps of pancreatic endoddifferentiation [33]. In contrast, Mist-1
expression is only detected in late differentiatiB®, concomitantly with amylase and
carboxypeptidase, reflecting the involvement of tMisin the terminal differentiation of
acinar cells [34].

Taken together, these data support the notiorthleatnajor molecular pathways which
are known to control differentiation of the pand¢i@axocrine lineage in the developing
mouse foetus may also be operative duringrihtro differentiation of mouse ES cells.

Therefore, ES cells are a good model to analyzebtbmgical role of pancreatic
regulatory genes at very early stages. This may inethe understanding and identification of
new genes involved in the pancreatic acinar lineagemitment.

Signalling pathways that have been shown to becakifor pancreatic developmeit vivo
can be used to bias ES cell differentiation towatisls exocrine lineagen vitro. We
hypothesized that the signals governing pancredgielopment which spontaneously are
induced within EB could be modulated by extrinsactors to bias ES cell differentiation
towards the exocrine lineage. Our data show thatneatic rudiments release growth factors
which promote the expression of Pdx-1 and amylasdifferentiating EB. This increase in
transcript levels is accompanied by an increasthénproportion of Pdx-1- and amylase-
expressing cells, suggesting that conditioned mediaby increasing the fraction of gut
endoderm cells which commit to pancreatic fateptomoting the growth of committed cells,
or through both mechanisms.

Concerning the possible signalling routes involuethis effect, we have postulated that HH
molecules in the developing EB [48] could repreaagoeatic differentiation. We therefore
used cyclopamine to inhibit HH signalling in diféstiating cells. Cyclopamine, known to
promote-cell development and to induce pancreatic hetpratm the chicks [49], induces
an increase in the levels of Pdx-1, insulin, andcgyon transcripts in EB. However,
cyclopamine does not seem to have any effect orletred of exocrine transcripts. This is
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unexpected since inhibition of HH signalling in thancreatic endoderm takes place prior to
the endocrine/exocrine specification. However, ascpeatic development proceeds, HH
signalling becomes necessary to regulate an amieopancreas size [50]. Moreover, the
study of mice that loss Hhip and patched 1 (Pte)p HH inhibitors, has revealed the
requirement of a tight regulation of this pathwayeticit a correct pancreas morphogenesis,
islet formation and endocrine proliferation [51h ¢ontrast, acinar differentiation remains
unperturbed in these mutant embryos [51]. Therefbris possible that in our system, the
inhibition of HH signalling with cyclopamine reflecthis scenario.

Repression of Shh expression in the prospectinerpatic epithelium is mediated by
FGF2 and activin B [21]. Our data show that physyidal concentrations of activin A —
which exerts effects redundant of those of act®in stimulate Pdx-1, insulin, and glucagon
expression similarly to cyclopamine. In additionactivates exocrine gene expression in the
developing EB. This activation could result fromiadirect effect of the activin A promoting
the differentiation of mesenchymal cells [52]. Aati A is well known as a potent inducer of
mesoderm development and the mesenchyme is knoywrotoote exocrine differentiation.
This hypothesis is further supported by the obgemathat activin A induces a dramatic
increase in transcripts encoding follistatin in [B2]. In turn, follistatin is a potent inducer of
exocrine differentiation of pancreatic precurs&s]][

We have also investigated the role of retinogphalling in pancreatic differentiation of
ES cells. RA has been proposed to act as a paserg agent in embryonic endoderm in
zebrafish [reviewed in 13]. In the chick, RA is fstient to induce Pdx-1 expression in
endoderm anterior to the pancreas [54]. A latez fot RA has also been suggested based on
in vitro experiments. Early embryonic pancreas cultured fdays with exogenous RA results
in a predominant induction of acini formation witto obvious effect on the endocrine
compartment [41]. In our system, incubation of teveloping EB cells with all-trans RA
leads to a specific increase in the level of exmigene expression whereas expression of
endocrine markers remains unchanged, suggestimngntiaese conditions, RA is acting on
EB cells already committed to the pancreatic fatelike RA, FGF7 up-regulates expression
of both acinar and endocrine genes in the deveajpgB, which may indicate that pancreatic
progenitors are expanded. FGF7 has been showwrrease proliferation of isolated pancreas
epithelium and to mimick the effects of the mesenud on acinar differentiation [55]. In
addition, it has recently been demonstrated thatr aémoval of FGF7n vitro, most of the
expanded progenitor cells differentiate into entdeercells [56]. A combination of these
processes could explain the increase of the expresd both amylase and insulin in our
system.

A combination of strategies is needed to generaigancells from ES celldNVe show that
signalling pathways that regulate pancreatic deurekntin vivo can be used to drive
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pancreatic differentiation in ES cells. However, these experiments, where single
differentiating agents were used, the variationseoled in pancreatic gene expression by RT-
PCR were not accompanied by a significant increastne proportion of pancreatic cells
detected by immunostaining. This probably refletts need to operate in more than one
signalling pathway to achieve a significant inceeas the efficiency of the cell culture
methods, as it occurs when foetal pancreatic ciomditl media are used (Fig. 4). But even
when the hypothetical best combinations of panmresaiuble factors are used, the number of
pancreatic acinar cells is far to be good enoudhchvindicates that for detecting a very
significant statistical number of cells, the efficsty should be increased by a factor ot 10
10", It seems unlikely that with a single strategydifferentiation this could be satisfactorily
achieved. Indeed, the ability of ES cells to défgrate into the endocrine lineage has been
shown to be very limited, independently of the éabinology used [8-9, 11, 45]. It is
reasonable to conceive that the integration ofediffit strategies in a single protocol may
result in future in a better optimization of theltate methodologies. For instance, the
knowledge obtained from our data may be useful ptinoze the strategies based on
pancreatic acinar cell specific genetic selectldentification of molecules and their optimal
combination that selectively engage an acinarspatification program is underway.
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Table I. Pancreatic marker expression in EB as ewetpto expression during mouse development.

EB (days) Onset of Expression References
expression in in adult

Markers 4 11 21 mouse embryos pancreas
Pdx-1 + + + 8.5 acinar cellsp-cells 14, 15, 22
Ngn3 + + + 9 - 14, 15, 22
Nkx6.1 + + + 9 B-cells 15, 22
Pax-6 + + + 9 B, a, d, PP-cells 15, 22
Insulin + + + 9 B-cells 47
Glucagon + + + 9 a-cells 47
PP + + + 10 PPcells a7
Pax 4 + - - 10 - 15, 22
p48 + + + 9.5 acinar cells 33
Mist-1 - + + 10.5 acinar cells 34
Carboxypeptidase A - + + 10.5 acinar cells 47
Elastase - + + 12 acinar cells 47
Amylase - + + 12 acinar cells a7
Chymotrypsinogen - + + ? acinar cells

(+) corresponds to positive signals for RT-PCR tieas after 40 cycles whereas (-) correspondsd@bisence of signal.
Scoring was estimated based on blind assessmérg aésults of 3 independent experiments perforimediplicate.




Figurelegends

Figure 1. Kinetics of expression of exocrine andaamine markers in EB. RNA isolated from

EB at the indicated times was analysed by RT-PARgugene-specific primers. Transcripts
encoding digestive enzymes (carboxypeptidase, aslastamylase, chymotrypsinogen) are
expressed later than transcripts encoding endotiwneones (insulin, glucagon, PP). Actin
transcript amplification is shown as a control dd/Ramount and integrity.

Figure 2. Time-course analysis of expression ofegelinvolved in pancreatic
development. Panel A: RNA isolated from undifferatetd ES cells and from EB at the
indicated times was analysed by RT-PCR using gpeeHsc primers. Actin transcript
amplification is shown as a control of RNA amoumd aintegrity. Panel B: Histograms
represent the relative level of expression of getegancreatic markers quantified by
densitometry. mMRNA levels present at d4 were tasereference and values were normalized
to B-actin mRNA levels. Bars indicate the standard aléwmns of three independent
experiments. Panel C:. Immunocytochemical analysisa@nar gene expression in EB.
Cryosections of pools of EB grown for 21 days weliged and subjected to
immunocytochemistry using antibodies specific foryéase, p48, and Pdx-1 and an enhanced
tyramide technique. Insets show that Pdx-1 immuaii@ty is nuclear whereas amylase is
found in the cytoplasm. Original magnification 0@

Figure 3. Schematic representation of the genezaperimental protocol.
Undifferentiated ES cells (1) were grown in suspamsafter LIF removal and induced to
form embryoid bodies (EB) (2) in suspension. In soexperiments, EB formation was
performed in hanging drops. After culture in nom@ding conditions, EB were pooled and
plated in gelatined cell culture dishes (3), t@wallEB-derived cells to grow (4). The symbol
(@) indicates at which stage the differentiating dgdmave been added, depending on the
experiment.

Figure 4. Expression of amylase and Pdx-1 in EBbated with supernatants generated from
embryonic pancreatic rudiments. ES cells were ocedtun suspension in 3% FBS until day 7
with supernatants generated from pancreatic rudsnedells were transferred to culture
dishes for 7 additional days in the absence of tioméd media. Panel A: RNA isolated from
control or supernatant-treated EB was analyzed T\PRR using gene-specific primers. The
developmental stage of the embryonic pancreas fmedenerating the supernatants is
indicated. Actin transcript amplification is shows a control of RNA amount and integrity.
Histograms represent the relative level of expoes®f pancreatic markers quantified by
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densitometry. mRNA levels present in control cellre taken as reference and values were
normalized tg3-actin mMRNA levels. Bars indicate the standard aigwns of two independent
experiments performed in duplicate. Panel B: Imnaytachemical analysis using antibodies
specific for amylase and Pdx-1 and an EnVision #mogtion technique on control cells
derived from untreated EB and cells derived from BBubated with E15.5 pancreatic
supernatants. The AR42J and 266-5 pancreaticwels used as positive controls.

Figure 5. Expression of pancreatic genes in EBhated with cyclopamine or activin A. ES
cells were grown in hanging drops in the absenddFffthen cultured in suspension until day
4, and transferred to culture dishes. After adlreskEB were incubated with cyclopamine
(Panel A) or activin A (Panel B) for 24 h or 48lespectively. RNA from control,
cyclopamine- or activin A-treated EB was analyzgdRT-PCR using gene-specific primers.
Actin transcript amplification is shown as a cohtbRNA amount and integrity. Histograms
represent the relative level of expression of paaior markers quantified by densitometry.
MRNA levels present in control cells were takenederence and values were normalized to
B-actin mMRNA levels. Bars indicate the standard a@wns of two independent experiments
performed in duplicate.

Figure 6. Expression of pancreatic genes in EBbated with retinoic acid or FGF7.
ES cells were cultured in suspension until day thvipuM RA (Panel A) or 3 nM FGF7
(Panel B) in 3% FBS, and transferred to culturehess Cells were then cultured for 7
additional days without treatment. RNA isolatednirgontrol, RA-, or FGF7-treated EB was
analyzed by RT-PCR using gene-specific primersinAcanscript amplification is shown as a
control of RNA amount and integrity. Histogramsnesent the relative level of expression of
pancreatic markers quantified by densitometry. mRIs¥els present in control cells were
taken as reference and values were normalizgdatdin mRNA levels. Bars indicate the

standard deviations of two independent experimgatrmed in duplicate.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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RESULTADOS

1.5. ANALISIS DEL EFECTO DE FOLISTATINA EN LA DIFERENCIACION
DE LAS CELULAS ES A CELULAS ACINARES

Nuestro interés se centré en la folistatina, puesto que es de las muy pocas
moléculas descritas hasta la fecha que tienen un efecto selectivo sobre la diferenciacion
acinar. Esta proteina se expresa en el mesénquima pancreatico a lo largo del desarrollo
embrionario, y mimetiza su efecto induciendo la diferenciacion exocrina y reprimiendo

la endocrina (194).

El tratamiento con folistatina (200 nM) de las células ES en diferenciacion
utilizando el protocolo descrito en la Figura 3.6A inducia un incremento en la expresion
de marcadores exocrinos de manera selectiva (quimiotripsinégeno, carboxipeptidasa A,
amilasa, p48 y Mist-1) ya que no se regulaba de manera significativa la expresion de
marcadores endocrinos (insulina, glucagon, Ngn3, Nkx6.1, NeuroD y Pax6) como
demuestran ensayos de RT-PCR semiquantitativa (Figura 3.6B). Mediante
inmunofluorescencia, detectamos la presencia de agregados celulares que expresaban
amilasa y Pdx1, detectandolos muy raramente en las células sin tratar (Figura 3.6C). Sin
embargo, resulto muy dificil aportar datos cuantitativos ya que el nimero de estos foci
era muy bajo. En conclusion, si bien habiamos identificado un factor selectivo para la
diferenciacion acinar en nuestro sistema, la efiencia de diferenciacion era mucho menor
que la obtenida con los SNP tal como se podia preveer puesto que estos contienen

multiples factores solubles.
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A
P7
= Anadlisis de las
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Figura 3.6. A) Protocolo de diferenciacion de las células ES incubadas con folistatina
(EB7PT7). B) Analisis de la expresion de marcadores pancreaticos en las células tratadas
con folistatina por RT-PCR semicuantitativa. Expresion de marcadores exocrinos y
endocrinos en células sin tratar (-) y tratadas (+) con folistatina. a-actina es el marcador usado
como gen housekeeping. C) Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Pdx1 y anti-amilasa
de las células tratadas con folistatina. Se observa el marcaje de amilasa y de Pdx1 enrojoy la
tincion de nticleos con To-pro3 en azul en imagenes obtenidas por microscopia confocal. Barra
=50 puM. Quimiotrip.= quimiotripsindgeno; Carboxip. A = carboxipeptidasa A.

Por este motivo, analizamos la presencia de folistatina en los SNP mediante la
técnica de ELISA utilizando un anticuerpo anti-folistatina. Segin los resultados de la

Figura 3.7 demostrando que los SNP contenian folistatina, cuya concentracién era
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RESULTADOS

mayor en los SN del estadio E16.5. Atn asi, ésta era mucho mas baja (1.5 nM) que la
que utilizdbamos (200 nM) en los ensayos realizados con la folistatina recombinante
comercial. Hipotetizamos que el suplemento del SNP con folistatina a la concentracion
de 200 nM podria conferirle mayor selectividad respecto a la diferenciacion acinar. Sin

embargo, nuestros resultados fueron negativos.

Concentracién de folistatina en los SN
pancreaticos fetales
06

05

04

0,3

0,2 T

Folistatina {(ng/ml)

01

E125 E13.% E14.% E15.% E16.5 E17.5

Figura 3.7: Analisis de la concentracion distintos estadios
embrionarios mediante ELISA.

Debido a que observamos un incremento de la expresion de marcadores
exocrinos con el SNP del estadio de E16.5 y ademas es el que contenia mas folistatina,

es el SNP que hemos utilizado para los experimentos siguientes.
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RESULTADOS

2. SOBREEXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION
IMPLICADOS EN___EL  DESARROLLO PANCREATICO
MEDIANTE EL USO DE VECTORES VIRALES

Las vias de sefializacién trasladan las sefiales extracelulares de la superficie
celular al nacleo. Una molécula sefializadora que se encuentra en el exterior de la célula
interactla con un receptor ubicado en la superficie extracelular de la membrana celular,
seguida por la interaccion del receptor con componentes de la via intracelular, iniciando
una cascada de interacciones entre proteinas que expanden la sefial en el interior de la
célula hacia el nucleo, donde un grupo de proteinas, llamado factores de transcripcion,
juega un rol crucial en la activacion de la expresion genética. Por ello, después de haber
investigado qué vias de sefializacion especificas implicadas en el desarrollo pancreatico
podrian regular la diferenciacion de las células ES al linaje exocrino, abordamos la
sobreexpresion de factores trancripcionales claves para la diferenciacion pancreatica,

con el interés de reproducir un programa de diferenciacién acinar.

Distintos grupos ya habian trabajado en la sobreexpresion de factores de
transcripcion implicados en el desarrollo pancreatico en células ES (25, 197),
mejorando con ello los resultados obtenidos en la diferenciacion a células productoras
de insulina. En estos ensayos, se expresaba ectdpicamente un Unico factor de
transcripcion. Sin embargo, debido a que es poco probable que un solo factor de
transcripcion recapitule un programa de diferenciacion completo, se plante6 la
coexpresion de dos factores de transcripcion, Pdx-1y p48. Experimentos de trazamiento
de linaje han demostrado que todos los linajes epiteliales pancreaticos derivan de un
precursor que expresa tempranamente Pdx1 y p48 (93, 137). Posterioremente, Pdx1 se
expresa en células beta y débilmente en las células acinares cooperando en la regulacion
de la expresion de los enzimas digestivos con p48, el cual se expresa exclusivamente en
células acinares (171, 270). Ademas, se ha descrito que p48 tiene -efectos
antiproliferativos tanto en lineas celulares pancreaticas como no pancreéticas (239). Asi
pues, Pdx1l y p48 son factores de transcripcion esenciales para el desarrollo y

diferenciacién pancreatica exocrina.
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RESULTADOS

Desde el punto de vista metodologico, los principales problemas para la
sobreexpresion de factores de transcripcion en células ES hasta ahora han sido, i) la
dificultad de introducir el transgen de interés en las células ES con una eficiencia y
expresion elevada, ii) el mantenimiento del estado indiferenciado y de la capacidad de
autorreplicacion de las células ES que expresan establemente un gen maestro y iii) el
silenciamiento de la expresion del transgen al inducir la diferenciacién. Para intentar
solventar en parte algunas de estas limitaciones, se abord0 esta estrategia mediante

vectores virales.

Asi, la transduccion génica lentiviral permite la expresion estable del gen de
interés con una elevada eficiencia en células ES. Por otra parte, se ha descrito una
reduccion en el silenciamento de la expresion del transgen durante el cultivo de las
celulas ES indiferenciadas y tras inducir su diferenciacion (174, 230). Para evitar los
problemas asociados a la expresion de un gen cuya funcion pueda en principio perturbar
la biologia de las células ES (autorenovacion y pluripotencia) se decidié utilizar
vectores adenovirales. En este caso, la expresion del transgen es transitoria puesto que
los adenovirus recombinantes utilizados en el estudio eran no replicativos y no
integrativos. Debido a esta propiedad es planteable reproducir de la mejor manera la
cinética de expresion de genes que se regulan dindmicamente durante el

desarrollo/diferenciacion.

Finalmente una ventaja de los vectores virales, es que mediante infecciones
multiples se puede conseguir una expresion de varios genes a la vez de una manera
relativamente sencilla al no requerirse de etapas de seleccién por resistencia a

antibidticos como ocurre con los métodos clasicos de transfeccion plasmidica.

Por un lado, se generaron lineas celulares ES que expresaban Pdx-1 de manera
constitutiva mediante la infeccidn con lentivirus. Observamos que la expresion de Pdx1
no afectaba la capacidad autoreplicativa de las células ES indiferenciadas.
Posteriormente, estas fueron infectadas con vectores adenovirales no replicativos que
expresaban p48 tras inducir la diferenciacion ya que este factor tiene efectos

antiproliferativos.

156



RESULTADOS

Los resultados de estos ensayos se presentan a continuacion en el manuscrito
sometido a publicacién “Viral mediated co-expression of Pdx1 and p48 regulates

exocrine pancreatic differentiation in mouse ES cells”.

En resumen, observamos que Pdx-1 incrementa la expresion de marcadores
acinares de forma selectiva aunque no la de todos. La transduccion de p48 en estas
células incrementaba todavia mas dicha expresion y regulaba incluso otros marcadores
exocrinos. No obstante, las células exocrinas generadas presentaban un fenotipo

inmaduro.
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ABSTRACT

Embryonic stem cells (ES) can activate a pancreatic differentiation program in vitro, although with low
efficiency. The aim was to improve such process by using viral mediated gene transduction. In this
study, we have examined the suitability of using viral vectors to express key transcriptional factors
involved in pancreatic development. ES cell lines that constitutively express Pdx1, a homeodomain
protein involved in both exocrine and endocrine pancreatic development and differentiation, were
established using a lentiviral vector. These cells were additionally infected with an adenovirus
expressing p48, a bHLH factor that is also crucial for pancreatic development and acinar
differentiation. Quantitative RT-PCR analysis demonstrated an increase in the expression of exocrine
genes, including those coding for both digestive enzymes and transcription factors.
Immunocytochemical staining also revealed an increase in the number of amylase-expressing cell
clusters. However, other important genes involved in acinar cell maturation (i.e. Mistl) were not
modulated under these conditions, suggesting that the cells display features of immature exocrine
cells. Importantly, this effect was selective for the acinar lineage as the expression of a large set of
endocrine markers remained unchanged. Therefore, combined expression of key genes involved in

pancreatic development may be a promising approach to generate mature pancreatic exocrine cells.

Abbreviations: Ad, adenovirus; bHLH, basic helix-loop-helix; CM, conditioned medium; EB, embryoid

bodies; ES, embryonic stem cells; LIF, leukaemia inhibitory factor; Lv, lentivirus.

Key words: Adenovirus/ Embryonic stem cells / lentivirus/ Pdx1l/ p48/ pancreatic exocrine

differentiation.
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Pancreas development is a complex, regulated process involving the integration of signals
originating from mesodermal tissues and resulting in the activation of expression of key transcription
factors. Pdx1 is a homeodomain protein that is initially detected at E8.5 in the primitive gut that will
subsequently give rise to the pancreas. Targeted inactivation of Pdx1 leads to pancreatic agenesis (1-
2). When the expression of Pdx1 is abrogated after bud formation, acinar and islet cells fail to
differentiate (3). Moreover, lineage-tracing experiments have demonstrated that all pancreatic
epithelial cell types originate from progenitors that expressed Pdx1 at some point (4). In the adult,
Pdx1 regulates the expression of both insulin and exocrine digestive enzymes (5-6). p48 (also known
as PTF1a) is a basic helix-loop-helix (bHLH) protein initially described to be involved in the regulation
of acinar gene expression (5, 7). Subsequently, p48 was found to be essential for the development of
both pancreatic components as Ptfla null mice lack a pancreas and single cells expressing pancreatic
hormones can be detected in the spleen (8). Later, lineage-tracing studies have shown that p48 is
expressed at very early stages in the embryonic pancreas and that all pancreatic epithelial cells
originate from a p48-expressing progenitor. In the absence of p48, these progenitors assume an
intestinal fate (9). Very recently, a combination of both Pdx1 and p48 activities has been shown to be
sufficient to expand the pancreatic precursor cell population into more posterior portions of the endoderm in
Xenopus, leading to the formation of a giant pancreas that carries both endocrine and exocrine cells.
These experiments showed that the co-expression of these two factors is sufficient to convert
nonpancreatic endodermal cells into pancreatic precursor cells (10). Therefore, both Pdx1 and p48
transcription factors are essential for pancreatic development/differentiation.

Murine embryonic stem (ES) cells, derived from the inner mass of blastocyst-stage embryos,
are pluripotent and capable of differentiation into all somatic cell lineages in vitro and in vivo. Thus,
when induced to form aggregates (embryoid bodies, EB), ES cells can acquire mesoderm and
ectodermal-derived phenotypes. They can also differentiate into endodermal lineages although at low
efficiency (11-13). As occurs during in vivo development, endodermal precursors within EB can
specify into both pancreatic endocrine and exocrine lineages in a process that recapitulates many
aspects of early embryonic pancreatic development (14-16). In addition, insulin-expressing cells have
been isolated by genetic selection using a chimeric construct which allows the expression of the fgeo
fusion gene under the control of the human insulin or the Nkx6.1 gene promoters (17-18). Lumelsky et

al. have developed a five step protocol based on the selection of nestin-expressing cells to generate
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endocrine beta-like cells, although the origin of the insulin detected in those cells is unclear (19-23).
Other studies have taken advantage of cell proliferation inhibitors and specific growth factors to coax
ES cell differentiation into insulin-producing cells (24-25). We have previously shown that incubation of
EB with conditioned medium (CM) obtained from the culture of fetal pancreatic rudiments leads to an
increase in the expression of pancreatic markers (13). However, in this system even when using the
best combinations of pancreatic growth factors identified, the efficiency was far from optimal.
Overexpression of single transcription factors has also been explored as an alternative strategy. Thus,
transfection of Pax4 cDNA and conditional expression of Pdx1 in ES cells promoted the differentiation
of insulin-producing cells with beta cell features (26-27). It is reasonable to conceive that expression of
multiple specific pancreatic transcription factors as well as the integration of other methods in a single
process could help at improving previous approaches.

In this study, we have tested the hypothesis that overexpression of Pdx1l and p48 in
differentiating ES cells would favor the acquisition of a pancreatic phenotype. We have taken
advantage of the use of lentiviral and adenoviral vectors to efficiently transduce gene expression. In
addition, we have used CM derived from the culture of fetal pancreatic rudiments to simultaneously
provide differentiating cells with specific signals required for pancreatic development. Our data
demonstrate that delivery of multiple transcription factors can be achieved successfully using such
approach. We show that p48 directs selectively the expression of an acinar phenotype in cells
expressing Pdx1, an effect that is enhanced under cell culture conditions that favor pancreatic

differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and in vitro differentiation. Murine embryonic stem cells (CGR8) were routinely
propagated as previously described (14). To induce differentiation, cells were allowed to aggregate in
150 mm bacterial dishes at a density of 8.5 x 10 cells /ml in medium without LIF (Leukemia inhibitory
factor). After 7 days, 50-100 EB were plated in gelatin-coated 6-well cell culture dishes. Medium was
changed every other day till the end of the culture period (14-21 days). In some experiments, CM
obtained from the culture of E16.5 fetal pancreas was added during cell aggregation and after

infection with adenoviral vectors at a 1:1 dilution with normal medium (13).
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Viral generation and gene transduction. R4SA-EFS-eGFP-W and R4SA-EFS-Pdx1-W were
generated from pSIV-gaMES4 (28) by replacing the fragment containing a CMV-GFP cassette with
fragments containing EFS-eGFP-W (gift from Patrick Salmon) or murine Pdx1 cDNA. Method for
producing SIV-based vectors in 293 cells have been fully described elsewhere (28). ES cells (1x 10°)
were infected for 5 hours with 0.5 ml of supernatant, washed in PBS, and cultured for 48 hours. The
infected population was subcloned in 96-well plates. Individual clones were amplified and analyzed for
expression of Pdx1 by western blot.

Adenoviral vectors were obtained using the Ad-Easy system (30). EB were generated and
plated on tissue culture dishes for 36 h as described above. After washing 3 times with PBS, EB were
infected for 12 hours with recombinant adenoviruses at a MOI of 1:25 in serum-free medium. Virus
was eliminated by washing; EB were further cultured in medium supplemented with FBS or with
conditioned medium. Under these conditions, the viability of the cells was not compromised as scored
by trypan blue dye exclusion in replicated wells.

Western blotting using extracts from transduced cells was performed as described elsewhere.
(14, 31).

RT- PCR analysis. RNA was prepared using the GenElute mammalian total RNA kit (Sigma,
St. Louis, MO) and treated with DNase | using the DNA-free kit (Ambion, Austin, TX). RNA (0.5 nug)
was reverse transcribed in one step according to the manufacturer’'s instructions (Qiagen, Valencia,
CA). PCR was performed for 30-35 cycles, except for B-actin and Hprt (25 cycles), using the
previously described PCR conditions and primers (14) Primers used to detect additional transcripts
include: nestin. (32), rat p48 (S: CTGTCTCGCCTACCCTTGCA and AS:
GCCGGCCTGTGAGAGCTT), and syncolin (S: ATGTCCCTGCTGTGCCCACT and AS:
TTGCAGTAGAGGGCAGAGAT. RT-PCR products were visualized by ethidium bromide staining after
agarose gel electrophoresis. The intensity of the bands was semi-quantified after image analysis with
Imagegauge software and normalized against the p—actin and HPRT internal controls.

Real time RT-PCR analysis for carboxypeptidase A, p48, Ngn3, Nkx6.1, insulin | and the
control housekeeping gene Hprt was performed using ABI Prism 7900HT Sequence Detection System
and the following predeveloped TagMan assay reagents (Applied Biosystems): Mm00481616_m1 for
carboxypeptidase A, MmM00479622_m1 for p48, Mm00437606_s1 for ngn3, Mm00454962_m1 for

nkx6.1, MmO01259683 g1 for insulin I and MmO00446968 m1 for Hprt. The PCR reaction was
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performed according to the manufacturer's protocol and the data were processed using SDS 2.1
software using Hprt mRNA levels as control to determine fold-regulation of exocrine enzyme
transcripts (Applied Biosystems).

Immunocytochemical analysis. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min and
permeabilized with 0.1% TX-100 and 0.1% saponin for 30 min. Endogenous peroxidase activity was
blocked with H,0, for 10 min. After incubation with 1% BSA for 30 min, primary rabbit antibodies raised
against Pdx1, p48, and amylase (Sigma) were added for 1 hour. Cells were then washed with PBS
and incubated with the Envision secondary reagent (Dako) for 30 min. The reactions were developed
using DAB as a chromogen. Alternatively, immunofluorescence staining was conducted using the
Tyramide Signal Amplification method (TSATM Fluorescence Systems, Perkin Elmer) following
manufacturer’s instructions. Nuclear labeling was performed with ToPro-3 iodide (Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands). Immunofluorescence staining and GFP expression were visualized with a
Leica TCS-SP2 confocal microscope. To detect the B-galactosidase activity in situ, cells were
incubated with a solution containing 2 mM MgCl,, 5 mM K ferricyanide, and 1 mg/ml X-Gal (Sigma) for
12 hours at 37 °C.

Statistics. Statistical differences were analyzed by the Student t test, and p values <0.05

were considered statistically significant.

RESULTS

Generation of mouse ES cell lines stably expressing Pdx1

To enforce Pdx1 expression in CGR8 cells, a lentiviral vector designated Lv Pdx1 was used.
Four independent undifferentiated ES cell lines were established that constitutively expressed Pdx1
after infection, detected using western blotting (Figure 1A) and immunocytochemistry (Figure 1B).
Three of the lines expressed similar levels of the transgene whereas one, designated ES4Pdx1,
showed lower expression levels. Because it has been reported that high levels of expression of Pdx1
in ES cells can be toxic and acinar cells express lower levels of Pdx1 than beta cells, this line was
chosen for further assays (27, 33) Nonetheless, no major differences between the different clones
were observed in the results obtained in the in vitro differentiation experiments (not shown). Control

cell lines were generated after infection with a lentiviral vector coding for GFP (Lv GFP) (Figure 1B).
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Pdx1 overexpression did not affect cellular morphology or the proliferative ability of CGR8 cells (data
not shown).

To confirm that Pdx1 expression was stable, immunocytochemical assays were used. As shown in
Figure 1B, expression of both Pdx1 and the control GFP transgene was maintained in undifferentiated
cells after culture of ES4Pdx1 or ESGFP lines for several passages in the presence of LIF (Figure 1B,
a and c). EB from these two lines were generated by culturing ES cells in suspension for 7 days in the
absence of LIF, then allowing the aggregates to adhere to gelatin-coated cell culture dishes for an
additional 14 days (Figure 2). As shown in Figure 1B, b and d, expression of both Pdx1 and GFP in
most cells was observed with heterogeneous expression levels. The expression of the transgenes

appeared to not affect the cell growth of the differentiated cells.

Effect of co-culture with conditioned medium from pancreatic rudiments on Pdxl-expressing
EB cells

We have previously shown that mouse fetal pancreas CM increases the expression of
exocrine genes upon ES cell differentiation (14). To investigate the additional effect of Pdxl
overexpression, ESGFP and ES4Pdx1 cells were differentiated as described above and incubated
with CM obtained from the culture of E16.5 fetal pancreases. Pancreatic marker expression was
assessed by semi-quantitative RT-PCR. Exogenous Pdx1 increased the expression of several
exocrine mRNA transcripts encoding digestive enzymes such as chymotrypsinogen, amylase and
elastase (Figures 3A and 3B). The effect was greater when fetal pancreatic CM was added: a
significant increase in the percentage of cells immunoreactive for p48 and amylase (4.1-fold and 6.7-
fold, respectively; p<0.05) was observed in cultures expressing exogenous Pdx1 and incubated with
fetal pancreatic CM, as shown by immunofluorescence staining (Figure 4). Carboxypeptidase A and
nestin (34-35) mRNAs were unchanged (Figure 3A). Importantly, transcripts for glucagon, insulin or
endocrine transcription factors (i.e Pax6, Ngn3) appeared to be mainly down-regulated or remained
unchanged (Nkx6.1) when Pdx1l was overexpressed (Figure 3A). Quantitative RT-PCR for selected
exocrine and endocrine markers confirmed these findings, as shown in Figure 3C. In particular, we
were unable to detect insulin | mMRNA transcripts. Therefore, ectopic expression of Pdx1 enhances the

effect of the pancreatic soluble factors on the expression of a large panel of pancreatic genes.
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Kinetics of exogenous p48 expression using an adenoviral vector

Expression of Pdx1 superimposed to the fetal pancreatic signals leads to a marked increase in
p48 mRNA in differentiating cells (Figure 3A). To assess the added effect of p48 expression,
differentiating ES4Pdx1 cells were infected with adenovirus expressing either LacZ (AdLacZ) cDNA,
as a control, or p48 (Adp48) (Figure 5A). Adenoviral vectors were selected because they allow a more
transient expression, thus avoiding a strong antiproliferative effect of p48 (35). ES4Pdx1 cells were
cultured in suspension for 7 days and EB were infected with adenoviruses (Figure 2). Transgene
expression levels and cell survival indicated that a multiplicity of infection (MOI) of 25 was most
favorable: 70% cells were infected with >90% viability at day 2 (Figure 5B).

Expression of the transgenes was assessed using immunocytochemistry with anti-p48
antibodies and B-galactosidase assays 2-21 days after infection. Figure 5B shows a decrease of p48
and B-galactosidase activity at day 7. At day 21, p48 and LacZ activity were detectable in very few
cells. To discriminate exogenous and endogenous p48 mMRNA, RT-PCR was conducted using
species-specific primers. High levels of rat p48 transcripts were detected 2 and 7 days after infection
with Adp48, but not with AdLacZ, which decreased by day 14 (Figure 5C). This dynamic expression
pattern is similar to that observed using immunocytochemical assays. In conclusion, transient ectopic
expression of p48 is maintained in EB-derived ES4Pdx1 cells for 7 days, providing a time frame for

activation of the p48-dependent differentiation program.

Effects of p48 expression on in vitro differentiation

To investigate the effect of the simultaneous expression of Pdx1 and p48 in EB incubated with
pancreatic CM, semi-quantitative RT-PCR was performed in ES4Pdx1 cells infected with adenovirus
as described above. Exogenous p48 strongly up-regulated amylase and chymotrypsinogen mRNAs,
as well as those of carboxypeptidase A (Figures 6A and 6B), a gene whose expression was not
modulated in previous experimental conditions (Figure 3). Transcript levels of Mistl, a bHLH involved
in the acquisition and maintenance of the mature exocrine phenotype (37), were unaffected. Similarly,
p48 expression did not affect the levels of mMRNAs coding for endocrine transcription factors (NeuroD,
Nkx6.1, Isl1 and Pax6) nor for hormones.

Exocrine marker expression was also analyzed by quantitative RT-PCR (Figure 6C). Upon

p48 gene transduction, carboxypeptidase A mRNA levels were increased by 16.7-fold. Exogenous
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p48 up-regulated by 2.4-fold the expression of endogenous p48, suggesting a positive feedback
mechanism favoring exocrine differentiation. The lack of regulation of mMRNAs for endocrine markers
was confirmed (Figure 6C). In experiments using ESGFP cells, p48 transduction resulted only in a
slight increase in exocrine marker expression than in Pdx1-expressing cells as shown by quantitative
RT-PCR (Figure 6D) and endogenous p48 expression was not activated (not shown).
Immunocytochemistry was used to analyze acinar marker expression in ESPdx1 cells. As
shown in Figures 7A and 7B, the combination of exogenous p48 and pancreatic CM led to a marked
increase in the percentage of amylase-expressing foci only in Pdx1-expressing cells cultured with CM
(g hvs. a,b vs. e,f): p48 expression in the presence of CM led to a 3 fold increase in the percentage of
foci with strong amylase staining (Figure 7B). These results demonstrate that transient expression of
p48 in Pdxl1-expressing cells, in the presence of CM, leads to a selective up-regulation of exocrine

genes in differentiating ES cells.

DISCUSSION

ES cells can differentiate into endodermal lineages, although at low efficiency. The aim of this
work was to improve methods to direct exocrine pancreatic differentiation of ES cells using viral
vectors containing the cDNA of transcription factors to develop in vitro differentiation-based strategies
to ultimately overcome pancreatic insufficiency, such as in chronic pancreatitis. Our strategy relies on
the simultaneous expression of two key transcriptional regulators in differentiating ES cells. Here, we
combine the advantages of lentiviral vectors, to ensure constitutive expression of transgenes (38-39),
and adenoviral vectors to allow transient gene expression (10). This strategy allows for the rapid
assay of transcription factor combinations in ES cells and may facilitate to better reproduce the
kinetics of expression of genes that are dynamically regulated during development and differentiation.
We have integrated therein the addition of fetal pancreatic CM, containing the best combination of
soluble factors known to promote pancreatic differentiation (14, 17, 41).

First, we used a lentivirus to establish ES cell lines that constitutively express Pdx1. Because
all the pancreatic epithelial cell types originate from Pdx1-expressing progenitors, this strategy might
be used for the generation of both exocrine and endocrine differentiated cells (4). Nuclear expression
of Pdx1 was detected in undifferentiated cells as well as in their differentiated derivatives up to the

30th day of differentiation (Fig. 1C and data not shown). Although all ES cell lines were clonally
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derived, Pdx1 expression in undifferentiated ES cells was heterogenous, reflecting a common
observation in ES cells due to vector integration into an ectopic site. After spontaneous differentiation
of ES cells, Pdx1 increases the expression of a large number of acinar enzymes. This effect is likely
mediated - at least in part - by the PTF1 complex, as these changes parallel an increase in p48/PTFla
(Figure 3A), as occurs in vivo (42). However, the induction of acinar genes did not follow a single
unique pattern: for example, carboxypeptidase A expression was not activated even when cells were
cultured with fetal pancreatic CM. Several hypotheses can explain this result. First, the requirements
for transcriptional activation may be slightly different at the promoters of the various exocrine-specific
genes: the PTF1 complex is not sufficient to regulate the expression of acinar genes, requiring the
cooperation of HNF3p/ HNF3y or the complex composed by Pdx1, Meis2b and Pbx1b (31, 43, 7). A
comparison of the promoter/enhancer sequences of acinar genes shows both conservation and
divergence (unpublished observations). Secondly, it is possible that lack of carboxypeptidase A
induction reflects the ability of Pdx1 to commit cells to an immature stage of differentiation. Thirdly,
carboxypeptidase A-expressing cells may be lost during culture. This is unlikely since positive cells are
detected after infection with the Adp48 using similar cell culture conditions (Figure 6 and not shown).

There is cumulative evidence indicating that the expression of a single transcriptional activator
is generally insufficient to activate a complete developmental process. Instead, a combinatorial
network acts to determine cell identity and function. The main novelty of our study relies on the
simultaneous introduction of two cDNAs encoding transcription factors in differentiating ES cells using
vectors with distinct transduction properties, in conjunction with stimulation with soluble factors. We
chose to express p48 in Pdxl-transduced ES cells as the former is expressed in pancreatic
progenitors and is required for acinar differentiation (8-9). p48 is expressed at E9.5-E10.5 (8-9), after
Pdx1 (2). Thus, ES4Pdx1 cells were infected with a p48 expressing adenovirus resulting in the
selective expression of a large panel of acinar markers, but not endocrine markers (Figure 6). The up-
regulation of some acinar genes (i.e. carboxypeptidase A) occurred only when p48 was
overexpressed, possibly reflecting a dose-dependent effect. Interestingly, exogenous p48 up-
regulated endogenous p48 expression, suggesting that the modulation in the levels of expression of
digestive enzymes results from a bona fide activation of the acinar differentiation program.

When p48 was transduced into control ESGFP, the induction of exocrine genes was very

inefficient (Figure 6D), demonstrating the cooperation of Pdx1 and p48. This effect likely relies on a
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regulatory loop involving both factors as endogenous p48 expression was only activated in Pdx1-
overexpressing cells.

Other important genes involved in acinar development were not induced (i.e. Mistl),
suggesting that we have established immature exocrine cells. This tenet is further supported by the
lack of regulation of syncollin mRNA, encoding a granule-associated protein required for exocytosis in
exocrine cells (Figure 6) (44). We speculate that overexpression of additional key transcription factors
may support a more differentiated phenotype.

Regarding the effects of Pdx1 on endocrine differentiation of ES cells, other groups have
described either a modest effect or the expression of a set of genes involved in beta cell development
(26-27). In our hands, ectopic Pdx1 tended to diminish the levels of several genes expressed in
endocrine cells (Figure 3). Of importance, the differentiation protocol that we have used is not based
on the selection of nestin-expressing cells as used in other studies (26-27). Indeed, regardless of the
conditions assayed- use of fetal pancreatic CM (Figure 3), expression of Pdx1l (Figure 3) and co-
expression of p48 (Figure 6) - we failed to observe changes in nestin mMRNA. Thus, we propose that
our experimental protocol favors exocrine precursor generation. Alternatively, our data may reflect a
dose dependent effect of Pdx1: as shown in Figure 1A, ES4Pdx1 cells express lower Pdx1 levels than
266-6 cells. In vivo, Pdx1 levels are lower in acinar than in beta cells and targeted overexpression in
exocrine pancreas leads to a severe exocrine dysmorphogenesis (33, 45). The low Pdx1l levels
achieved in our system may favor the exocrine commitment of pancreatic precursors. It will be
important to discern among these possibilities in order to improve methods that selectively lead to the
development of exocrine vs. endocrine precursors. Finally, our data are very similar to those obtained
in the Xenopus model. In this study, ectopic p48 allows the expression of exocrine markers in the
Pdx1-expressing domains of the endoderm. In addition, co-expression of both factors in non-
pancreatic domains leads only to exocrine pancreas formation whereas the endocrine pancreas does
not develop (10).

In summary, we have developed methods to direct ES cells to acquire features of pancreatic acinar
cells. The strategy has led to the discrimination of distinct stages of acinar differentiation that have not
thus been reported. Our strategy efficiently allows to screen for the best nuclear regulator
combinations to commit ES cells into the lineage of interest integrated with the use of soluble factors.

Because adenoviral infection can be readily performed in mouse ES cells, the strategy is amenable to
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mid-throuput assays. Our work should lead to the in vitro generation of functional acinar cells suitable

for functional replacement assays.
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TITLES AND LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Generation of ES cell lines stably expressing Pdx1 or GFP using lentiviral vectors.
Panel A: Undifferentiated ES cell lines were generated after infection with lentiviruses expressing
mouse Pdx1 or GFP. Panel A: Cell extracts of the corresponding cell lines (1- 4) were subjected to
western blot analysis using an anti-Pdx1 antibody. Membranes were reprobed with an anti-a tubulin
antibody for protein quantity normalization. Positive control: mouse pancreatic 266-6 cell line. C,
control CGR8 cells; ES, undifferentiated mouse ES cells. Panel B: Undifferentiated ES4Pdx1 cells, as
well as their differentiated derivatives, were subjected to immnocytochemistry with an anti-Pdx1
antibody. GFP expression in ESGFP cells was analyzed by confocal microscopy. EB7+ P14 refers to
the differentiation protocol used as indicated in Figure 2. Original magnification x 200. Scale bars = 25

um.

Figure 2. Schematic representation of the protocol used for in vitro differentiation of ES4Pdx1
cells. ES4Pdx1 cells were differentiated in suspension as EB for 7 days, seeded in gelatin-coated cell
culture dishes and further grown for 14-21 days. Adenoviral infections were performed in recently
adhered EB. In some experiments, CM generated from the culture of E16.5 fetal pancreatic rudiments

was added, as indicated.

Figure 3. Effect of Pdx1 on gene expression of EB cultured with fetal pancreas CM. Panel A:
Semi-quantitative RT-PCR analysis was performed with RNA obtained from differentiated ES4Pdx1
and ESGFP cells cultured with or without fetal pancreatic CM. Panel B: Histograms represent the
relative level of expression of selected pancreatic markers in panel A quantified by densitometry.
mMRNA levels present in differentiated ESGFP cells incubated with CM were taken as reference and

values were normalized to Hprt mRNA levels. Bars indicate the standard deviations of three

independent experiments. *p<0.05 compared with control ESGFP+ CM. Panel C: Quantitative RT-

PCR analysis for the expression of selected pancreatic markers using the RNA samples obtained in

panel A. Histograms show the relative expression levels normalized to the loading control Hptr.
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Figure 4. Immunofluorescence analysis of differentiated ES4Pdx1 cells incubated with or
without CM. Staining was performed using specific antibodies for p48 (a, d), and amylase (c, f)
(Red). Nuclei were labeled with ToPro-3 iodide (blue). (e, f) show the nuclei of the cells corresponding
to panels a and d. Arrows in (a, b, d, €) show immunoreactive cells. p48 is expressed in the nucleus

whereas amylase displays a cytoplasmic distribution. Scale bars = 25 um.

Figure 5. Kinetics of transgene expression in differentiating ES4Pdx1 cells infected with rat
p48- and LacZ-encoding adenoviruses. Panel A: Western blot analysis of p48 expression. Positive
control, 266-6 cells. Panel B: Differentiated ES4Pdx1 cells infected with Adp48 or AdLacZ were
immunostained with an anti-p48 antibody or assayed for B-galactosidase activity, respectively, at the
indicated times after infection. Original magnification x 200. Panel C: RT-PCR analysis of total RNA
from samples obtained as in B using primers specific for rat p48 and B-actin. Pancreatic 266-6 and

AR42J cells were used as control of mouse and rat specificity, respectively.

Figure 6. Effect of p48 on gene expression of differentiating ES4Pdx1 cells. Panel A: ES4Pdx1
cells cultured as in Figure 3 were infected with Adp48 or AdLacZ and total RNA subjected to semi-
quantitative RT-PCR analysis for specific pancreatic markers. Panel B: Histograms represent the
relative level of expression of selected pancreatic markers in panel A quantified by densitometry.
mMRNA levels present in AdLacZ-infected cells were taken as reference and values were normalized to

B-actin mMRNA levels. Bars indicate the standard deviations of three independent experiments.
*p<0.05 compared with control AdLacZ. Panel C: Quantitative RT-PCR analysis for the expression of

selected pancreatic markers using the RNA samples obtained in panel A. Histograms show the
relative expression levels normalized to the loading control Hptr. Panel D: Quantitative RT-PCR was

done as in panel C using the RNA of differentiated Adp48- infected ESGFP and ES4Pdx1 cells.

Figure 7. Immunofluorescence analysis of differentiated ES4Pdx1 cells infected with rat p48
and LacZ expressing adenoviruses. Panel A. ES4Pdx1 cells incubated with (f, h) or without (b, d)
CM were infected with AdLacZ (b, f) or Adp48 (d, h) and subjected to immunofluorescence analysis
with an anti-amylase antibody. The corresponding phase-contrast microphotographs are shown in

adjacent panels. Scale bars = 25 um. Panel B. Histograms of data from one experiment representative
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of two performed indicating the percentage of immunoreactive cell foci, as well as their intensity, in the
different cell culture conditions, as shown in A. + refers to the level of intensity of the immunostaining.
Percentage of immunoreactive cells (foci + and foci ++) increase in comparison to control AdLacZ
(*p<0.05). Percentage of ++ foci increase in comparison to Adp48 (**p<0.05). Both experiments

yielded similar results.
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RESULTADOS

3. SELECCION GENETICA DE LAS CELULAS ES
COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR

Uno de los problemas principales de los protocolos de diferenciacion de células
ES es que en la mayoria de los casos los cultivos obtenidos son heterogéneos en cuanto
contienen distintas poblaciones celulares. Con este fin se generd una linea celular ES
reporter que mediante seleccion genética nos permitia purificar y enriquecer las células

ES diferenciadas comprometidas al linaje acinar.

3.1. ESTABLECIMIENTO DE UNA LINEA DE CELULAS ES REPORTER:
pELAS

3.1.1. GENERACION DEL PLASMIDO DE SELECCION: pELAS

Se genero para ello un plasmido de seleccion (ver apartado 3.1 de Materiales y
Métodos) (Figura 3.8) que nos permitia aislar las células que habian activado un
programa de diferenciacion acinar por la expresion del promotor del gen de la elastasa,

que es un promotor especifico acinar

El pladsmido pELAS (Figura 3.8) consta de una caja en la cual la expresion del
gen de resistencia a puromicina y del gen reporter LacZ en un RNAm bicistronico
viene regulada por el promotor de elastasa, que es un gen especifico acinar. Este
promotor ha sido muy bien caracterizado tanto in vivo como in vitro (2, 147, 270, 271),
conociéndose asi la existencia de un region (- 500 + 8), que confiere especificidad de
expresion en las células acinares. Por tanto, inicamente las células que han activado un
programa de diferenciacion acinar seran viables y seleccionadas. Por otro lado, el
plasmido contiene una caja en la que un promotor de expresion consitutiva, PGK, regula
la expresion del gen de resistencia a higromicina. Este promotor se expresa en las
células ES indiferenciadas y por lo tanto permite seleccionar aquellas células que han

integrado el plasmido en su genoma de forma estable.

187



RESULTADOS

[ C
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pElastasa| Puromicina" | Ires LacZpA é PGK-higromicina" | 12 Kb

Figura 3.8: Esquema del plasmido de seleccion genética, pELAS

3.1.2. ENSAYO DE LA FUNCIONALIDAD DEL PLASMIDO pELAS EN
LINEAS CELULARES EN CULTIVO

Para ensayar la funcionalidad y especificidad del plasmido pELAS, se
transfectaron distintas lineas celulares pancredticas exocrinas (266-6 y AR42J) y no
pancredaticas (293 y NIH3T3), de forma transitoria (266-6, AR42J, 293 y NIH3T3) y
estable (266-6, 293). En las transfecciones transitorias, s6lo obtuvimos células positivas
para el gen reporter en las lineas pancreaticas acinares. Generamos también clones
estables para el plasmido pELAS en la linea 266-6 que expresaba el gen reporter, como
se puede observar en la Figura 9 por la tincion in situ de la actividad B-galactosidasa
con X-gal. Observamos que los distintos clones estables de 266-6 presentaban una
expresion heterogénea del gen reporter, que podria ser debida a que el lugar de

integracion del plasmido en el genoma de la célula ocurre al azar (Figura 3.9).

Clon 6

Figura 3.9: Imagen de contraste de fase de la actividad p-galactosidasa
in situ de dos clones de células 266-6 transfectados de manera estable
con el plasmido pELAS. Actividad B-galactosidasa in situ mediante
tincion con X-gal. Barra = 50 pm.

3.1.3. TRANSFECCION DEL PLASMIDO pELAS EN CELULAS ES
Una vez testada la funcionalidad del plasmido pELAS, lo transfectamos en las

células ES indiferenciadas mediante electroporacion. Obtuvimos 175 clones estables

resistentes a higromicina.
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* Analisis por PCR de DNA genomico de los clones celulares aislados

Debido a que el plasmido pELAS es de 12 Kb queriamos discriminar qué clones
habian integrado la region promotora del gen de la elastasa y el gen de resistencia a
puromicina. Por ello, disefiamos un oligonucledtido compatible con la secuencia del
promotor de elastasa en su parte 5’ y un oligonucledtido compatible con la parte 3° del
gen de resistencia a puromicina para cribarlos mediante PCR utilizando DNA gendmico
(ver apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos), esperando observar una banda de 1200
pb. Se analizaron 75 clones de los 175 obtenidos y 15 de ellos fueron positivos para la

PCR (Figura 3.10).

1.2 Kb

Figura 3.10: PCR de DNA gendmico de algunos de los clones celulares resistentes a
higromicina. Utilizando oligonucleotidos para amplificar la region del promotor de
elastasa y el gen de resistencia a puromicina, se observa la banda de 1,2 kb en los clones 1,
3y 4,y los clones 2, 5 y 6 son negativos. El control negativo (-) es DNA genémico de
células CGR8 parentales y el control positivo (+) es el DNA del plasmido de seleccion,
pELAS.

* Establecimiento de las condiciones de cultivo para la seleccion genética

Como punto de partida, para analizar la concentracion de puromicina adecuada
para aislar células con fenotipo acinar a partir de nuestros clones de células ES, se
realizaron pruebas preliminares en los clones de células 266-6 transfectadas
establemente con el plasmido pELAS y en las células 266-6 parentales. A partir de
concentraciones de antibidtico comprendidas entre 0,4-2 pg/ml, se determind como
optima la concentracion de trabajo de 1,2 pg/ml, puesto que después de 5 dias la
totalidad de las células 266-6 parentales habian muerto y los clones de células 266-6

estables para pELAS se mantenian perfectamente en cultivo.

En el caso de los clones de células ES, se analizaron las concentraciones de
puromicina comprendidas entre 0,4 y 1,5 pg/ml, usando como control las células ES
parentales. En este caso la concentracion de trabajo optima fue de 0,8 pg/ml. Afiadiendo

el antibidtico segun el protocolo descrito en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos, se
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obtenia un 100% de mortalidad de las células ES parentales 4 dias después. En cambio
en los clones de células ES en diferenciacion previamente cribados por PCR de DNA
genomico, segun se describe en el apartado anterior, se observaba la emergencia de

colonias.

* Analisis de la expresion del gen reporter (LacZ) en los clones de células ES que

han integrado el plasmido pELAS

Debido a que la integracion del plasmido pELAS en el genoma de la célula ES
tiene lugar al azar, podria integrarse en sitios del genoma transcripcionalmente muy
activos pudiendo dar lugar a la expresion artefactual de los genes de la caja de seleccion
en funcion del clon. Por ello, analizamos la expresion del gen reporter en 7 de los
clones que habian sido positivos por PCR de DNA genémico, utilizando el protocolo de

seleccion e incubando las células con SNP (Figura 3.11).

Células ES

: a2y P7 P23
il i P——— Andlisis de
: - las células

diferenciadas

seleccionadas

Induccion de la Plagueo de los EBs
formacién de los  después de 7 dias en
EBs en suspension suspension (EB7)

Figura 3.11: Protocolo de seleccion de las células ES comprometidas al linaje acinar
utilizando SN pancreitico fetal (SNP).

Al final del protocolo de seleccion determinamos la actividad -galactosidasa in
situ mediante tincion X-gal. Observamos que todos los clones regulaban la expresion
del gen reporter, siendo ésta mas intensa en los clones 24pElas, 35pElas y 119pElas que
fueron los clones que usamos en los ensayos experimentales de esta memoria (Figura
3.12). En estas condiciones experimentales aproximadamente un 60 % de las células

presentaban actividad -galactosidasa segin la observacion macroscopica.
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—t

Clon 24pElas CGR8 Clon 35pElas CGR8 Clon 119pElas CGR8

Figura 3.12: Determinacion de la actividad B-galactosidasa in situ mediante tincion X-gal
en tres de los clones ES de seleccion. Imagen macroscopica de las placas en las que se han
seleccionado células diferenciadas a partir de los tres clones de seleccion (24pElas, 35pElas y
119pElas).

3.2. ESTABLECIMIENTO DEL PROTOCOLO DE SELECCION GENETICA
DE LAS CELULAS COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR

3.2.1. PROTOCOLO DE SELECCION UTILIZANDO SNP O FOLISTATINA

Analizamos por RT-PCR semicuantitativa las células diferenciadas incubadas

con folistatina y con SNP utilizando el protocolo de seleccion (ver apartado 6.3 de

Materiales y Métodos) con los clones 24pElas, 35pElas y 119pElas (Figura 3.13).

SNP
Puromicina
P7 P28
e i — > Analisis de
las células
EBD [=11] Inicio seleccion diferenciadas
-~ ol _§ seleccionadas

Induccién de la Plagueo de los EBs
formacion de los  después de 7 dias en
EBs en suspensién  suspension (EBT)

Figura 3.13: Protocolo de seleccion de las células ES diferenciadas comprometidas al linaje
acinar utilizando SN pancreatico fetal (SNP) o folistatina.

Asi, demostramos que folistatina inducia un incremento en la expresion de sélo
algunos de los marcadores exocrinos (carboxipeptidasa A, elastasa y Pdx1) mientras
que el SNP era capaz de inducir un incremento en la expresion de marcadores que

folistatina no regulaba (amilasa, quimiotripsindogeno y p48) (Figura 3.14). Ademas, en
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general, el incremento en muchos de los marcadores exocrinos (carboxipeptidasa A,
elastasa y Pdx1) era mayor. Por otro lado, la expresion de Mist-1 no variaba en ninguna

de las condiciones de diferenciacion.

La expresion de marcadores endocrinos era muy baja en todos los casos en
comparacion a la de los marcadores exocrinos puesto que se detectaron con un nimero
de ciclos de PCR mucho mayor. Sin embargo, tanto folistatina como SNP

incrementaban la expresion de glucagon (Figura 3.14).

0

F SNP

Y.

Amilasa

|

Carboxip. A

Quimiotrip.

Elastasa

p48

Mist-1

Pdx1
Insulina1+ 2

Glucagon
Nkx6.1

HPRT

Figura 3.14: Analisis de la expresion de marcadores pancreaticos en las células
diferenciadas seleccionadas tratadas con SNP o folistatina por RT-PCR semicuantitativa.
HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. C = control (células sin tratar); F =
folistatina (células tratadas con folistatina); SNP = sobrenadante pancreatico fetal (células
tratadas con sobrenadante pancreatico fetal). Las RT-PCR semicuantitativas muestran la
expresion de los marcadores en el clon de células ES 119pElas que es respresentativa de los
resultados obtenidos con los demas clones.

Asi que, a pesar de que folistatina tenia un efecto selectivo en el incremento de
la expresion de marcadores exocrinos en los protocolos EB7P7 como se ha descrito en
el apartado 1.2 de Resultados, este efecto se perdia en parte durante el protocolo de

seleccion (Figura 3.14). Esto podria ser debido a que durante la diferenciacion EB7P7,
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folistatina no incrementaba la expresion de elastasa, resultando en la pérdida durante la

seleccion de las poblaciones celulares acinares inducidas.

Asi pues, a pesar de que el efecto del SNP no es selectivo para el linaje exocrino
¢éste sigue siendo mas elevado que el efecto observado con folistatina utilizando el
protocolo de seleccion y por ello decidimos trabajar inicamente con el SN pancreético

en los siguientes experimentos de seleccion genética.

3.2.2. PROTOCOLO DE SELECCION UTILIZANDO SNP E INFECCION CON
ADENOVIRUS: INFECCION SIMPLE VERSUS CO-INFECCION

Para incrementar la eficiencia del sistema se integro en el protocolo de seleccion
la sobreexpresion de factores de transcripcion claves en el desarrollo de las células
acinares mediante adenovirus recombinantes. Debido al poco conocimiento que se tiene
sobre estos factores se analiz6 el efecto de p48 y Mist-1, cuya funcidn ha sido més bien
caracterizada. p48 es un factor de transcripcion de tipo bHLH que, como se ha descrito
en la Introduccidn, se expresa en los precursores pancreaticos (20, 137) y mas tarde, en
el desarrollo restringe su expresion al linaje acinar siendo muy importante también para
la regulacion de la expresion de los enzimas digestivos. Mist-1 es un factor de
transcripcion de tipo bHLH que se expresa en las células acinares en diferenciacion,
cuya expresion regula la polaridad celular, la funcionalidad, y el mantenimiento de la

identidad de las células acinares (72, 128, 173, 231, 247, 306)

Abordamos la sobreexpresion de estos factores con adenovirus (Ad) por
distintos motivos. En primer lugar, queriamos sobreexpresar de manera transitoria p48
ya que este factor de transcripcion presenta una actividad antiproliferativa independiente
de su actividad transcripcional, tanto en células pancredticas como no pancreéticas
(239). En segundo lugar, se pretendia investigar si la expresion de genes claves para el
desarrollo/diferenciacion pancredtica de forma transitoria es capaz de activar el

programa de diferenciacién endogeno.
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o Eficiencia de infeccion de las células ES en diferenciacion con adenovirus

recombinantes: infeccion simple.

Nuestro interés era sobreexpresar los factores transcripcionales en células en
diferenciacion con tal de forzar la adquisiciéon de un fenotipo acinar previa seleccion
genética y asi, enriquecer especificamente la poblacion celular que ha activado un
programa de diferenciacion acinar. También se pretendia incrementar a la vez el grado

de diferenciacidn de éstas.

La transduccidn génica se realizd un dia después de plaquear los EBs (EB7P1), y
se analiz6 el rango de MOI optima que nos permitiera obtener una elevada eficiencia de
infeccion sin efectos toxicos. Se analizaron rangos comprendidos entre 20-100 MOI,
observandose que hasta una MOI de 75 se obtenia una eficiencia de infeccion muy
parecida mientras que la viabilidad celular empezaba a comprometerse a partir de una
MOI de 100. Trabajamos finalmente con una MOI de 20 para cada uno de los
adenovirus con tal de realizar co-infecciones con una eficiencia elevada y sin observar
efectos toxicos. La eficiencia de infeccion fue de un 70% para el Adp48 (Rovira et al.,

2006) y de un 50-60% para el AdMist-1.

* Efecto de la infeccion simple versus la co-infeccion

Lo primero que quisimos analizar fue el efecto de la transduccion simple a
EB7P1 de p48 o de Mist-1 o bien el efecto de la co-expresion de ambos
simultaneamente, en condiciones en las que los cultivos estaban suplementados con
SNP (Figura 3.15). Como adenovirus control de infecciéon se us6 el adenovirus que

expresa GFP.
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Infeccion
Ad Mist-1
AdLacZo

SNP
Células ES n

EB7 P7 P28
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diferenciadas
seleccionadas

Induccion de la Plagueo de los EBs
formacién de los  después de 7 dias en
EBs en suspensién  suspension (EB7)

Figura 3.15: Protocolo de seleccion de las células ES utilizando SNP e infeccion simple o
co-infeccion con adenovirus que expresaban p48 o Mist-1. Los adenovirus que expresaban
GFP o LacZ son adenovirus control de infeccion.

Por RT-PCR cuantitativa analizamos la expresion de elastasa I en las células
seleccionadas obtenidas, ya que el promotor del gen que codifica para este enzima es el
que usamos para seleccionar las células. Observamos que la transduccion de un Unico
factor de transcripcion no incrementaba la expresion de elastasa I, pero si cuando se
sobreexpresaban p48 y Mist-1 al mismo tiempo (Figura 3.16). Estos resultados sugieren
que incubando las células con SNP y co-infectdndolas con adenovirus que expresan los
dos factores de transcripcion durante el protocolo de seleccion p48 y Mist-1 actuan, 1)
sobre una poblacion que expresa elastasa, expandiéndola, ii) induciendo la
diferenciacion al linaje acinar de una poblacion precursora, o iii) incrementando la

expresion del mRNA de elastasa I en una poblacion comprometida ya al linaje acinar.

2,5
$ 3 Ad GFP

g 2 Ad p48

- BN Adpd + SNP
=15 B Ad Mist-1

- Bl Ad p48/Mist-1

E

& 05

2

= 0

Elastasa 1

Figura 3.16: Analisis de la expresion de elastasa I por RT-PCR cuantitativa
en las células diferenciadas seleccionadas con puromicina: infeccién simple
versus co-infeccion. Expresion de transcritos de RNAm de elastasa 1 en las
células diferenciadas seleccionadas tratadas con SNP e infectadas con Ad GFP,
Ad p48, Ad Mist-1 o simultaneamente con Ad p48 y Ad Mist-1. SNP =
sobrenadante pancreatico fetal.
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3.2.3. PROTOCOLO DE SELECCION UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCION
CON p48 Y Mist-1: INFECCION UNICA VERSUS MULTIPLE

Una vez observado que la co-infeccion incrementaba, al menos, la expresion de
elastasa, y sabiendo que los genes transducidos mediante infecciéon adenoviral se
expresan transitoriamente, se analizo si la co-infeccion multiple, es decir, infectar las
células, al menos, dos veces en el tiempo (EB7P1 y EB7P21) durante el protocolo de
seleccion genética, incrementaba el grado de diferenciacion de las células que ya han
activado el programa de diferenciacion acinar. Como en los apartados anteriores, el
medio de cultivo también se suplementd con SNP (ver apartado 6.3 de Materiales y

Métodos) (Figura 3.18).

¢ Eficiencia de infeccion de las células ES en diferenciacion con adenovirus

recombinantes: co-infeccion multiple

La eficiencia de infeccion que obtenemos a EB7P21 es de aproximadamente un
40% (Figura 3.17) a diferencia del 50-70% que se obtiene a EB7P1. En estos
experimentos no se increment6 la MOI para mejorar esta eficiencia ya que las células en

seleccion presentaban mayor sensibilidad a la infeccion adenoviral.

-

i 2 . Ly 2R ; ﬂ
. . '-‘:'_ g . ."',"_' - 3 =...'. " F
Adpa8{P23) . = ° _= AdMist1 (PEBEYGay T
Figura 17: Analisis de la eficiencia de la infeccion adenoviral a EB7P21. A) Expresion de

GFP en las células infectadas con el Ad GFP dos dias después (P23) de la infeccion a EB7P21.
Imagen de microscopia confocal. A’) Imagen de contraste de fase de las células de la imagen A.
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B) Inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo anti-p48, de las células infectadas con Ad p48 y
Ad Mist-1 dos dias después (P23) de la infeccion a EB7P21. C) Inmunocitoquimica utilizando
un anticuerpo anti-Mist-1 de las células infectadas con Ad p48 y Ad Mist-1 dos dias después
(P23) de la infeccion a EB7P21. Barra = 50um.

* Analisis de la expresion de marcadores pancreaticos por RT-PCR

semicuantitativa

El andlisis por RT-PCR semicuantitativa, nos permitio detectar el efecto de la
infeccion adenoviral sobre la viabilidad celular a EB7P21 descrito anteriormente, puesto
que en las condiciones experimentales en las que se utilizaba el AdGFP control no se
observaba el efecto inductor promovido por el SNP sobre la expresion de genes
pancreaticos. (Figura 3.14). Este es el caso para los marcadores carboxipeptidasa A,
quimiotripsindgeno, elastasa, p48, Pdx1 y glucagon (Figura 3.19). Otra posibilidad es

que tenga lugar una pérdida del fenotipo diferenciado.

Infeccién Infeccion
Ad Mist-1 Ad Mist-1
AdLacZo AdLacZo

Células ES

: P7 P28 aiisis d

)  — nalisis de

< P21 las células
diferenciadas
seleccionadas

Induccién de la Plagueo de los EBs
formacién de los  después de 7 dias en
EBs en suspensién  suspensién (EBT)

Figura 3.18: Protocolo de seleccion de las células ES comprometidas al linaje acinar
utilizado sobrenadante pancreatico fetal (SNP) y co-infeccion unica (PM1) o multiple
(PM2) mediante adenovirus que expresan p48 y Mist-1. Los adenovirus que expresan GFP
o LacZ son adenovirus control de infeccion.

Por otro lado, observamos que la transduccion tnica de p48 y Mist-1 a EB7P1
(PM1) inducia una incremento de la expresion de marcadores exocrinos como elastasa,
quimiotripsindgeno y carboxipeptidasa A. En cambio, no se regulaba la expresion de
marcadores de la ruta secretora CCKAr, M3r e IP3R3 o de marcadores como Cx32, un
componente de las uniones de comunicacidn, cuya expresion desaparece en el raton
deficiente de Mistl (247). De hecho, la expresion de estos marcadores ya se

incrementaba al incubar las células con SNP (AdGFP). Asimismo, tampoco se
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modulaba la expresion del factor de transcripcion RBP-L, miembro del complejo
transcripcional PTF1 que regula la expresion de los enzimas digestivos (20) ni la

expresion de marcadores endocrinos (Figura 3.19).

Amilasa

Elastasa
Quimotrip.
Carboxip. A
Cx32
CCKAr
M3r

IP3R3
Mist-1
RBP-L
Pdx1
Nkx6.1
Ngn3
Glucagon

Insulina 1+2

HPRT

Figura 3.19: Analisis de la expresion de marcadores pancreaticos en las células
seleccionadas por RT-PCR semicuantitativa. Expresion de marcadores exocrinos y
endocrinos en las células seleccionadas sin tratar (control = C, condicién 1) o tratadas con SNP
y ademds infectadas con Ad GFP (GFP, condiciéon 2) o Ad p48 y Mist-1 simultdneamente una
unica vez (PM1) a EB7P1 (infeccidén tnica) o dos veces (PM2, condicion 3) a EB7PI y
EB7P21 (infeccién multiple). HPRT es el marcador usado como gen housekeeping. SN =
sobrenadante pancredtico fetal; Quimiotrip. = quimiotripsindgeno; Carboxip. A =
carboxipeptidasa A.

Por tultimo, el andlisis de la infeccidn multiple, es decir infectar las células con
los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 a EB7P1 y a EB7P21 (PM2) nos inducia un

incremento, mucho mayor que la infeccion unica, de la expresion de enzimas digestivos
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como amilasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsindogeno. Este incremento correlaciona
con un aumento notable en los niveles de RBP-L. El incremento de la expresion de
Mist-1 es seguramente debida a la propia infeccion con Mist-1 a EB7P21, al no poder
discriminar la forma exogena de la endogena. Por otro lado, la infeccion multiple
incrementaba la expresion de marcadores cuya expresion no se regulaba con la
infeccion tnica, como amilasa, CCKAr e IP3R3. Respecto a los marcadores endocrinos
la infeccion multiple parecia disminuir la expresion de glucagén y Ngn3, mientras que
la expresion de insulina era practicamente siempre indetectable (Figura 3.19). Estos
datos demuestran que nuestros cultivos estaban especificamente enriquecidos de células
que segun la expresion de marcadores de diferenciacion comparten caracteristicas

fenotipicas con las células acinares.

Podemos concluir que la co-transduccioén de genes claves para el desarrollo y
diferenciacion acinar de forma mutiple conduce a un incremento de la expresion de
marcadores exocrinos en una magnitud mayor que la co-transduccion Unica, sugiriendo
que el mantenimiento de la expresion de estos genes a lo largo del protocolo de
seleccion nos permite obtener células con un fenotipo acinar mas diferenciado. Asi
pues, nos centramos en la caracterizacion de las células diferenciadas a partir del clon
de células ES reporter 119pElas obtenidas con el protocolo de seleccion genética
utilizando las condiciones experimentales de incubacion con SNP y co-infeccion

multiple con los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 (PM2).

En el resto de la memoria, a efectos de simplificacion, para nombrar las
diferentes condiciones analizadas del protocolo de seleccion utilizaremos los términos
condicion 1 (C) para hacer referencia a la condicion control en las que las células se
han diferenciado espontdneamente; condicion 2 (SN GFP/ SN LACZ) para hacer
referencia a la condicion en que las células se han incubado con el SNP e infectado con
el adenovirus control de infeccion que expresa GFP o LacZ; y condicion 3 (SN PM2)
para hacer referencia a la condicion en que las células se han incubado con el SNP e
infectado con los adenovirus que expresan p48 y Mist-1 dos veces durante el protocolo

(EB7P1 y EB7P21).
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3.3. ANALISIS DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS CELULAS ES
DIFERENCIADAS

Debido a que habiamos demostrado que el gen reporter se expresaba mas en la
condicion 3, se analizo en cudles de las condiciones experimentales se seleccionaba un
mayor numero de células. Para cuantificarlo, se realizaron contajes celulares a partir de
células obtenidas en las etapas EB7P7 (pre-seleccionadas) y EB7P28 (seleccionadas)
(Figura 3.20A). Se determin6 que tras seleccion, en las condiciones 2 y 3 en las que se
habia incubado las células con SNP, se obtenia el doble aproximadamente de células
respecto a la condicidon 1. Este resultado se puede explicar en parte, debido al efecto

mitogénico de los SNP que se observa ya durante la pre-seleccion (Figura 3.2).

Sin embargo, cuando se analizé la capacidad proliferativa de las células en estas
etapas mediante incorporacion de BrDu (Figura 3.20B), se observd que precisamente en
las condiciones 2 y 3 las células tenian una capacidad proliferativa menor respecto a la
condicion 1. Ademas, este efecto era mas pronunciado en la condicion 3, probablemente

debido en parte al efecto antiproliferativo de p48.

Células pre-seleccionadas Células seleccionadas
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Figura 3.20: Analisis de la capacidad proliferativa de las células ES diferenciadas pre-
seleccion (EB7P7) y tras la seleccién (EB7P28). A) Contaje de las células a EB7P7 y EB7P28.

200



RESULTADOS

B) Incorporacion de BrDu. Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP).
Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2). * = p< 0,05. ** =p< 0,01.

En general, existe una relacion inversamente proporcional entre proliferacion
celular y diferenciacion, de manera que las células mas diferenciadas tienen una
capacidad proliferativa menor. Por ese motivo, caracterizamos con mas detalle el patron

de expresion de marcadores pancreaticos.

3.4. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS CELULAS
DIFERENCIADAS OBTENIDAS CON EL PROTOCOLO DE SELECCION
UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCION MULTIPLE

3.4.1. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA EN LAS CELULAS
SELECCIONADAS

Analizamos la eficiencia de seleccion mediante la determinacion de la actividad
B-galactosidasa tanto in situ mediante tincion X-gal (Figura 3.21A-A’) como
bioquimicamente a partir de lisados celulares (Figura 3.21B). Observamos una
activacion de beta-galactosidasa proporcional al grado de expresion de los marcadores
acinares descritos en la Figura 3.19. Asi, en la condicion 1, se detectdé un marcaje
principalmente débil en un 60% de las células mientras que en la condicion 2, se
observaron células marcadas mas intensamente. Finalmente, en la condicion 3 se
detecto la actividad del gen reporter en todas las células y esta actividad incrementaba
notablemente en todas ellas. De hecho, se determiné un incremento de hasta 60 veces o
mas (ya que nos encontrdbamos en condiciones saturantes al medir la actividad [3-

galactosidasa con ONPQ) en los niveles de esta actividad.
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A Determinacion de la actividad p- galactosidasa in situ B

mediante tincidn con X-gal

Determinacion de la
actividad p- galactosidasa
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Figura 3.21: Analisis de la actividad p-galactosidasa de las células seleccionadas in situ (X-
gal) o bioquimicamente en los lisados celulares (ONPG). A) Imégenes macroscopicas de la
tincion de la actividad B-galactosidasa in situ en las células diferenciadas seleccionadas en las
condiciones 1, 2 y 3. A’) Imagenes microscopicas de contraste de fase (objetivo 10X) de la
tincion de la actividad (-galactosidasa con X-gal en las células diferenciadas seleccionadas en
las condiciones 1, 2 y 3. B) Grafica de las medidas de la actividad B-galactosidasa en los lisados
celulares expresadas en unidades por gramo de proteina (U/g proteina). Cond. = Condicion.
Barra = 100pM.. Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condicién
3 =SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

3.4.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES PANCREATICOS
POR RT-PCR CUANTITATIVA

El andlisis por RT-PCR cuantitativa (Figura 3.22) mostré que en la condicion 3
tenia lugar el mayor incremento en la expresion de enzimas digestivos tales como
amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinégeno, que en algunos casos era de
hasta 100 veces mas) y también del factor de transcripcion p48. Es importante destacar
que el p48 amplificado por RT-PCR cuantitativa era el endégeno de ratébn y no el
transgen exdgeno que expresa el adenovirus recombinante. Por otro lado, se observo
una disminucion en los niveles del RNAm del factor de transcripcion Ngn3 y no se

modulaban los niveles Nkx6.1. La expresion de insulina I fue indetectable.
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También observamos que en las células de la condicion 2 tenia lugar un
incremento en la expresion de elastasa pero la expresion de otros marcadores exocrinos
disminuia (carboxipeptidasa A, p48, amilasa y quimiotripsindgeno). Estos resultados

confirman, en parte, los obtenidos en la Figura 3.19.
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Figura 3.22: Anadlisis de la expresion de marcadores pancreaticos por RT-PCR
cuantitativa de las células diferenciadas seleccionadas. RT-PCR cuantitativa de marcadores
exocrinos: carboxipeptidasa A, clastasa, amilasa, quimiotripsindgeno y p48; y marcadores
endocrinos Ngn3 y Nkx6.1 de las células diferenciadas seleccionadas en la condicion 1, 2 y 3.
Carboxip. A= carboxipeptidasa A; Quimiotrip. = quimiotripsindgeno; SN = sobrenadante
pancreatico fetal. Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condiciéon
3 =SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

35. ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE
DIFERENCIACION MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

3.5.1. Expresion de E-cadherina y B-catenina.

Las células acinares son células epiteliales que forman uniones de adhesion entre
ellas. Por ello, se analizo la expresion de E-cadherina, marcador epitelial y 3-catenina,
uno de los componentes de los uniones de adhesion mediante inmunofluorescencia.
Observamos que practicamente la totalidad de las células seleccionadas expresaban E-

cadherina, indicandonos que las células seleccionadas eran de origen epitelial. Tanto E-
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cadherina como [-catenina se localizaban en la membrana celular en las zonas de

contacto célula-célula (Figura 3.23).
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E-cadherina p-catenina

Condicion 2 Condicion 1

Condicién 3

AR42J

Figura 3.23: Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de las células
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-E-cadherina y anti-B-catenina.
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Los marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresion de E-

cadherina y [B-catenina (verde) y tincion de nucleos con To-pro3 (azul). Barras = 50 pum.
Condicién 1 = control (C). Condiciéon 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condicion 3 = SN + Ad
p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

3.5.2. Expresion de enzimas digestivos

Una vez confirmado el fenotipo epitelial, se analizé la expresion de
enzimas digestivos mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos especificos
contra amilasa y carboxipeptidasa A. Observamos que en las tres condiciones habia
células positivas para ambos enzimas digestivos, pero la proporcidon de células positivas
aumentaba en la condicion 2 y era todavia mayor en la condicion 3, aproximadamente
del 70%, siendo esta ultima condicion la que presentaba mayor proporcion de células

marcadas asi como con una mayor intensidad del marcaje (Figura 3.24).

Para ambos enzimas digestivos se observaba un patrén de expresion tanto
citoplasmatico como nuclear en las células de la condicion 1. Esta localizacion nuclear
no se observa nunca en el pancreas, aunque se ha descrito que en el raton deficiente para
Mist-1 se localiza amilasa en el nucleo de las células acinares en secciones de pancreas
del estadio de E16.5, patron de expresion que no se observa en animales salvajes (128).
En estos ratones no se ha analizado el patron de expresion de carboxipeptidasa A, pero
al tratarse también de un enzima digestivo es posible que el patrén de expresion sea el
mismo que el observado con amilasa. Tanto en las células de la condicion 2 como 3 la

localizacién de carboxipeptidasa A y amilasa era citoplasmatica.

Asi pues estos resultados demuestran que con el protocolo de seleccion
utilizando SNP y co-infecciéon multiple (condicion 3) el nimero de células que expresan
enzimas digestivos es mayor asi como la intensidad del marcaje, y ademas la
localizacion de estos es la misma que se detecta en las lineas celulares acinares en
cultivo, demostrando que las células diferenciadas seleccionadas presentan un fenotipo

mas diferenciado que las células de la condicion 1 y 2.

206



RESULTADOS

Amilasa Carboxipeptidasa A

rd

Condicion 1

-

Condicion 3 Condicion 2

AR42J

Figura 3.24: Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de las células
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-amilasa y anti-
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carboxipeptidasa A. Los marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y
3. Expresion de amilasa y carboxipeptidasa A (rojo) y tincion de niticleos con To-pro3 (azul).
Como control de expresion se uso la linea celular acinar AR42J. Barras = 50 um. Condicion 1 =
control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condiciéon 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1
(SN PM2).

3.5.3. Expresion de factores de transcripcion pancreaticos.

Con tal de analizar la expresion de factores de transcripcion implicados en la
diferenciacion acinar se realizaron inmunofluorescencias para detectar la expresion de
Pdxl y RBP-L. Observamos que el patron de expresion de Pdxl era tanto
citoplasmatico como nuclear en todas las condiciones, pero la intensidad del marcaje
aumentaba en la condiciones 2 y 3. Ademas en la condicién 3, la proporcion de células
que presentaba un patrén de expresion nuclear, como el que se observa en la linea
celular acinar 266-6 aumentaba si bien no en todas las células. Practicamente no se
detectaron células RBP-L positivas en las condiciones 1 y 2. En cambio en la condicién

3 se observaban grupos de células que expresaban RBP-L nuclearmente (Figura 3.25).

En resumen, hemos demostrado que en las células de la condiciéon 2 hay un
incremento de la expresion Pdx1 con un patrdn tanto nuclear como citoplasmatico, pero
¢éstas no expresan RBP-L. Por otro lado, las células de la condicion 3 expresan tanto

RBP-L como Pdx1 con un patrén de expresion mayoritariamente nuclear.
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Figura 3.25: Expresion de Pdxl y RBP-L por inmunofluorescencia. Los marcajes se
realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresion de Pdx1 y RBP-L (rojo)
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y tincion de nucleos con To-pro3 (azul). Como control de expresion se uso la linea celular
acinar AR42J. Barras = 50 um. Condicién 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN
GFP). Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

3.5.4. Expresion de proteinas implicadas en la ruta secretora de los enzimas

digestivos.

La funcién de las células acinares pancredticas es la sintesis y secrecion de
enzimas digestivos. Estos son sintetizados en el reticulo endoplasmatico y
posteriormente son transportados al aparato de Golgi. Desde el TGN se segregan
vacuolas condensadas que madurardn a granulos de cimogeno. Estos se localizaran
finalmente en el polo apical de la célula donde se almacenaran hasta la secrecion de los

enzimas digestivos.

Con el fin de analizar si las células seleccionadas expresaban proteinas de la ruta
secretora, analizamos la expresion de VAMP-8, una proteina v-SNARE altamente
enriquecida en la membrana de los granulos de cimégeno. En los ratones deficientes
para esta proteina la secrecion de los granulos de cimogeno queda totalmente abolida.
En el pancreas, VAMP-8 se distribuye en la parte apical de la célula acinar, donde se
localizan los granulos de cimoégeno (ZG). En cambio, el patron de expresion en la linea
celular acinar AR42J, que no presenta ZG, es tanto nuclear como citoplasmatica (Figura
26). En todas las condiciones, detectamos células que expresaban VAMP-8. En las
condiciones 1 y 2 se detectaba principalmente en el citoplasma celular, y la expresion
era nuclear aproximadamente en un 25-30% de las células. En la condicion 3, el patron
de expresion nuclear era practicamente nulo. Este patrén de expresion también se podria

observar en las células de la condicion 2, aunque en menor proporcion (Figura 3.26).

VAMP-8 forma un complejo SNARE con una proteina t-SNARE localizada en
la membrana plasmatica de la célula acinar, la sintaxina-4 (ver apartado 1.4.1 de la
Introduccién). En todas las condiciones experimentales, practicamente la totalidad de
las células expresaban sintaxina-4. En la condicion 1, el patron de distribucion era
difuso por todo el citoplasma y raramente membranal. En cambio, en las condiciones 2
y 3 se observaba un marcaje intenso que se localizaba en la membrana plasmatica

(Figura 3.27).
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Figura 3.26: Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de las células
diferenciadas seleccionadas realizadas con un anticuerpo anti-VAMP-8. Los marcajes se
realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresion de VAMP-8 (verde) y
tincién de nucleos con To-pro3 (azul). Los cuadrados blancos marcan las regiones ampliadas.
Barras = 50 pm. Condicién 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condicion
3 =S8N + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

La isoforma A del receptor de colecistoquinina (CCKAr), que es una hormona
que induce la secrecion de los granulos de cimoégeno (ver apartado 1.4.2 de la
Introduccién), se expresa en el pancreas en la membrana basolateral de las células
acinares. Observamos que en la condicion 1, habia muy pocas células que expresaban
CCKAr, y en la mayoria de las células el patron de expresion era citoplasmatico. En
cambio, se observaba una elevada proporcion de células que expresaban CCKAr en las
condiciones 2 y 3, siendo la expresidon mayoritariamente citoplasmatica y en algunos
casos membranal en la condicion 2. En cambio, en la condicién 3 el marcaje era mas

intenso y su localizacion, en general, era mas membranal (Figura 3.27).
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Figura 3.27: Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de las células
diferenciadas seleccionadas realizadas con anticuerpos anti-sintaxina-4 y anti-CCKAr. Los
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marcajes se realizaron con células obtenidas en las condiciones 1, 2 y 3. Expresion de sintaxina-
4 y CCKAr (verde) y tincion de ntcleos con To-pro3 (azul). Como control de expresion se usod
la linea celular acinar AR42J. Barras = 50 um. Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN +
Ad GFP (SN GFP). Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

Para asegurarnos de la especificidad del marcaje obtenido con el anticuerpo anti-
CCKAr y en colaboracion con el grupo de la Dra. Marléne Dufresne (INSERM,
Toulouse, Francia) se realizaron experimentos de union de CCKA radioactiva en
preparaciones crudas de membranas obtenidas a partir de las células diferenciadas
seleccionadas. Se comprob6 la unién especifica de CCK a estas preparaciones, y que
esta unioén era 1,5 y 2 veces mayor en las condiciones 2 y 3, respectivamente, en

comparacion con la condicion 1 (Figura 3.28).
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Figura 3.28: Ensayo de union de CCK. Especificidad de union de
CCKA radioactiva a las preparaciones de membranas crudas de las células
diferenciadas seleccionadas en las condiciones 1, 2 y 3. Condicion 1 =
control (C). Condicién 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condicion 3 = SN +
Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

3.6. CARACTERIZACION IN VITRO DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS
CELULAS DIFERENCIADAS OBTENIDAS CON EL PROTOCOLO DE
SELECCION UTILIZANDO SNP Y CO-INFECCION MULTIPLE

Sabiendo que las células diferenciadas seleccionadas genéticamente expresaban

CCKAr y éste, al menos en parte, se localizaba en la membrana plasmatica, y también
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segin ensayos de RT-PCR las células expresaban componentes de la via de
transduccion de senales de la ruta secretora, como IP3R3 y M3r (Figura 3.19),
estudiamos la capacidad funcional de las células seleccionadas obtenidas de responder a

secretagogos.

3.6.1. MEDIDAS DE CALCIO INTRACELULAR EN RESPUESTA A
SECRETAGOGOS

El calcio intracelular libre se considera una de las primeras moléculas
sefalizadoras en las células acinares pancreaticas, ya que es la sefial inicial que dirige la

secrecion de los enzimas digestivos.

Como ya se ha descrito en la Introduccion (apartado 1.4.2), el proceso de
secrecion de los enzimas digestivos por las células acinares esta controlado
fisiolégicamente por hormonas y neurotransmisores (secretagogos). Para que tenga
lugar la exocitosis de los granulos los secretagogos pueden inducir la secrecion de
manera dependiente de calcio o dependiente de AMPc (apartado 1.4.3. de la
Introduccidon). Tanto CCH (carbacol, agonista muscarinico sintético), CCK
(colecistoquinina) como ceruleina (un andlogo de CCK) al unirse a su receptor inducen
un incremento de la concentracion de calcio intracelular teniendo lugar una exocitosis

de los granulos de cimogeno dependiente de calcio.

En respuesta a CCH, CCK o un analogo sintético de esté, ceruleina, se pueden
observar dos tipos de respuestas de incremento de calcio intracelular en las células
acinares, un incremento de la concentracion de calcio intracelular que se recupera
rapidamente (respuesta transitoria) a concentraciones maximas del secretagogo o un
incremento oscilatorio que se repite a lo largo del tiempo en presencia del estimulo

(respuesta oscilatoria) a concentraciones casi fisiologicas del secretagogo.

En colaboracion con el grupo del Dr. Miguel Valverde en la Universidad
Pompeu Fabra de Barcelona, realizamos las medidas de calcio intracelular en respuesta
a CCH (5-10°M) y CCK (10> M, 10° M y 10° M); los rangos de dosis utilizadas de
los distintos secretagogos corresponden tanto a concentraciones suprafisiologicas (CCK

10° M y 10 M) como fisiologicas (CCK 107> M). En las tres condiciones, al tratar las
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células con (CCH) se observo respuesta al secretagogo. En la condicion 1, la respuesta a
CCH era muy débil e inmadura (Figura 3.29A), siendo similar a la respuesta que se
observa en los acinos del raton deficiente para Mist-1 (Figura 3.29 C), donde el
incremento de la concentracion de calcio intracelular es minimo y la recuperacion de
¢éste es muy lenta. Por otro lado, la respuesta a CCH de las células de la condicién 2, era
una respuesta mucho mas eficiente, ya que el incremento de la concentracion de calcio
intracelular era aproximadamente dos veces mayor al observado en la condicién 1 y la
recuperacion de éste era rapida (Figura 3.29 A). La respuesta obtenida con las células de
la condicién 3 fue la mas madura, en cuanto se observo i) un incremento de la
concentracion del calcio intracelular superior al obtenido en la condicion 2, ii) asi como
una rapida recuperacion de los niveles basales de calcio intracelular. Asi pues la curva
de calcio en respuesta a CCH de las células de la condicion 3 era practicamente igual a
la que se obtiene en acinos pancreaticos aislados, teniendo en cuenta la diferencia en las

escalas de tiempo representadas en las Figuras 3.29 Ay C.

Se analiz6 también el tanto por ciento de células que respondian al secretagogo y
observamos que no so6lo el tipo de respuesta obtenida era mejor en las células de la
condicion 3, sino que el nimero de células que respondian era mayor (Figura 3.29 B).
Aun asi, incluso en la mejor condicién se observa una clara heterogeneidad en la

poblacion celular puesto que solo un 35% de células presentan esta respuesta.
Por otra parte, a pesar de la deteccion por distintos métodos de la expresion de

CCAr no se observo respuesta a CCK en ninguna de las condiciones

independientemente de las concentraciones utilizadas.
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Figura 3.29: Medidas de calcio intracelular en respuesta a secretagogos. A) Medidas de las
concentraciones de calcio intracelular en respuesta a un estimulo (CCH) en las células
diferenciadas seleccionadas de las condiciones 1, 2 y 3 en respuesta a CCH (5 uM). Las flechas
rojas indican el momento en que se afiade el secretagogo y el momento en que se retira. B)
Grafica que indica el tanto por ciento de células que responden a CCH (5 uM) en cada
condicion. C) Imagen del patron de respuesta a CCH 1 pM en acinos aislados de un raton
salvaje (WT) y del raton deficiente para Mist-1 (Imagen extraida de Luo X. et al., 2005).
Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP (SN GFP). Condicion 3 = SN + Ad
p48/Ad Mist-1 (SN PM2).
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3.6.2. SECRECION DE AMILASA EN RESPUESTA A SECRETAGOGOS

La via principal por la que los enzimas son secretados es la ruta secretora
regulada que se induce en respuesta a secretagogos. Por ello analizamos si las células

diferenciadas seleccionadas secretaban amilasa en respuesta a secretgogos.

Para realizar este andlisis usamos un kit comercial que nos permitia detectar la
actividad enzimdtica de amilasa. Se analiz6 el efecto de tres secretagogos a
concentraciones fisidlogicas (CCK 10> M, CCH 10 M) y suprafisiologicas (CCH
5-10°M y ceruleina 10™ M).

Se estimularon las células con los secretagogos y después de 45 minutos se
analizd la actividad de la amilasa que se encontraba en el medio extracelular,
conservando un grupo de células control que no fueron estimuladas y que nos indicarian
la posible secrecidon constitutiva. Posteriormente, también se analiz6 la actividad de la
amilasa del lisado celular después del estimulo, y en este caso el grupo control, sin

estimular, nos indicaria la actividad de la amilasa total basal de las células.

Sorprendentemente, detectamos que la actividad amilasa del medio extracelular
inducida por secretagogos era aproximadamente unas 40 veces superior a la actividad
amilasa intracelular de las células sin estimular, si bien se detectd una actividad amilasa
mayor en la condicion 3. Estos resultados sugerian que se producia una sintesis de novo
de enzimas inducida por los secretagogos, tal como se ha descrito (232) y que
probablemente se secretaban de manera constitutiva. Este hecho también podria explicar
una mayor presencia de amilasa intracelular en las células estimuladas, respecto a las

células sin estimular (Figura 3.30).
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Figura 3.30: Representacion grafica de las medidas de la actividad de la amilasa en el
medio extra e intracelulares de las células seleccionadas estimuladas con secretagogos. A)
Medidas de la actividad amilasa en el medio extracelular en las células diferenciadas
seleccionadas que han sido tratadas con los secretagogos a las concentraciones indicadas.
Ademas se analiza un grupo control sin estimular. B) Medidas de la actividad amilasa en el
lisado celular (intracelular) de las células diferenciadas seleccionadas en las condiciones 1,2y 3
que han sido tratadas con los secretagogos a las concentraciones indicadas. Ademas se analiza
un grupo control sin estimular. Las medidas obtenidas se expresan en actividad del enzima por
pg de proteina total. Condicion 1 = control (C). Condicién 2 = SN + Ad GFP (SN GFP).
Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).

3.7. CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE LAS CELULAS DIFERENCIADAS SELECCIONADAS

Para determinar si el defecto en la secrecion regulada estaba asociado a una falta

de granulos de cimogeno en las células diferenciadas seleccionadas se analizé por

microscopia electronica las caracteristicas ultraestructurales de las células obtenidas.
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Observamos que Unicamente en las condiciones 2 y 3 las células presentaban
vesiculas electrodensas que se encontraban, en general, en la parte apical de la célula.
Sin embargo, en una células acinar de péancreas adulto los granulos de cimogeno,
presentan un diametro que oscila entre 400 y 1000 nm mientras que las vesiculas que se
observaban tenian un diametro de entre 250-400 nm (Figura 3.31). Asimismo, el
nimero de estas vesiculas por célula era muy bajo comparado con el nimero de ZG por
célula acinar del pancreas. Los resultados sugieren que estas vesiculas electrodensas
podrian ser granulos de cimdgeno inmaduros (ZG-like). Ademas, el porcentaje de
células que presentaban estas vesiculas era mayor en la condicion 3 respecto a la

condicion 2 , y no se detectaron practicamente en la condicion 1 (Figura 3.31).

250- 400 nm &

% Cél. con ZG-like

Cond. 1 Cond.2 Cond. 3

Figura 3.31: Imagenes de microscopia electronica de las células diferenciadas
seleccionadas. A) Imagenes de vesiculas electrodensas (posibles granulos de cimogeno-like
(ZG-like) de 250-400 nm de diametro) que se encuentran en las células de las condiciones 2 y 3.
B) Grafica que indica el tanto por ciento de células que presentan ZG-like en las células de las
condiciones 2 y 3. Cond. = Condicion. Condicion 1 = control (C). Condicion 2 = SN + Ad GFP
(SN GFP). Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).
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3.8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE ENZIMAS DIGESTIVOS: CELULAS
SELECCIONADAS VERSUS LINEAS ACINARES EN CULTIVO Y ACINOS
PANCREATICOS AISLADOS

Con el interés de comparar el patron de expresion génica de las células
seleccionadas obtenidas con €l de las lineas celulares acinares en cultivo, asi como con
el de acinos pancredticos murinos purificados, analizamos la expresion, por RT-PCR
semicuantitativa y cuantitativa, de enzimas digestivos, factores de transcripcion y

moléculas implicadas en la ruta secretora.

Observamos que, aun haber logrado incrementar la expresion de los enzimas
digestivos (carboxipeptidasa A, elastasa, amilasa y quimiotripsindgeno) en la condicion
3 en un orden de, respectivamente, 120, 4.8, 4 y 130 veces mas en comparacion a la
condicion 1, la expresion era todavia mucho menor que la que se observa en las lineas
celulares acinares en cultivo (266-6 y AR42J), asi como la de acinos purificados. En
general, estas diferencias cualitativas de expresion se reproducian para el resto de
marcadores exocrinos, excepto para la expresion de receptores de secretagogos que se
expresaban a niveles mas altos en las células obtenidas en la condicion 3 respecto a las

lineas celulares (Figura 3.32).

En resumen, los resultados demuestran que las células diferenciadas
seleccionadas en la condicion 3 comparten caracteristicas con las células acinares a
nivel de expresion de marcadores acinares y por su respuesta funcional a secretagogos,

pero todavia no han recapitulado el programa de diferenciaciéon completo.
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Figura 3.32: Analisis de la expresion de marcadores exocrinos por RT-PCR A)
semicuantitativa y B) cuantitativa de las células diferenciadas seleccionadas tratadas con SN y
co-infectadas con Ad p48/Mist-1 (PM2) y de lineas acinares en cultivo y acinos aislados.
Condicion 3 = SN + Ad p48/Ad Mist-1 (SN PM2).
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DISCUSION

En el momento de iniciar esta tesis, la diferenciacion de las células ES a linajes
celulares derivados del endodermo habia sido muy poco estudiada y basicamente se
basaba en inducir la diferenciacion espontanea mediante la formacion de cuerpos
embrioides. En estas condiciones, como hemos demostrado (261) la diferenciacion a
células pancreaticas es muy poco eficiente, hecho que ha sido ampliamente corroborado
por otros grupos (262). Por ese motivo, el objetivo de nuestro trabajo se centrd en el
incremento de esta eficiencia mediante el desarrollo de varias estrategias que podemos
describir en tres objetivos i) la optimizacion de las condiciones de cultivo, ii) la
sobreexpresion de factores de transcripcion implicados en el desarrollo pancreatico
mediante el uso de vectores virales y 1iii) la seleccion genética de las células
comprometidas al linaje acinar. Se pretendia integrar el conocimiento obtenido en estos
apartados para desarrollar un protocolo que optimizara la generacion de células

acinares.

1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

Se sabe que la densidad celular utilizada para la formacién de cuerpos
embrioides es critica para regular tanto el tipo como la eficiencia de diferenciacion al
linaje celular de interés a partir de células ES. Sin embargo, este aspecto no se ha
abordado en general de forma especifica en la literatura con respecto a la diferenciacion
pancreatica. Asi, en la mayoria de los protocolos experimentales para diferenciar células
endocrinas se utilizan densidades comprendidas entre 10° cél./ml y 1,5-10%¢L./ml (162,
262, 282). Si bien no hemos realizado experimentos extensos respecto a este punto, si
que hemos analizado mediante RT-PCR la expresion de marcadores exocrinos
especificos induciendo la formaciéon de EBs a distintas densidades celulares
comprendidas entre 10>-107 cél./ml (datos no mostrados). Nuestros resultados
demuestran que la expresion de estos marcadores es mas elevada en experimentos de
diferenciacion EB7P7 a la densidad celular de 10" cél./ml. Estos datos estan bastante en
concordancia con los resultados obtenidos por el grupo de Odorico et al, 2003, que en
protocolos de diferenciacion EB7P14 realizados a densidades superiores
(aproximadamente 4-10° cél./ml) practicamente no observan expresion de marcadores

exocrinos por RT-PCR.
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Por otra parte, los resultados de diferenciacion de los EB en suspension (261)
muestran que la cinética de expresion de marcadores de diferenciacion y de reguladores
claves del desarrollo pancredtico exocrino y endocrino siguen un patrén de expresion
similar al que ocurre durante el desarrollo pancreatico in vivo, tal como se ha
demostrado también en otros trabajos (133). Por tanto, nuestra hipotesis de trabajo se
baso en el planteamiento de que, de una manera racional, se podria dirigir el programa
de diferenciacion acinar, regulando rutas de sefalizacion implicadas durante el
desarrollo. Este tipo de planteamiento se habia validado en otros estudios como por
ejemplo en la diferenciacion neural (290) y muy recientemente, otros grupos han

demostrado que se puede aplicar para desarrollar células pancreaticas in vitro (50).

1.2. LAS CELULAS ES RESPONDEN IN VITRO A SENALES IMPLICADAS EN
EL DESARROLLO PANCREATICO

* Efecto del SNP

En los ultimos afos, varios grupos han demostrado la validez de esta hipotesis
respecto a la capacidad de las células de responder a sefiales liberadas por el pancreas
embrionario. Asi, se ha demostrado un incremento en la expresion de marcadores
endocrinos por RT-PCR asi como en el namero de células que los expresan (33, 162,
262, 282). En nuestras condiciones, hemos podido reproducir el efecto observado
respecto a la diferenciacion endocrina y hemos demostrado también su efecto sobre la
expresion de genes acinares (Figura 3.1). El medio condicionado utilizado en estos
experimentos se obtuvo del cultivo de pancreas fetal a E16.5 en el que el componente
exocrino predomina sobre el componente endocrino. Sin embargo, no observamos
diferencias significativas en el incremento de la expresion de genes acinares respecto a
los endocrinos. Por otra parte, observamos que los SNP no solo contenian factores
solubles implicados en la diferenciacion pancreética, sino también factores mitogénicos,
como hemos podido observar por el aumento de la talla de los EBs durante la etapa de
suspension (Figura 3.2). Por tanto, los SNP podrian combinar varios efectos; por un
lado, inducir la diferenciacion de precursores endodérmicos o pancredticos a células
acinares y por otro, expandir la poblacion de células que han activado un programa de

diferenciacion acinar.
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» Efecto del SN de mesénquima pancreatico y de las lineas celulares NIH3T3,
AR42] y 266-6

Nuestros resultados demuestran que el SNP contienen un coctel de factores que
inducen tanto la diferenciacion endocrina como exocrina, por lo que tal y como era de

esperar, su efecto no es selectivo para un linaje pancreético especifico.

Por ese motivo, analizamos el efecto del SN del cultivo de mesénquima
pancreatico ya que se ha descrito que éste promueve la diferenciacion exocrina y
reprime la endocrina (194). Ya en los afios 60-70 (87) y 90 (87) se propuso que el efecto

del mesénquima era mediado por factores solubles.

La diferenciaciéon de las células en presencia de estos SN no mejor6d los
resultados obtenidos respecto a la selectividad ni tampoco en el incremento de la

expresion de los distintos marcadores (Figura 3.3).

Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que el efecto inductor del
mesénquima sobre el epitelio pancredtico, requiere también cierta proximidad o el
contacto entre los dos componentes (167, 194) que se pierde al utilizar el medio
condicionado. Asimismo, se ha descrito que la linea celular NIH3T3 de origen
mesenquimal puede reproducir el efecto pro-exocrino del mesénquima en ensayos de
recombinacion con epitelio embrionario pancréatico (167), efecto que tampoco
observamos con el SN de esta linea celular (Figura 3.4). Ambos resultados podrian ser
debidos pues a que la composicion de los factores solubles no es exactamente la misma
asi como sus concentraciones y/o a la falta de sefalizacion mediada por contacto
celular. Respecto, a este ultimo punto cabe recalcar que una de las sefiales que se ha
propuesto que media la diferenciacion pancreatica exocrina inducida por el mesénquima
es la laminina-1, segiin se ha demostrado mediante ensayos en la que su expresion o
actividad se inhiben mediante morfolinos (167) o anticuerpos bloqueantes (42),
respectivamente. Finalmente, también es posible que el SN de la linea celular NIH3T3

se obtuviera a partir de un clon diferente al utilizado en los trabajos de Li et al. 2004.

Por ultimo, nos intereséd analizar el efecto del SN del cultivo de lineas acinares

pancreaticas (AR42J y 266-6) hipotetizando que éstas podrian liberar al medio factores
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que indujeran especificamente la diferenciacién acinar. Nuestros resultados muestran
que estos SN tienen, contrariamente a lo esperado, un efecto sobre la expresion de
marcadores endocrinos (Figura 3.4), incrementandola, resultado que podria explicarse
como consecuencia, al menos en el caso de las células AR42J, por su caracter anficrino

(48, 242-244).

1.3. LA FOLISTATINA INCREMENTA DE FORMA SELECTIVA LA
EXPRESION DE GENES ACINARES VERSUS LOS ENDOCRINOS EN LAS
CELULAS ES.

El conocimiento sobre el desarrollo embrionario ha permitido en estos tltimos
afios disenar protocolos de diferenciacion de células ES a células 3, basados en el uso de
factores de crecimiento y moléculas de sefializacion implicadas en el desarrollo
pancreatico in  vivo. Se conocen muy pocos factores implicados en el
desarrollo/diferenciacion exocrina. Folistatina, un inhibidor de distintos miembros de la
familia de TGFp, .se expresa en el mesénquima pancredtico a lo largo del desarrollo
embrionario segun (284), y se ha descrito como un potente inductor de la diferenciacion
exocrina (194), pudiendo mimetizar los efectos pro-exocrinos del mesénquima
pancreatico in vitro cuando se incuba con explantes de epitelio pancreatico de rata. Asi,

también es capaz de reprimir la diferenciacion endocrina (194).

El tratamiento de las células ES con folistatina a 200 nM induce un incremento
selectivo en la expresion de marcadores exocrinos y en la abundancia de células que
expresan amilasa (Figura 3.6), tal como se ha descrito en el pancreas embrionario (194).
En nuestro caso, sin embargo no hemos observado una dismunucion en la expresion de

marcadores endocrinos.

Sin embargo, se ha propuesto que folistatina podria unirse a BMP7 y a activina,
que se producen en el epitelio pancreatico, e inhibir el efecto inductivo de activina en el
desarrollo endocrino o del BMP7 (194). En otros modelos como el musculo, se ha
propuesto que folistatina se une a BMP-7 y BMP-2 con baja afinidad. De esta forma,
estos factores se presentan a células miogénicas a concentraciones que permiten la

estimulacion del crecimiento del musculo en el embrion (6). Mas recientemente,
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también se ha propuesto que folistatina podria interactuar con miostatina y prevenir asi

su efecto inhibidor sobre el desarrollo muscular (7).

En nuestras condiciones, la folistatina podria pues inducir especificamente la
diferenciacion exocrina o regular la proliferacion de precursores exocrinos.
Determinamos también que la concentracion de folistatina presente en el SNP era
aproximadamente de 1.5 nM. Al diluir estos SN en medio de cultivo al 3% FCS en una
relacion de 1:1, la concentracion final incluso seria mas baja. Por este motivo,
hipotetizamos que al suplementar el SNP con folistatina comercial hasta 200 nM
podriamos conseguir una diferenciacion mas selectiva hacia el linaje exocrino,
conservando el notable incremento de expresion de los marcadores exocrinos inducido
por el SNP. Este no fue el caso (resultados no mostrados), hecho que se podria explicar
en parte porque el SN estudiado era del estadio E16.5 y por tanto, la composicion de
factores solubles distinta a la que se puede encontrar in vivo en el estadio E12-13. De
hecho, si bien algunos autores describen la expresion de folistatina a lo largo del
desarrollo por RT-PCR (284), otros grupos usando las mismas técnicas han demostrado
una expresion que se modula en el tiempo. Asi, se observa un pico de expresion entre

E10-E12.5 y reaparece de nuevo a E18.5 en islotes (175).

Otra via que seria interesante analizar en nuestro sistema es la regulada por los
glucocorticoides. Asi, se ha descrito que el tratamiento in vitro de rudimentos
pancreaticos de rata del estadio de E15.5 con dexametasona, un glucacorticoide
sintético, induce una disminucion de las células que expresan insulina e incrementa el
doble el numero de células acinares, indicando que los glucocorticoides favorecen la
diferenciacion acinar (86). Ademas ya se habia descrito que los glucocorticoides
inducian un incremento de la expresion de amilasa en la linea celular acinar AR42J
(118, 172) y en los tltimos anos se ha demostrado que también incrementa la expresion
de proteinas de la ruta de los granulos de cimogeno (t-SNARE y v-SNARE) en esta
misma linea celular (81). Los resultados descritos sugieren que la incubacion de las
células ES con glucocorticoides podria inducir la diferenciacién acinar y/o inducir un
fenotipo mas diferenciado al modular proteinas implicadas en la ruta secretora. Datos
preliminares muestran que la incubacion de las células con dexametasona induce un

incremento en la expresion de amilasa, elastasa, quimiotripsindgeno y Mist-1.
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En el futuro, la identificacion de nuevos factores que selectivamente dirijan la

diferenciacion acinar podria abordarse mediante el analisis protedmico de los SNP.

2. SOBREEXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION
IMPLICADOS EN _EL__ DESARROLLO PANCREATICO
MEDIANTE EL USO DE VECTORES VIRALES

Las vias de sefalizacion trasladan las senales extracelulares de la superficie
celular al nticleo mediante una cascada de interacciones entre proteinas que expanden la
sefal en el interior de la célula hacia el nticleo, donde un grupo de proteinas, llamado
factores de transcripcion, juega un rol crucial en la activacion de la expresion genética.
Por ello, después de haber investigado qué vias de sefializacion especificas implicadas
en el desarrollo pancreatico podrian regular la diferenciacion de las células ES al linaje
exocrino, abordamos la sobreexpresion de factores trancripcionales claves para la
diferenciacidon pancredtica, con el interés de reproducir un programa de diferenciacion

acinar.

Ya se habia descrito que la sobreexpresion en células ES de un factor de
transcripcion implicado en el desarrollo pancreatico (25, 197) mejoraba la eficiencia de
diferenciacion de las células ES a células productoras de insulina. Pero hay evidencias
que indican que la sobreexpresion de un unico factor de transcripcion no es suficiente
para activar un programa de diferenciacion completo, en cambio la combinatoria de
varios de ellos permite determinar la identidad y funcionalidad celular. Por esto, nuestra
estrategia se basaba en la sobreexpresion de dos factores de transcripcion (p48 y Pdx1)
mediante el uso de vectores virales (lentivirus y adenovirus) intentando reproducir la
cinética de expresion de genes de la misma manera que tiene lugar durante la
diferenciacion pancreatica acinar. Ademas integramos en esta estrategia el uso del SN
pancreatico fetal del estadio de E16.5 para promover la diferenciacion pancreética de las

células ES.
En resumen, nuestros resultados demuestran que con la sobreexpresion de Pdx1

y p48 en células ES se induce la diferenciacion de estas al linaje acinar, aunque las

células obtenidas son inmaduras.
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Desde el punto de vista metodologico, los principales problemas para la
sobreexpresion de factores de transcripcion en células ES hasta ahora han sido, 1) la
dificultad de introducir el transgen de interés en las células ES con una eficiencia y
expresion elevada, ii) el mantenimiento del estado indiferenciado y de la capacidad de
autorreplicacion de las células ES que expresan establemente un gen maestro y iii) el

silenciamiento de la expresion del transgen al inducir la diferenciacion.

Para intentar solventar en parte algunas de estas limitaciones, se abordd esta

estrategia mediante vectores virales.

2.1. VECTORES ADENOVIRALES

Los vectores adenovirales recombinantes utilizados en el estudio no son ni
replicativos ni integrativos, permitiendo una expresion transitoria del transgen de
interés. Las propiedades de estos vectores virales nos podrian permitir reproducir una
cinética de expresion de los factores transcripcionales que mimetizara la del desarrollo
embrionario pancredtico. Con este fin sobreexpresamos mediante infeccion adenoviral
p48, un factor transcripcional importante para la diferenciacion acinar que empiezan a
expresarse durante el desarrollo embrionario a E9.5. Ademés, no nos interesaba

expresar p48 de manera estable debido a sus efectos antiproliferativos (239).

2.2. VECTORES LENTIVIRALES

Los vectores lentvirales permiten la expresion estable del transgen ya que este se
integra en el genoma de la célula. Uno de los principales problemas de la
sobreeexpresion de genes maestros en células ES, es la posibilidad de alterar a biologia
de la célula ES en cuanto a su pluripotencialidad y a su capacidad de autorenovacion.
En nuestras manos, la sobreexpresion de Pdx1, un factor transcripcion esencial para el
desarrollo y diferenciacion pancreatica exocrina y endocrina, no alteraba la biologia de
las células ES. Otros de los problemas de la sobreexpresion de genes de interés en las
células ES es el silenciamento del transgen al inducir la diferenciacion o a debida a la

expansion de las células en cultivo.
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2.3. MEJORA DE LA ESTRATEGIA DE SOBREEXPRESION DE FACTORES
TRANSCRIPCIONALES

Nuestros resultados indican que la co-expresion de p48 y Pdx1 nos permirte
diferenciar células que todavia no han recapitulado el programa de diferenciacion acinar
completo. Por ello creemos que la sobreexpresion de factores transcripcionales
implicados en la diferenciacion terminal de las células acinares podria ayudarnos a

obtener células con un fenotipo mas diferenciado.

Un abordaje posible seria el uso de vectores lentivirales que nos permitan la
expresion condicional y/o inducible de combinaciones dobles o triples de factores de
transcripcion reguladores de la diferenciacion acinar como Pdx1, p48 y Mist-1 que
podrian permitirnos obtener células acinares diferenciadas con un fenotipo méas maduro.
Con esta estrategia se pretende 1) activar la expresion de los transgenes al iniciar la
diferenciacion, evitando asi el posible silenciamento del transgen al inducir la
diferenciacion; 2) evitar la expresion artefactual del transgen por su integracion al azar
en el genoma de las células ES; y 3) expresar niveles menos elevados de los transgenes

que no tengan efectos toxicos (197) o antiproliferativo (239).

Por ultimo también se podria abordar la sobreexpresion de RBP-L mediante
adenvirus en las células diferenciadas con el fin de forzar la maduracion de la
diferenciacion de las células, ya que RBP-L se ha descrito como un factor de
transcripcion acinar que juega un papel importante en la regulacion de una elevada

expresion de los enzimas digestivos (20).

3. SELECCION GENETICA DE LAS CELULAS ES
COMPROMETIDAS AL LINAJE ACINAR

Las células diferenciadas obtenidas a partir de células ES inducidas
espontaneamente son heterogéneos, conteniendo células de distintos linajes. Por ello, y
con el fin de purificar y enriquecer las células diferenciadas comprometidas al linaje

acinar abordamos una estrategia de seleccion genética.
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Nuestro interés fue abordar la seleccion genética de las células comprometidas al
linaje acinar integrando en ella, no solo el uso del SN pancredtico fetal sino también la
sobreexpresion de factores transcripcionales implicados en el desarrollo y
diferenciacion del linaje acinar (p48 y Mist-1). De este modo, queriamos aportar a las
células un coéctel de factores solubles implicados en el desarrollo pancreatico, para
activar las vias de sefializacion necesarias para la diferenciacion pancredtica (con el uso
del SN) y a su vez sobreexpresar factores de transcripcion claves para la diferenciacion
acinar (p48 y Mist-1), con el fin de modelizar al méximo la cinética de expresion génica
que acontece durante el desarrollo embrionario y finalmente seleccionar genéticamente

las células diferenciadas.

Una de las principales limitaciones de abordar un estaretgia de seleccion
genética del linaje acinar pancreatico es el desconocimiento de los factores de
transcripcion reguladores de la diferenciacion de este linaje. Abordamos por ello la
seleccion usando el promotor de eslastasa ya que ha sido muy bien caracterizado tanto
in vivo como in vitro (2, 147, 270, 271), y asi se conoce la presencia del enhancer (-500
+ 8), con el cual hemos trabajado, que se ha descrito como la region mas selectiva del
promotor para el linaje acinar pancreatico aunque su expresion es débil (271). Pero este
enzima digestivo se empieza a expresar aproximadamente en el estadio de E12.5 y por
ello probablemente estemos seleccionando células en distintos estadios de
diferenciacion. Asi que para mejorar la estrategia de seleccion genética se requeriria el
uso del promotor de un gen especifico acinar cuya expresion fuera mas temprana, de
manera que se pudiera seleccionar una poblacion precursora mas homogénea. Un
posible candidato seria el factor de transcripcion Mist-1 que se expresa en el pancreas a
partir de E10.5, pero este factor no es especifico pancreatico, sino que se expresa en la

mayoria de células serosas.

Otra posible alternativa seria el uso de dos promotores para realizar la seleccion
genética, un promotor de expresion temprana que nos permitiera seleccionar una
poblacion precursora pancredtica y otro de expresion linaje especifica que nos
permitiera seleccionar aquellas células de la poblacion precursora que se han
comprometido al linaje acinar. Un promotor candidato para seleccionar la poblacién
precursora podria ser el de p48 que se expresa durante el desarrollo embrionario en los

precursores pancreaticos a partir de E9.5, la expresion del cual decae posteriormente y
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vuelve a detectarse en los progenitores acinares. Los promotores linaje especificos

podrian ser el promotor de elastasa o de Mist-1.

Antes de iniciar la seleccion genética de las células inducimos la diferenciacion
de éstas con el uso de SN pancredtico fetal y folistatina para intentar incrementar la
poblacion de células comprometidas al linaje acinar. Observamos que al final del
protocolo de seleccion genética las células diferenciadas obtenidas expresaban niveles
mas elevados de enzimas digestivos y factores de transcripcion especificos exocrinos
respecto a las células que no habian sido incubadas ni con SN pancreatico fetal ni con
folistatina (Figura 14), indicandonos que su uso mejoraba la eficiencia de nuestro
protocolo de seleccion. Por otro lado, y aunque habiamos descrito que folistatina
inducia de manera selectiva un incremento especifico de la expresion de marcadores
exocrinos su efecto era menor usando el protocolo de seleccion genética, e incluso
dejaban de modularse la expresion de genes que previamente habiamos visto modulados
con el uso de folistatina. Distintas hipotesis podrian explicar este resultado 1) que
folistatina, a pesar de incrementar la expresion de la mayoria de marcadores exocrinos,
no incrementaba la de la elastasa (Figura 6), y debido a que la seleccion genética de las
células comprometidas al linaje acinar se hace en base a la expresion de su promotor es
posible que perdamos la poblacion celular inducida por folistatina durante la seleccion,
2) o que folistatina no tuviera un efecto inductor de la diferenciacion acinar, sino que
inhibiera la diferenciacion de los otros linajes pancreaticos y que por defecto las células

se diferenciaran al linaje acinar.

Una vez establecido el protocolo de seleccion genética con el uso de SN
pancreaticos fetales abordamos la sobreexpresion genética de p48 y Mist-1 mediante
adenovirus recombinantes. El uso de estos vectores virales nos permitia la expresion
transitoria de p48 y Mist-1. Nos interesamos en la expresion transitoria y no estable de
estos factores de transcripcion hipotetizando que ésta seria suficiente para activar la
expresion endodgena de los mismos, asi como la de un programa de diferenciacion
acinar. Ademads, nos interesaba expresar transitoriamente p48 debido a sus efectos
antiproliferativos (239). No nos interesamos en la sobreexpresion de Pdx1 ya que las
células seleccionadas ya expresaban Pdx1 (Figura 14) y como se ha descrito, elevados

niveles de expresion de Pdx1 en células ES pueden ser toxicos, ademas de que en las

234



DISCUSION

células acinares sus niveles de expresion son mucho menores que los detectados en

células B (99, 197).

Cuando p48 o Mist-1 se transducen a las células ES en diferenciacion
independientemente no se incrementa la expresion de la elastasa, cuya expresion nos
interesaba regular para seleccionar genéticamente las células comprometidas al linaje
acinar. Por ello pensamos que quizas fuera necesaria la transduccion de ambos factores
de transcripcion para incrementar la expresion de este enzima digestivo. Asi,
observamos que la co-transduccion de ambos factores incrementaba la expresion de
elastasa en las células diferenciadas seleccionadas. Distintas hipotesis podrian explicar
este resultado 1) que ambos factores de transcripcidon actian sobre una poblacion que
expresa elastasa, expandiéndola; 2) que ambos factores de transcripcion actian
induciendo la diferenciacion al linaje acinar de una poblacién precursora; o 3)
incrementando la expresion del mRNA de elastasa I en una poblacién comprometida ya
al linaje acinar (Figura 16). Ademas cabe destacar que el uso del SN pancreatico fetal es
necesario para observar la induccion de la expresion de elastasa con la co-infeccion, ya
que si no se incuban las células con éste no se observa el incremento de la expresion de
elastasa al co-infectar las células con p48 y Mist-1 (resultados no mostrados). Esto
podria explicarse también de diversas maneras 1) que p48 y Mist-1 actien sobre una
poblacion pancreatica inducida por el SN pancreatico fetal; 2) que sea necesario algun
factor soluble del SN que active alguna via de sefalizacion necesaria para observar el

efecto de p48 y Mist-1.

Cuando p48 y Mist-1 se co-transducen en las células ES en diferenciacion se
incrementa la expresion de algunos enzimas digestivos, pero no se consigue incrementar
la expresion de receptores de la ruta secretora de los enzimas digestivos, asi como la del
factor de transcripcion RBP-L, cuya funciéon es muy importante en la regulacion de la
expresion de los enzimas digestivos, de lo que ya se habia incrementado con el uso del
SN pancreatico (Figura 18). Estos resultados podrian indicar que seria necesaria una
expresion sostenida de p48 y Mist-1 durante todo el protocolo de seleccion genética o
bien, como ya se ha descrito para Pdx1 in vivo (99, 197) , que el efecto de estos factores
en la diferenciacion acinar sea dosis dependiente. Ademas con el interés de modelizar al
maximo la cinética de expresion de estos factores de transcripcion durante el desarrollo

embrionario, abordamos la co-infeccion multiple, ya que p48 se expresa durante el
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desarrollo embrionario en los precursores pancreaticos a partir de E9.5, la expresion del
cual decae posteriormente y vuelve a detectarse en los progenitores acinares. La
expresion de Mist-1 se detecta a partir de E10.5 en células acinares en difereciacion y se
expresa a lo largo de todo el desarrollo embrionario y en el adulto especifcamente en el

linaje acinar.

Sabiendo que, al menos con el adenovirus que expresa p48 o LacZ, la expresion
del transgén empieza a decaer 14 dias post-infeccion y es practicamente nula 21 dias

post-infeccion, abordamos la segunda infeccion en este momento.

Asi, la co-transduccion multiple de p48 y Mist-1 incrementaba la expresion de
todos los enzimas digestivos analizados, asi como de los receptores de la ruta secretora
de éstos e incluso la de RBP-L (Figura 18 y 20). Distintas hipdtesis podrian explicar el
incremento de la expresion de los enzimas digestivos. Por un lado que la expresion
sostenida o la dosis conseguida de p48 y Mist-1 sea necesaria para el incremento de la
expresion de estos enzimas o bien que al incrementar la expresion de RBP-L este regule
la expresion de los enzimas digestivos incrementandola, como ya se ha descrito en la

literatura (20).

Se ha descrito extensamente que existe una relacion inversamente proporcional
entre proliferacion celular y diferenciacion, de manera que las células una vez
diferenciadas disminuyen su capacidad proliferativa o incluso dejan de proliferar. Por
ello, nos interesamos en analizar la capacidad proliferativa, hipotetizando que cuando
mas diferenciadas estuvieran las células seleccionadas su capacidad proliferativa
disminuiria, hecho que fue corroborado con los resultados obtenidos. Observamos que
el uso del SN pancreatico fetal habia un 48% menos de células en proliferacion,
disminucion que incrementaba en un 66% cuando realizabamos la co-infeccion multiple
de las células con p48 y Mist-1 (condicion 3). Esto sugeria que el SN pancreético fetal
ademds de tener un efecto proliferativo, como ya hemos descrito, en la fase de
suspension de los EBs nos permitia seleccionar células mas diferenciadas. Cabe destacar
que para observar la disminucién de la proliferacion observada con la sobreexpresion de
p48 y Mist-1 era necesario el uso del SN pancreatico, indicando la posibilidad de un
efecto sinérgico, ya que si se realizaba la co-infeccion multiple de p48 y Mist-1 pero no

se incubaban las células con SN pancreatico fetal la disminucion de la proliferacion no
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se observaba (resultados no mostrados). Estos resultados podrian explicarse de diversas
maneras, 1) que p48 y Mist-1 actiien sobre una poblacion pancreatica inducida por el
SN pancredtico fetal o 2) que sea necesario algun factor soluble del SN que active
alguna via de sefializacion necesaria para observar el efecto de p48 y Mist-1. Por otro
lado, la disminucion de la proliferacioén en la condicidon 3 podria explicarse no solo por
la induccion de un fenotipo maés diferenciado, sino también por los efectos

antiproliferativos descritos de p48.

El analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion en las células
seleccionadas obtenidas en la condicion 3 nos indican, en primer lugar, por la expresion
de E-Cadherina (Figura 23), que practicamente el 100% de las células seleccionadas son
de fenotipo epitelial y ademds al expresar también [-catenina y ambas proteinas
localizarse correctamente en la membrana celular probablemente las células formen
correctas uniones de adhesion. En segundo lugar, expresan los marcadores de
diferenciacion mas caracteristicos de las células acinares, los enzimas digestivos
(amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsindgeno), como se observa por RT-
PCR semicuantitativa y cuantitativa (Figura 18 y 21) y por inmunofluorescencia se
observa que el 70% de las células de la condicion 3 expresan amilasa y
carboxipepridasa A (Figura 24). En tercer lugar, que expresan factores de transcripcion
implicados en la diferenciacion acinar como pdx1, p48 y Mistl (Figura 18 y 21) en un
40, 50 y 70% de las células respectivamente (Figura 25). Estos resultados demuestran
que las células diferenciadas seleccionadas comparten caracteristicas fenotipicas con

células acinares segun la expresion de marcadores de diferenciacion.

En la literatura se asume que la expresion de los distintos enzimas digestivos
sintetizados y producidos en las células acinares (amilasa, elastasa, carboxipeptidasa
A...) se regula de la misma manera, pero en nuestro estudio todo parece indicar que la
regulacion de la expresion de los distintos enzimas digestivos no es la misma, ya que no
observamos un incremento de la expresion de los distintos enzimas simultdneamente ni
bajo las mismas condiciones (Figuras 1B-C, 6B-C, 14 y 18). Nuestros resultados
sugieren que la expresion de carboxipeptidas A y quimiotripsindogeno podrian regularse
por los mismos mecanismos, pero tanto elastasa como amilasa regularian su expresion
por mecanismos independientes. Todo indica también que la distinta regulacion de la

expresion de estos enzimas tampoco depende del grupo enzimatico en que se clasifican
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segin el sustrato que catalizan (enzimas amiloliticos, lipoliticos, proteoliticos y
nucleoliticos) ya que por ejemplo quimiotripsindgeno y elastasa son enzimas
proteoliticos la regulacion de la expresion de los cuales no parece ser la misma en

nuestros protocolos.

La funcién de las células acinares pancredticas es la sintesis y secrecion de
enzimas digestivos. Estos son sintetizados en el reticulo endoplasmatico y
posteriormente son transportados al aparato de Golgi y finalmente son segregados en
vacuolas condensadas que daran lugar a los granulos de cimogeno que se localizaran en
el polo apical de la célula. El andlisis de la expresion, en las células seleccionadas, de
proteinas implicadas en la ruta secretora demuestran que mas del 70% de las células
expresan VAMP-8, sinatxina 4 y CCKAr. VAMP-8, es una proteina v-SNARE que se
localiza en la membrana de los granulos de cimogeno, y se une a una proteina t-SNARE
localizada en la membrana plasmatica de la célula acinar, sintaxina-4 (288). La
expresion de ambas proteinas SNARE parece localizarse correctamente en las células
seleccionadas de la condicidon 3, observandose en las otras condiciones una
subpoblacion celular con un patron de expresion nuclear para VAMP-8. Este patron
nuclear también lo hemos observado en la linea celular acinar en cultivo AR42J, de la
cual se ha descrito extensamente que es una linea celular con un fenotipo acinar no
totalmente diferenciado (48, 242-244) y que no presentan secrecion regulada sino
constitutiva por la ausencia de granulos de cimogeno (89). Estos datos sugiere que la
sobreexpresion de p48 y Mist-1 induce un fenotipo mas diferenciado y con ello la
correcta localizacion de las proteinas de la ruta secretora, esta hipdtesis se ve apoyada
por el echo de que Gnicamente en las células de la condicion 3 se observa una expresion
de CCKAr membranal en un polo de la célula, que pudiera ser la zona basolateral, lugar
donde se localiza la expresion de este receptor en las células acinares (Figura 27).
Ademas los ensayos de union de CCKA radioactiva en las células diferenciadas
seleccionadas nos indican union especifica de CCK a su receptor, confirmando otra vez
mas que las células seleccionadas expresan CCK y que esta, al menos en parte, se
localiza en la membrana plasmatica en mayor proporcion en las células de la condicion

3 (Figura 28).

El calcio intracelular libre se considera la primera molécula senalizadora que

dirige la secrecion de los enzimas digestivos en las células acinares. Los resultados
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obtenidos de las mediadas de calcio intracelular en respuesta a secretagogos en las
células diferenciadas seleccionadas, nos muestran respuestas de distinta madurez, asi
como la secrecion de amilasa en respuesta a secretagogos sugieren que en las tres
condiciones analizadas obtenemos células en distintos estadios de diferenciacion acinar
(Figura 29 y 39). El andlisis de secrecion de amilasa en respuesta a distintos
secretagogos nos indica que las células presentan muy poca amilasa intracelular, y que
la amilasa detectada en el medio extracelular podria tratarse de amilasa de neo-sintesis.
Se sabe que los secretagogos no solo inducen la secrecion de los enzimas digestivos,
sino que también inducen sintesis de novo (232, 293), asi que todo sugiere que al
tratarse de células acinares inmaduras y al solo observar vesiculas condensadas ZG-like
por microscopia electronica, pero no ZG maduros en las células, lo que estamos
observando es la secrecién consitutiva de amilasa de neo sintesis en respuesta a

secretoagogos.

Para la correcta formacion de los ZG se necesitan elevadas cantidades de
enzimas digestivos, asi pues, la falta de ZG en nuestras células podria sugerir que la
cantidad de enzimas digestivos, aunque incrementada en las células diferenciadas
seleccionadas con la condicidn 3, no es suficiente para la formacion de ZG maduros si
la comparamos con las lineas acinares en cultivo o los acinos aislados. Asi que todo
parece indicar que seria necesario incrementar mas el contenido de enzimas digestivos
por célula, pero seguramente esto no seria suficiente, ya que las lineas celulares acinares
en cultivo presentan una expresion mayor de enzimas digestivos pero tampoco los
almacenan en ZG. Se ha descrito extensamente la importancia en la secrecion de los
granulos de cimdgeno de los receptores de proteinas cargo, que estdn asociadas a la
membrana luminal del aparato de Golgi y son importantes para la seleccion de las
proteinas desde el TGN (trans-golgi network) hasta la formacion de los granulos. Entre
ellas se ha descrito la importancia de pro-muclina (53, 54), que se procesa en el TGN a
muclina y que une las proteinas que formaran los granulos a pH dacido. Su
sobreexpresion en la linea celular acinar de rata, AR42J, que no presenta secrecion
regulada y carece de granulos, es suficiente para inducir la formacion de éstos y la
secrecion regulada en respuesta a un estimulo (55). Ademads se ha descrito que a pH
medio 4cido pro-muclina se une a amilasa, pro-lipasa, pro-carboxipeptidasa A, pro-
elastasa Il y quimiotripsindgeno B. Asi que un posible abordaje para conseguir

diferenciar células acinares maduras a partir de células ES seria sobreexpresar pro-
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muclina en las células seleccionadas diferenciadas con el fin de conseguir la correcta
formacion de ZG maduros, ademas de usar las matrices extracelulares en el protocolo de
seleccion con el fin de incrementar la expresion de los enzimas digestivos en las células
seleccionadas para que el contenido de estos por célula sea suficiente para que puedan

ser almacenados en los ZG.

Por ultimo destacar que las células diferenciadas seleccionadas que presentaban
un fenotipo mas diferenciado acinar-like siempre se encontraban en agregados celulares.
Trabajos recientes demuestran como el uso de componentes de matriz extracelular asi
como polimero biodegradables mejora la eficiencia de diferenciacion de las células ES a
células endoteliales de la epidemis, queratinocitos, condorcitos y osteoblastos. Por ello y
después de haber analizado el efecto de distintos componentes de matriz extracelular en
nuestros cultivos demostrando un efecto en la diferenciacion acinar, aunque limitados,
los resultados sugieren que el uso de biomateriales seria util para forzar la
diferenciacion acinar terminal o bien para el mantenimiento de las células con fenotipo
acinar diferenciado. Asi pues pensamos que el aislamiento de los agragados celulares
que presentan las células con un fenotipo acinar mas diferenciado y la introducciéon de
¢éstos en scaffolds de polimeros biodegradables, podria permitir a las células organizarse
en una estructura tridimensional, como ocurre en los acinos, permitiendo un correcto
contacto célula-célula y forzar la diferenciaciéon acinar terminal y/o bien el

mantenimiento del fenotipo acinar diferenciado.

En resumen, al final del protocolo de selecciéon hemos conseguido purificar y
enriquecer los cultivos de células diferenciadas que comparten caracteristicas
fenotipicas con células acinares inmaduras (acinar-like) segun la expresion de
marcadores de diferenciacion y la respuesta funcional a secretagogos. Ademas, en cada

condicién experimental obtenemos células en distinto estadios de diferenciacion acinar.

Se sabe que en la PC el tejido acinar es substituido por complejos ductales y las
células acinares en cultivo sufren también una transdiferenciacion acinar-ductal, ademas
hay muy pocas lineas celulares en cultivo con fenotipo acinar. Por ello, los estudios
centrados en los mecanismos moleculares implicados en la diferenciacion de las células
acinares en condiciones normales o patoldgicas han estado limitados por la falta de

buenos modelos in vitro. Por ¢llo, el uso de células madre para obtener células acinares
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pancreaticas podria ser util para usar estas células como modelos celulares in vitro de
diferenciacion acinar que nos permitan identificar 1) que vias de sefializacion modulan
la diferenciacion acinar; 2) nuevos genes reguladores especificos de la diferenciacion
acinar; 3) que factores o vias de sefalizacion son necesarios para el mantenimiento del
fenotipo acinar diferenciado. Ademas la posibilidad de obtener célula acinar-like en
distintos estadios de diferenciacion puede permitir estudiar las vias de sefializacion y los
genes reguladores requeridos en cada uno de los estadios de diferenciacion acinar que

todavia no se conocen.

Datos recientes parecen indicar que la especificacion inicial de las células ES a
células del endodermo definitivo es critica para una eficiente produccion de células
productoras de insulina (50, 298). Nosotros hemos descrito que el uso de una estrategia
multiple nos permite diferenciar células acinar-like a partir de células ES, y los
resultados recientes de la eficiente produccion de células productoras de insulina
sugieren que para incrementar la eficiencia de nuestro protocolo un posible abordaje

seria inducir la diferenciacion previa de las células a células del endodermo definitivo.
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1. Los SNP contienen un coéctel de factores que inducen tanto la diferenciacion

endocrina como exocrina de las células ES.

2. El SN del cultivo del mesénquima pancreatico y de las lineas celulares NIH3T3, 266-
6 y AR42J no tienen un efecto selectivo sobre la expresion de marcadores exocrinos en

las células ES.

3. Folistatina induce un incremento selectivo de la expresion de marcadores exocrinos

en las células ES.

4. La sobreexpresion de factores de transcripcion en las células ES activa programas de
diferenciacion especificos de linaje. En particular, la transduccion de Pdx1 activa la
expresion de un fenotipo acinar, pero no es suficiente para inducir un incremento en la
expresion de todos los marcadores exocrinos. La co-expresion de p48, permite la
diferenciacion selectiva de las células ES al linaje acinar, aunque las células exocrinas

generadas presentan un fenotipo inmaduro.

5. El desarrollo de un protocolo de seleccion genética de las ceélulas ES comprometidas
al linaje acinar incubadas con SNP y co-infectadas con adenovirus que expresan p48 y
Mist-1 dos veces durante el protocolo de seleccion (condicion 3) nos ha permitido,
purificar y enriquecer células diferenciadas que comparten caracteristicas fenotipicas
con células acinares inmaduras segun la expresion de marcadores de diferenciacion y la

respuesta funcional a secretgogos. Concretamente hemos conseguido:

5.1. Incrementar la expresion en las células diferenciadas seleccionadas de
enzimas digestivos (amilasa, elastasa, carboxipeptidasa A y quimiotripsinégeno), de
factores de transcripcion especificos acinares (Pdx1, p48 y RBP-L), de proteinas de la
ruta secretora de los enzimas digestivos (VAMP-8 y sinatxina-4) y del receptor de CCK
(CCKA); y por otro lado disminuir la expresion de marcadores endocrinos (ngn3,

glucagon e insulina).

5.2. Disminuir la proliferacion de las células seleccionadas, indicando que éstas

presentan un fenotipo mas diferenciado.
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5.3. Seleccionar celulas que responden a CCH incrementando el calcio
intracelular con un patron de respuesta similar al que se observa en los acinos

pancreéticos aislados a las mismas dosis de secretagogo.
5.4. Seleccionar células que responden a los secretagogos, CCH, CCK vy
ceruleina secretando amilasa al medio extracelular, aunque no se trata de una secrecién

regulada.

5.5. Seleccionar células que presentan vacuolas electrodensas en la parte apical

que podrian tratarse de granulos de cimogeno inmaduros (ZG-like).
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