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Abstract

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disorder characterized by the presence
of elevated blood glucose levels as a result of a failure in insulin production by the
pancreas and/or its inefficient use by the body. Pancreas transplantation is limited by the
number of donors, as it happens with other organ transplantations. However, the high
prevalence of diabetes all over the world and the increase that is expected to be
achieved in the coming years make the problem even more serious. Therefore, scientists
worldwide try to find alternative sources for the cell therapy of diabetes, which can be
approached from two different perspectives. On the one hand, the replacement of the
damaged pancreatic beta cells, an area in which the stem cells (CM) have been deeply
studied in the recent decades because of their ability to proliferate and differentiate into
different lineages. On the other hand, the detection of the beta cells destruction by
controlling the immune system. In this regard, the role of regulatory T cells (Treg)
seems to be critical due to its ability to mediate the balance between tolerance and
autoimmunity.

This work has been focused on the study of the regulation of Pdx1 transcription
factor in mouse embryonic stem cells (CMEr), due to their involvement in the pancreas
development and its significance for the proper embryogenesis and pancreatic function.
Epigenetic and transcription factor binding study on Pdx1 promoter have allowed us to
develop a differentiation protocol from CMEr to insulin-producing cells with a mature
phenotype. Moreover, this protocol seems to be reproducible in human stem cells,
which may provide an alternative or complement to current differentiation protocols. In
addition, we have also focused on the study and characterization of Treg cells from
umbilical cord blood and adult peripheral blood besides comparing two different
selection techniques. This study has revealed that there are significant differences
depending on the source and isolation technique used what should be considered for its

use in cell therapy.
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1. Introduccion — Diabetes Mellitus

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1 Concepto e historia de la Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada
por la presencia de elevados niveles de glucosa en sangre o hiperglucemia, como
consecuencia de un fallo en la produccion de insulina por el pancreas, por la ineficacia
de su uso por el organismo 0 ambos. Los sintomas mas comunes que definen la diabetes
tipo 1 sin tratar son poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, fatiga o cansancio y
cambios en la agudeza visual. A largo plazo, la hiperglucemia dafia gravemente muchos
organos Yy sistemas, especialmente el tejido vascular, afectando a vasos de la retina, los
rifones y los nervios periféricos, siendo una de las principales causas de ceguera,
amputaciones y enfermedad renal. Ademas, los pacientes diabéticos tienen un alto
riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV), tanto por la enfermedad en
si como por su asociacion a otros factores de riesgo, como dislipemia e hipertensién

arterial [1].

En el siglo XV antes de Cristo, en el papiro de Ebers descubierto en Egipto, ya
se describen sintomas que parecen corresponder a este trastorno, pero fue Areteo de
Capadocia, en el siglo 11 de la era cristiana, quien le dio el nombre de diabetes [2, 3]. El
término diabetes significa en griego “sifon o correr a través®, y hace referencia a sus
signos mas llamativos, la poliuria y la polidipsia. La primera referencia en la literatura
médica occidental data en 1674, por Tomas Willis, quien hizo una descripcién magistral
de la sintomatologia de la diabetes [4]. Afios mas tarde, otro médico inglés, John Rollo,
fue el primero que, refiriéndose al sabor dulce de la orina, le dio el nombre de diabetes
mellitus (del latin, miel) diferenciando asi la diabetes de otras formas de poliuria [3]. La
presencia de glucosa en la orina en pacientes diabéticos fue descubierta por Dopson en
1775y, en 1869, un joven médico berlinés, Paul Langerhans, describi6 la existencia de
unos racimos de células pancreéticas bien diferenciadas de las demas y que podian ser
separadas de los tejidos de los alrededores [5]. Sin embargo, la funcién del pancreas
como regulador de la glucemia no se demostré hasta 1889, por Oskar Minskowski y
Josef von Mering, mediante la pancreatectomia de un perro [6]. A principios del siglo
XX, Jean de Meyer denomino “insulina™ [7] a la sustancia procedente de los islotes (del
latin "insula" que significa islote). El punto neuralgico del estudio se registré en 1921,

cuando Frederick Grant Banting, médico miliar, y su ayudante estudiante de medicina
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Charles Herbert Best, y en colaboracion con el profesor John R. MacLeod, lograron
aislar la insulina y mostrar su efecto hipoglucemiante [8]. El procedimiento fue
patentado y MacLeod y Banting recibieron el Premio Nobel de Medicina en 1923. Al
afio siguiente Eli Lilly lanz6 al mercado la primera insulina comercial con el nombre de
“Iletin”. Otro gran acontecimiento en la historia de la insulina vino a mano de Frederick
Sanger, quién dilucidé la estructura de la molécula de insulina y el orden en el que se
alinean las distintas subunidades de amino&cidos, trabajo que le llevo a recibir el premio
Nobel de Medicina en 1955 [2]. En 1977, W. Gilbert y Lydia Villa-Komaroff
identificaron el gen que codificaba la insulina en el genoma humano [9], y pronto la
industria farmacéutica vislumbré la posibilidad de obtener insulina humana por
clonacion de genes en bacterias. En 1980 se llevé a cabo el primer ensayo clinico en el
Guy’s Hospital de Londres y se comercializdo en 1982 con el nombre comercial de
“Humulin”. De esta manera la insulina humana fue el primer producto comercial de la
clonacién de genes. Desde entonces, la ingenieria genética ha permitido la mejora de la
insulina que se produce, que a dia de hoy ocupa més del 90% de la insulina que se

encuentra en el mercado, un producto que lleva con nosotros mas de 90 afos.

1.1.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus

En 1980, se acordaron los criterios de clasificacion elaborados por el “National
Diabetes Data Group” (NDDG) [10] y el Comité de Expertos en Diabetes de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [11]. Mas tarde, estos criterios fueron
revisados por el Comité de Expertos para el Diagnostico y Clasificacién de la Diabetes
Mellitus de la Asociacién Americana de Diabetes (ADA) planteando la clasificacion de
la Diabetes Mellitus como la conocemos hoy en dia [12, 13]. De esta manera, la DM se

encuentra actualmente clasificada en cuatro categorias clinicas:

1. Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1). También llamada DM insulinodependiente o
juvenil. Es debida a la destruccion de las células beta del pancreas productoras de la
insulina, lo que conduce a un déficit absoluto de esta hormona. Por lo general se
produce cetoacidosis, ya que el paciente metaboliza la grasa corporal como fuente de
energia en lugar de la glucosa. En la clasificacion actual, la DM1 se clasifica en dos

subtipos:
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- Autoinmune: Esta forma de diabetes representa el 5-10% del total de personas que
sufren esta enfermedad. Esta mediada por una destruccion selectiva de las células beta
pancreaticas por parte del sistema autoinmune adaptativo, de tal forma que se detectan
autoanticuerpos contra la insulina, glutamato descarboxilasa (GADG65) o tirosinas
fosfatasas pancreaticas IA-1 y IA-2. Ademaés, la DM1 autoinmune suele estar
fuertemente asociada a los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) o
HLA (“Human Leukocyte Antigen”), concretamente a HLA-DR y HLA-DQ, pudiendo

tanto predisponer como proteger a padecer la enfermedad [14, 15].

- ldiopatica: Esta forma de DM engloba a aquellos pacientes en los que no se
encuentran datos de autoinmunidad ni haplotipos HLA de predisposicion. Como entidad

de reciente descripcion se conoce poco de su etiologia, evolucién y prondstico.

2. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2). También llamada no insulinodependiente o de
inicio en la edad adulta. Es debida a un déficit progresivo de secrecion de insulina sobre
la base de una insulinorresistencia (reducida captacion periférica de la glucosa) en los
tejidos periféricos. Este tipo de DM representa el 90% de los casos y principalmente
aparece en adultos y sujetos de riesgos que padecen obesidad, hipertension y con un
estilo de vida sedentario. No obstante, en la actualidad también se esta manifestando en
adolescentes debido al cambio en el estilo de vida, asociado al sedentarismo y a la
obesidad.

Por otro lado, aproximadamente el 10% de los pacientes diagnosticados como
diabéticos tipo 2 presentan autoanticuerpos frente a islotes, como el anti-glutamato
descarboxilasa (GADG65) y linfocitos T autorreactivos frente a proteinas del islote al
igual que sucede en los paciente diabéticos tipo 1. A estos pacientes se les engloba
dentro de un nuevo formato de diabetes conocida como diabetes autoinmune latente
del adulto (LADA, “Latent autoimmune diabetes in adults”) o diabetes tipo 1.5. Sin
embargo, existen diferencias entre estos dos tipos de diabetes autoinmunes: diferencias
de autoanticuerpos, diferencias en las proteinas reconocidas por los linfocitos T y
diferencias en la resistencia a la insulina, incluso se conoce que existe una pequefia
proporcidn de pacientes diabéticos 1.5 que manifiestan reactividad de los linfocitos T y
no presentan autoanticuerpos. Estas diferencias inmunoldgicas entre la diabetes tipo 1 y
la diabetes 1.5 sugieren que al menos parcialmente existen diferencias en el proceso de
la enfermedad [16, 17].
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3. Diabetes gestacional (DG). Se caracteriza por una insuficiente secrecion de insulina
y un aumento en la resistencia a esta hormona durante el embarazo. Sin embargo, la
hiperglucemia consecuente no alcanza los niveles establecidos para ser considerada una
diabetes. Suele desaparecer después del embarazo, pero las mujeres con diabetes

gestacional corren mayor riesgo de padecer DM2 en el futuro.

4. Otros tipos especificos de Diabetes Mellitus. Son debidas a otras causas, existiendo
mucha variabilidad en cuanto a sus origenes. Entre ellas, podemos destacar la diabetes
monogenética denominada MODY (“Maturity Onset Diabetes in the Young™), causada
por defectos en ciertos genes necesarios para la funcionalidad de las células beta. Segun
el gen afectado, se distinguen 6 tipos de MODY: HNF-4 (MODY1), glucoquinasa
(MODY2), HNF-1x (MODY3), factor promotor de la insulina 1 (IPF-1 o Pdx1)
(MODY4), HNF-18 (MODY5), Beta 2/Neuro D1 (MODY®6). Ademas, la diabetes
puede ser desencadenada por defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, diabetes inducida por quimicos,
agentes infecciosos o farmacos, como la diabetes postrasplante, o asociada a otros

sindromes genéticos.

1.1.3 Prevalencia de la Diabetes Mellitus

La DM ha alcanzado una gran importancia en términos de salud puablica y
medicina preventiva, debido a las graves complicaciones derivadas de esta enfermedad
y el alto costo humano, econémico y social. Hoy en dia la DM es considerada una
epidemia a nivel mundial. Los célculos més recientes de la Federacion Internacional de
Diabetes (FID) indican que el 8,8% de los adultos con edad comprendida entre 20 y 79
afios tienen diabetes, lo que equivale a 415 millones de personas en todo el mundo, una
cifra que podria aumentar hasta 642 millones en el afio 2040 si las Gltimas predicciones
se cumplen. Ademas, la FID estima que a nivel mundial un 46,5 % de los casos no son
diagnosticados, lo que representa a 193 millones de personas. Asimismo, se estima que
318 millones de adultos presentan intolerancia a la glucosa, lo que los sitia en una
posicion de riesgo a padecer la enfermedad.

En Europa, segun la FID, se estima actualmente que el numero de personas con
diabetes es de 59,8 millones, lo que representa el 9,1% de la poblacion adulta, y podria

ascender hasta el 10,7 % en 2040. Ademas, en la actualidad se estima que en Europa
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existen 23 millones casos nos diagnosticados y que este continente presenta la
prevalencia mas alta de nifios diabéticos tipo 1, con 140.000 casos y 21.600 nuevos
casos diagnosticados cada afio (Anexo 1). En Espafia, se estima que unos 3,5 millones
de personas adultas con edades comprendidas entre 20 y 79 padecen DM padecen
diabetes, situando la prevalencia en un 10,4%; y se calcula que el nUmero de casos no
diagnosticados es de 1,3 millones. El gasto medio por persona diabética fue de unos
3000 dolares y las muertes relacionadas con esta enfermedad, para personas con edades
comprendidas entre 20 y 79 afios, fueron 22.300 en 2015. Estos valores reflejan el gran
impacto de la DM en la sociedad, y el alto costo humano y econémico que supone. Para
poder hacer frente a esta epidemia, debemos estudiar y comprender como funciona el
pancreas y las células beta, conocer su desarrollo embrionario y los mecanismos

involucrados y causantes de esta enfermedad.

1.1.4 Fisiologia y desarrollo del pancreas

Fisiologia del pancreas

El péancreas es un o6rgano alargado y con forma conica localizado
transversalmente en la parte dorsal del abdomen, detras del estomago. La cabeza, o0 zona
méas ancha, se localiza en la parte derecha del organismo sobre la concavidad del
duodeno, y el cuello y el cuerpo se extienden hacia la parte izquierda, hasta la cola,
localizada cerca del bazo. El pancreas es un drgano mixto, estd compuesto por células
con funcion exocrina y por células con funcion endocrina (Figura 1A). En la especie
humana, su longitud oscila entre 15 a 23 cm. Aproximadamente un 80-85% del
volumen pancreéatico estd compuesto por la parte exocrina, un 10-15% corresponde a la
matriz extracelular y los vasos, mientras que la porcidon endocrina constituye sélo
alrededor del 1%.

El pancreas exocrino esta constituido por células epiteliales dispuestas en
estructuras ovoides huecas llamadas acinos pancreaticos y por el sistema ductal. Las
células acinosas son las responsables de la secrecion de las enzimas digestivas
(proteasas, lipasas y amilasas) y las células ductales, responsables de la salida de los
jugos gastricos desde las células exocrinas al intestino a traves del conducto pancreatico

principal (Conducto de Wirsung) y el accesorio (Conducto de Santorini).
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El pancreas endocrino se compone de aproximadamente un millon de
conglomerados esféricos, de alrededor de 1.000 - 3.000 células, llamados islotes de
Langerhans. Los diferentes tipos celulares que forman los islotes de Langerhans se
encargan de la produccién y liberacion de hormonas al torrente sanguineo (Figura 1B).
Las células o son las responsables de la secrecion del glucagon, las células B secretan la
insulina, las células & secretan la somatostatina, las células PP secretan el polipéptido

pancreético (PPY) y las células € son las responsables de la secrecion de grelina.

A (4 B

Conducto

Ducto &
Colédoco . Células PP

Duodeno

Células
acinares

Islotes de
Células Células  Langerhans
ductales acinares

sanguineos

Figura 1. Representacion de la estructura del pancreas y de los islotes de
Langerhans. A) La imagen muestra la localizacién del pancreas respecto al estbmago y
duodeno, asi como una representacion de su estructura interna. B) Representacion de un
corte transversal de un islote de Langerhans, y su composicion de células endocrinas y
parte del pancreas exocrino, células acinares y ducto pancreatico. Imagenes tomadas y
modificadas de A) Taylor Francis y colaboradores [18] y B) Shimon Efrat y
colaboradores [19].

En DM, las células B de los islotes de Langerhans son las que se encuentran
comprometidas. Su funcion es liberar insulina en respuesta a glucosa, funcionando asi
como sensor de glucosa en la sangre. Cuando la concentracion de glucosa es superior a
5 mM la célula B activa un mecanismo de secrecion de insulina altamente controlado.

Un riguroso control de este mecanismo permite que la célula B responda a los
cambios de glucosa en sangre y mantenga la homeostasis (Figura 2). Una falta de
respuesta adecuada generara hiperglucemia, pudiendo desencadenar a largo plazo
diabetes. Por tanto, el correcto desarrollo embrionario del pancreas, asi como, el

mantenimiento de su buen funcionamiento durante la vida del individuo son necesarios.
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Figura 2. Mecanismo de liberacion de insulina dependiente de glucosa. La glucosa
entra en la célula a traves del transportador de membrana GLUT2 (1) y pasa a la via
glucolitica, para ser fosforilada por la glucoquinasa (GCK) y al ciclo de Krebs (2),
incrementado el nivel de ATP intracelular y con ello, el ratio ATP: ADP (3) lo que
conlleva a un cierre de las canales de Katp (4) y a una despolarizacion de la membrana
plasmatica (5). La despolarizacion origina la apertura de los canales de Ca®*
dependientes de voltaje (6) creando un influjo de calcio hacia el interior de la célula B y
aumentando la concentracion de calcio intracelular ([Ca?*]i) (7), lo que induce la fusion
de los granulos de insulina con la membrana plasmatica y la insulina es liberada de la
célula (8). Ademas, el Ca®* actlia a nivel de transcripcion promoviendo la expresion del
gen de la insulina y la sintesis de nueva pre-pro-insulina. La maduracion de la insulina
se produce en el aparato de Golgi mediante la accién de las proconvertasas PC1/3 y PC2
[20] que escinden la pro-insulina en Insulina y Péptido-C. MP: membrana plasmatica.
Imagen tomada y modificada de Zhanxiang Wang y colaboradores [21].

Grénalo d
()| caz+ famlian

Desarrollo embrionario y la diferenciacion del pancreas.

Una multitud de procesos celulares y vias de sefializacién coordinan la
embriogénesis del pancreas. En ratones, a dia embrionario (E) 6.5, durante la
gastrulacion, el endodermo se organiza para formar el intestino primitivo o “gut tube” a
través de movimientos morfogenéticos y sefiales extrinsecas provenientes de la
notocorda. La regionalizacion del intestino primitivo tiene lugar en el dia E8.5, a lo
largo de los ejes antero-posterior y dorso-ventral, dividiéndose en tres zonas con
expresion génica caracteristica: intestino anterior o “foregut”, donde se expresan los

genes Sox, Hhex y Pdx1, intestino medio o “midgut”, se encuentra expresion de Pdx1 y
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Cdx2 y el intestino posterior 0 “hindgut”, con expresion génica de Cdx2 y Cdxl
(Figura 3A). El primordio pancreético dorsal aparece a dia E9.5, localizdndose en la
parte mas posterior del “foregut”. El brote del primordio dorsal tiene lugar gracias a
sefiales provenientes de la notocorda y la aorta (Activina A y el factor basico de
crecimiento de fibroblastos, bFGF), que permiten la expresion del factor de
transcripcion Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) en esta region a través de la
inhibicion la expresion de Sonic Hedgehog (Shh), proteina necesaria para la formacion
del estomago y del duodeno, pero bloquea el desarrollo del pancreas [22, 23]. Al igual
que sucede en el estbmago y el duodeno, para inducir el desarrollo del higado y del
sistema biliar es necesario inhibir la expresion de Pdx1 en esta region. Pero en este caso,
las sefiales que reprimen Pdx1 son enviadas desde el mesodermo cardiaco y septum
transversum (bFGF y el BMP4) [24]. El primordio pancreatico ventral aparece en el dia
E10, y presenta expresion del gen Pdx1, al igual que la regién dorsal (Figura 3B).
Durante estos dias existe una continua expansion epitelial y, entre el dia E11.5 y E12.5,
el intestino primitivo rota llevando el primordio pancreético ventral a la region dorsal y
fusionarse en un dnico organo (Figura 3C). Mas adelante en el desarrollo, la yema
ventral formara la parte posterior de la cabeza, y la yema dorsal dara lugar
principalmente a la cola y cuerpo del péancreas. En esta primera fase del desarrollo
pancreatico, denominada primera transicién (E9.5-E12.5), el epitelio pancreatico se
compone principalmente de células progenitoras pancreaticas multipotentes (MPC) y
ademas, se pueden detectar las primeras células endocrinas diferenciadas,
principalmente células a y algunas células insulina® 0 glucagon*/insulina® [25]. En el
inicio de la maduracion morfogenética, en torno al dia E12, el epitelio pancreético se
divide en dominios “tip” y “trunk”, con posicion apical y troncal, respectivamente, en
las ramificaciones pancreaticas. En los dominios “tip” se encuentran las células MPC
caracterizadas como Pdx1* Ptfla* c-Myc"9" Cpal®, las cuales presentan capacidad
proliferativa y diferenciadora hacia células de los tres linajes pancreaticos: el acinar, el
ductal y el endocrino, durante la transicion secundaria (E13.5-E15.5) [26]. Las células
MPC se diferencian en los dominios “tip” hacia células acinares, caracteristicas por la
expresion de Ptfla. Los dominios “trunk” se componen de progenitores bi-potentes
responsables de la diferenciacion endocrina y ductal y caracteristicos por la expresion
de Sox9, Hnflb y Nkx6.1 [27]. El equilibrio entre la diferenciacion acinar y endocrina
requerida para el desarrollo normal del pancreas se mantiene por el antagonismo entre

Ptfla y Nkx6.1 en los progenitores multipotentes [28].
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Figura 3. Representacion de la regionalizaciéon del intestino primitivo o “gut tube”
y la primera transicién del desarrollo pancreatico (E9.5-12.5). A) Representa un
corte sagital y la regionalizacion del intestino primitivo en tres partes: intestino anterior
o “foregut”, intestino medio o “midgut” e intestino posterior o “hindgut” a dia
embrionario E8.5. B) Muestra las sefiales que tienen lugar en la aparicion del primordio
pancreatico dorsal (E.9.5) y ventral (E10). Las sefiales enviadas por la aorta y la
notocorda (Activina A y bFGF), permiten la expresion de Pdx1 en el primordio
pancreatico dorsal mediante la inhibicién de la expresion de Shh. El primordio
pancreatico ventral también presenta expresion de Pdx1, escapando de las sefiales
represoras que son enviadas desde el mesodermo cardiaco y el septum transversum
(BMP4 y bFGF). C) llustra la rotacién del primordio ventral y la fusién entre el
primordio ventral y dorsal durante el desarrollo embrionario del pancreas (E11.5-12.5).
Imagenes tomadas y modificadas de Thakur. S y colaboradores [29].

Por otro lado, la expresién del factor de transcripcion Ngn3 es necesaria para la
distincion de los precursores endocrinos de los ductales. Se ha descrito que la via de
sefializacion celular de Notch tiene un papel relevante en la especificacion de los linajes
pancreaticos [30]. Cuando la via Notch se encuentra altamente activada se induce la
expresion de los genes Sox9 y Hesl, favoreciéndose la formacion del pancreas exocrino.
La expresion de Hesl a su vez, inhibe la expresion de Ngn3, lo que favorece la
diferenciacion ductal. Por el contrario, si la via se sefializacion de Notch presenta una

activacion intermedia, se induce la expresion de Sox9 pero no Hesl, por lo que Ngn3 se
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expresa y se favorece la diferenciacion endocrina. Se ha propuesto un modelo basado en
la produccion de Notch por parte de los precursores endocrinos para inhibir de esta
manera la expresion de Ngn3 en las células vecinas [31, 32]. Los linajes endocrinos
derivaran asi de un precursor comun que expresa Ngn3 [33], aunque ain queda por
estudiar con mayor profundidad cuéles son los mecanismos que favorecen la formacion
de cada tipo celular que compone el islote de Langerhans. Seglin se ha descrito, la
sincronizacion de la activacion de Ngn3 [34] junto con un conjunto de factores de
transcripcion parece ser el mecanismo clave. Los factores de transcripcion que tienen un
papel conocido hasta ahora son Nkx2.2, Pax4 y Arx. Se conoce gque para la formacion
de las células B es necesario la expresion de Nkx2.2; siendo por otro lado inhibitoria
para la formacion de las células €. Ademas, se ha descrito que su interaccion con Arx
afecta a la formacion de las células PP, disminuyendo la poblacion de células PP en
células carentes de expresion de Nkx2.2, pero la poblacion se restablece si ambos genes
son silenciados [35]. Por otro lado, se conoce la funcion antagonica entre Pax4 y Arx,
que inducen la formacion de células B o a, respectivamente [36] (Figura 4A). De esta
manera, la expresion de factores de transcripcion dirigen la diferenciacion de los tres
linajes pancreéticos, desde la expresion en las células multipotentes de los dominios
“tip” y las bi-potentes de los dominios “trunk”, hasta la especificacion del linaje
endocrino y en particular de la células B, siendo ésta Ultima caracterizada por la
expresion de Pdx1, MafA, Nkx6.1, FoxA2, Pax4, Glut2, Ins, entre otros, necesarios tanto
para la correcta diferenciacion como funcionamiento de la célula p madura (Figura 4B).

El desarrollo pancreatico descrito anteriormente hace referencia al desarrollo del
pancreas en ratén pero, aunque el proceso se encuentra bastante conservado en
humanos, existen algunas variantes entre ambos. El pancreas humano surge de los
primordios dorsal y ventral, originados en el dia de gestacion (G-d) 26 y 32 (G26d y
G32d), respectivamente, y la fusion entre ellos en la semana de gestacion 6 (G6w). La
segunda transicion, con aparicion de células endocrinas a y P tiene lugar en G8w vy la
diferenciacion acinar ocurre en G11lw. La formacion de los islotes en el desarrollo
murino son formados en un estadio cercano al nacimiento y la capacidad de responder a
la glucosa (islotes maduros o GSIS) aparece tras el nacimiento, mientras que en el
desarrollo pancreatico humano la estructura de los islotes aparece en G17-19w y son

maduros a partir de la semana 20 de gestacion [27, 37, 38] (Anexo 2A).
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Figura 4. Representacion de las sefiales y factores de transcripcion involucrados en
la diferenciacion pancreatica. A) Division del epitelio pancreatico en dominios “tip”,
donde se encuentran las células pancreaticas multipotentes (MPC) que se diferencian en
células acinares, y dominios “trunk”, donde se hallan progenitores bi-potentes
responsables de la diferenciacion endocrina y ductal. El equilibrio entre la
diferenciacion acinar y endocrina se mantiene por el antagonismo entre Ptfla y Nkx6.1.
La via de sefializacion celular Notch tiene un papel relevante en la especificacion de los
linajes pancreéticos. Los factores de transcripcion Pax4 y Arx inducen la formacion de
células B o a, respectivamente, con funcion antagonica entre ellos. B) Representacion de
los principales factores de transcripcién que tienen un papel importante en cada estadio
de la diferenciacion pancreatica. Imagenes tomadas y modificadas de Pan, F. C y
Wright, C. [27]
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Respecto a la expresion de los factores de transcripcion implicados en el
desarrollo pancreatico de ambas especies también se han encontrado algunas
diferencias: la expresion de Pdx1 y Gata 4 en el desarrollo murino se presenta durante
el brote de los primordios ventral y dorsal, mientras que su expresion es mas tardia en
humanos; Sox17 se expresa solo en el primordio ventral en ratén, mientras que en
humanos estd presente en ambos; Nkx2.2 se expresa en las células multipotentes
pancredticas en ratdn, mientras que en humanos se encuentra presente después de la
especificacion endocrina; Nkx6.1 se expresa en el dominio “tip” hasta el dia E14 en
raton, mientras su expresion es mas duradera en humanos en este dominio, la expresion
de Ngn3 es mas duradera en humano y las células B murinas carecen de la expresion de
MafB [37, 39] (Anexo 2B).

La arquitectura y la composicion celular de los islotes también exhiben
diferencias entre ambas especies. En los islotes murinos, las células B se situan en la
zona central del islote, y constituyen el 77% de las células que lo componen, mientras
que el islote humano presenta en torno al 60% de células B distribuidas entre las demas

celulas endocrinas [40, 41].

Pdx1 y diferenciacion pancreéatica

Pdx1 fue el primer gen descubierto en tener un papel importante en el desarrollo
del pancreas de raton y humano [42-44] y puede ser considerado uno de los mas
importantes en el control de la red transcripcional de los factores de transcripcién que
controlan la proliferacion, derivacion y diferenciacion del pancreas. Pdx1, como se ha
descrito en el apartado anterior, se expresa el E8.5 durante la regionalizacion del
intestino primitivo, concretamente en el intestino anterior o “foregut”, y en los
primordios pancreaticos ventral y dorsal entorno al dia E9.5-10, y su expresion se
mantiene elevada hasta el E13.5. En este momento, cuando produce la determinacion
endocrina mediante la accion de Ngn3 y la via Notch, la expresion de Pdx1l se ve
disminuida, y la expresion se recupera en las células endocrinas que van a ser destinadas
a diferenciarse en célula 3. La correcta expresion y funcion de este gen es estrictamente
necesario para el correcto desarrollo del pancreas, ya que mutaciones de Pdx1 causan
diversas malformaciones durante la diferenciacion, como defectos de la regién

“foregut” posterior y en la formacion de los primordios [45, 46]. Ademas, mutaciones
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en el gen Pdx1 se han relacionado con causar diabetes tipo MODY4 [47]. Por otro lado,
se ha descrito que los progenitores pancreaticos que expresan Pdx1 producen células
acinares, ductos y células endocrinas en el pancreas maduro [48]. Sin embargo, hay
células endocrinas que pueden ser formadas en mutantes de Pdx1, lo que sugiere que al

menos algunas de ellas pueden ser formadas por un programa independiente [46, 49].

Para el desarrollo normal del tubo digestivo o estdmago Y la diferenciacion hacia
células acinares es necesario una baja expresion de Pdx1 [50-53], mientras que para la
especificacion hacia células endocrinas es necesario una expresion significativa. La
precisa regulaciéon de Pdx1 en los diversos tipos de células pancredticas y en los
diferentes estados de especificacion y diferenciacion esta mediada por la regulacién de
un gran abanico de factores de transcripcidn que se unen a 50 elementos reguladores en
“cis” conservados en su promotor. Concretamente, existen cuatro regiones del promotor
de Pdx1 altamente conservadas, denominadas Area I, 11 y 111, localizadas entre -2800 y
-1600 pb [54, 55] y un area mas aguas arriba del promotor, Area IV (-6200 a -5670 bp)
[55]. Las Areas I-1l estan involucradas en la regulacion de la expresion de Pdx1 en el
islote, mientras que el Area Il confiere expresion especifica en la célula B [56]. Las
Areas I-11-111 presentan sitios de union consenso de varios factores de transcripcion tales
como Pdx1 [57], Foxa2 [54, 58], Pax6 [58], Hnf6 [59], Ptfla [60] y MafA [61]. La
regulacion de Pdx1 mediada por el Area IV es menos conocida. Existen evidencias de
que FoxAl y FoxA2 regulan la expresion de Pdx1 a través de su union al conservada
Area 1V, aunque FoxA2 también es descrito que se une al Area IlI. Se considera que el
sitio donde se une FoxA2 depende de la fase del desarrollo; el Area IV es ocupada en un
estadio temprano de la diferenciacion pancreética, mientras que el Area Il es ocupada

en un estadio tardio del desarrollo y maduracion de la célula 3 [62].

Estos datos hacen constar como la expresion espacio-temporal y la regulacion de
Pdx1 a través de la union a su promotor de complejos activadores y represores, €s muy
relevante para el correcto desarrollo y diferenciacién pancreatica, asi como para la
funcionalidad del pancreas maduro. Por este motivo, dedicaremos el primer bloque de la
tesis al estudio de los mecanismos que controlan la expresion de Pdx1l en células

pluripotentes.
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1.1.5 Terapia Celular de la Diabetes Mellitus

El descubrimiento de la insulina en 1922 [8] y el desarrollo de nuevas
formulaciones para mejorar su eficacia farmacocinética y farmacodinamica, ha
evolucionado hasta nuestros dias y ha permitido el control de la glucemia de los
pacientes diabéticos a través de la administracion de insulina exdgena. Por otro lado,
también han mejorado los sistemas de monitorizacion de la glucosa y administracion de
insulina. Sin embargo, este sistema no siempre consigue la estabilizacion de la glucosa

en sangre, produciéndose casos de hipoglucemia o hiperglucemia.

La estabilizacion de la glucemia en sangre de forma mas permanente se ha
conseguido a través del trasplante de pancreas o de islotes pancreaticos. En 1966, tuvo
lugar el primer trasplante de pancreas de donante cadavérico [63]. Desde entonces, la
técnica quirdrgica y las terapias inmunosupresoras han avanzado considerablemente, lo
que ha permitido un aumento de la supervivencia del trasplante, asociado en la mayoria
de los casos a un trasplante de rifion. El trasplante de islotes, es una técnica menos
invasiva para el paciente, ya que la operacion requiere menos tiempo y sélo anestesia
local. El primer trasplante de islotes de donante cadavérico tuvo lugar en 1974, sin
embargo el procedimiento fracas6 debido a los efectos de las drogas inmunosupresoras
[64]. En 1989, Ricordi y colaboradores, desarrollaron un método automatizado eficaz
para la seleccién de islotes de pancreas de donantes cadaveéricos [65], y fue en 1990,
cuando se consiguio realizar con éxito los primeros trasplantes [66, 67]. Mas tarde, en el
afio 2000, James Shapiro y colaboradores lograron mantener la glucemia en 7 pacientes
diabéticos mediante el trasplante de un elevado nimero de islotes y un protocolo libre
de esteroides, conocido hoy en dia como protocolo de Edmonton [68]. Desde entonces,
este protocolo ha incrementado de forma significativa el éxito en los trasplantes y se ha
adoptado por los centros dedicados a este tipo de trasplantes.

No obstante, como sucede en cualquier trasplante de érganos, el trasplante de
pancreas o islotes pancreaticos estd sometido a la escasez de donantes, rechazo
inmunoldgico, efectos de la terapia inmunosupresora y duracion del trasplante, entre
otros problemas. Teniendo en cuenta el aumento en la prevalencia de la diabetes a nivel
mundial, y que se estima que este porcentaje se incremente de forma significativa en el
futuro, la escasez de donantes es el principal problema al que se enfrenta la terapia
celular de esta enfermedad. De esta manera, cientificos de todo el mundo trabajan en la

busqueda de nuevos tratamientos para combatir la diabetes.
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En la actualidad, la terapia celular de la DM puede ser enfocada desde dos
perspectivas distintas. Por un lado, es necesario el reemplazo de las células 3 dafiadas.
En este campo se incluye el trasplante de islotes pancreaticos, lo cual conlleva el
problema de la escasez de donantes. En este sentido, las células madre (CM) se
presentan como una alternativa muy prometedora, ya que constituyen una fuente
ilimitada de células que pueden ser utilizadas para la sustitucion del tejido dafiado. Para
la utilizacion de las CM en la terapia celular de la diabetes, es necesaria su
diferenciacion in vitro hacia el linaje pancreatico y en concreto, hacia células B, un
procedimiento complejo, ya que requiere mimetizar el desarrollo embrionario del
pancreas. Ademas, los protocolos deben ser reproducibles y eficaces, y conseguir
finalmente células con capacidad de liberar insulina en respuesta a la glucosa del medio.
Sin embargo, el tratamiento de la diabetes no solamente debe buscar la recuperacion de
la capacidad de controlar la glucemia, sino también detener el proceso autoinmune que
sucede en la DM1. Asimismo, el trasplante de islotes y el trasplante de células 3
diferenciadas in vitro estdn sometidos al rechazo inmunoldgico. Para combatir este
problema, los primeros ensayos clinicos utilizaron inmunosupresores inespecificos, y
aunque se observo la disminucion de la necesidad de insulina, los efectos secundarios
que ocasionaron hicieron que se abandonase esta estrategia [69, 70]. Mas recientemente,
se desarrollaron anticuerpos monoclonales humanizados para bloquear la accion de los
linfocitos, observandose efectos beneficiosos sobre la accion del sistema inmunitario,
pero efectos secundarios negativos e ineficacia en detener y/o retrasar la DM1 en
ausencia de efectos adversos [71-73]. Sin embargo, esta aproximacién se utiliza como
tratamiento de indicacion en otras enfermedades autoinmunes. Una posible explicacion
de la ausencia de éxito en la inmunoterapia de la DM1 puede estar en las diferencias
existentes entre este trastorno y otras enfermedades autoinmunes, como la existencia de
procesos subyacentes que no son blogueados por estos inmunosupresores, presentacion
de autoantigenos especificos de célula B pancreatica como la insulina y otros como el
GAD [74], inflamacion de los islotes de Langerhans con infiltracién de
monocitos/macrdofagos [75] y la variedad de genes implicados. En este contexto, las
células T reguladoras (Treg) han adquirido una gran relevancia en las tltimas décadas, y
se consideran una nueva herramienta para frenar el ataque inmunoldgico, debido a su
capacidad de supresion del sistema inmune. El uso de células Treg para la terapia

celular de la diabetes ya se ha probado con éxito en modelos murinos diabéticos [307-
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309]. Recientemente, el grupo de Bluestone y colaboradores ha publicado el primer
ensayo clinico con células Treg en fase | con pacientes diabéticos, obteniendo
resultados prometedores [76]. Igualmente, se ha planteado el uso de células madre
mesenquimales (MSC) en la terapia celular de la DM por sus propiedades anti-
inflamatorias, inmunomoduladoras y troficas, para combatir el proceso inflamatorio que
parece preceder al ataque autoinmune. Nuestro grupo ha demostrado que las células
mesenquimales de origen aut6logo pueden presentan modificaciones epigenéticas que,
al contrario de pacientes sanos, promueven la microtrombosis [77]. Ademas, en esta y
otras patologias la frecuencia de mosaicismo en las células expandidas desaconseja su
uso. De ahi la busqueda de fuentes alogénicas. En este sentido, el estudio de las células
mesenquimales y las células T reguladoras procedentes de cordén umbilical (CB MSC y
CB Treg) ha centrado la atencion de numerosos grupos de investigacion. En 2013, Hu y
colaboradores han publicado los resultados de la infusion de CB MSC en pacientes con
DM1, mostrando la efectividad del tratamiento con la reduccion de la hiperglucemia y
los requerimientos diarios de insulina [78]. Por otro lado, Brunstein y colaboradores
publicaron, en 2011 el primer ensayo en fase | utilizando células CB Treg expandidas in
vitro, en pacientes trasplantados con HSH para tratar la enfermedad injerto contra
huésped (GvHD), demostrando la seguridad del uso de células CB Treg en la clinica
[79]. De esta manera, la sangre de cordon umbilical parece ser una fuente prometedora
de células Treg y MSC autdlogas para el tratamiento de la DM1, por su facilidad de
aislamiento, por ser una fuente ilimitada y por el estado naive de las células Treg. No
obstante, existen en la actualidad muchos estudios dedicados a su caracterizacion,
funcionalidad y estabilidad, para optimizar su uso en terapia.

Como resumen, podemos destacar los dos abordajes que se plantean hoy en dia
para la terapia celular de la DM, la sustitucion de las células B dafiadas, mediante el uso
de CM diferenciadas in vitro, y la induccion de la tolerancia inmunoldgica y la
reduccién de la inflamacion, mediante el trasplante con células Treg y MSC. En este
contexto, este trabajo se ha centrado en optimizar los procesos de diferenciacion in vitro
de células madre hacia células productoras de insulina, mediante el control de la
expresion del factor de transcripcion Pdx1, y a la caracterizacién, activacion y
expansion de las células CB Treg, con el objetivo de hallar una terapia combinada

eficaz para tratar la DM (Figura 5).
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TERAPIA CELULAR DE LA DIABETES MELLITUS
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Figura 5. Abordajes para la Terapia Celular de la Diabetes Mellitus. Esta imagen
representa una propuesta para el tratamiento de la DM basada en la terapia combinada
de sustitucién de las células B dafiadas y la induccion de la tolerancia. La terapia celular
para el reemplazo de las células B implica el trasplante de pancreas o islotes, o la
utilizacion de células madre mediante su previa diferenciacion in vitro hacia células
productoras de insulina. Por otro lado, se propone el uso de células madre
mesenquimales, por sus propiedades anti-inflamatorias, inmunomoduladoras y tréficas,
y de células T reguladoras, por su capacidad de suprimir el sistema inmune, para frenar
el ataque autoinmune de las células B e inducir tolerancia inmunoldgica. Los
rectangulos rojos punteados hacen referencia a las aportaciones que se han realizado en
este trabajo: el disefio de un protocolo de diferenciacion de CM hacia células
productoras de insulina, mediante el control de la expresién del factor de transcripcion
Pdx1, y el estudio de la caracterizacion, activacion y proliferacion in vitro de células
Treg procedentes de sangre periférica de adulto (PB Treg) y sangre de cordon umbilical
(CB Treg).
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1.2. Células Madre
1.2.1 Concepto y Definicion

Las células madre (CM) o células troncales (CT) son células no especializadas
que se caracterizan por su capacidad ilimitada de autorrenovacion mediante division
celular y por el mantenimiento del potencial de diferenciacion hacia otros tipos
celulares, bajo ciertos estimulos o condiciones fisioldgicas (Figura 6). De esta manera,
estas células son capaces de dividirse de manera ilimitada manteniendo sus propiedades,
y al mismo tiempo, pueden responder a estimulos para generar células especializadas de
un tejido concreto mediante su diferenciacion. Estas células son conservadas en nichos

especificos, y mediante su division regulan su nimero y la homeostasis celular.
Células
Madre

Autorrenovacion Diferenciacion
\ % 2

c.‘@
% B

Células Madre Células Especializadas

.S

Figura 6. Caracteristicas de las Células Madre. La capacidad de autorrenovacion y
de diferenciacién hacia células especializadas distingue a las células madre del resto de
tipos celulares.

1.2.2 Clasificacion de las Células Madre

La clasificacion de las CM suele atender a dos caracteristicas, el origen y el
potencial de diferenciacion. La clasificacion de las CM segun su origen tiene en cuenta
el tejido del cual las células se han aislado. Segun esta caracteristica, se pueden
distinguir: Células Madre Embrionarias (CME), Células Madre Fetales y Células Madre
Adultas. La clasificacion de las CM segun su potencial de diferenciacion, categoriza a
las células segln su capacidad de generar tipos de células diferentes (Figura 7). La
célula con mayor potencial de diferenciacion es aquella que puede generar mayor

variedad de tipos celulares.
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POTENCIAL DE DIFERENCIACION

Células Madre
PLURIPOTENTE Eiobrlonarias Tres capas
Células Madre embrionarias,
S Iaina pib S ons Pluripotentes Masa Celular  pero no tejidos
germinales y cflulasde  jpducidas (iPSC) Interna extraembrionarios
carcinoma germinal A
‘ Células Madre  Células Madre
MULTIPOTENTE Fetales Adultas Misma o diferente
Placenta Mesenquimales capa
Cordén Umbilical Hematopoyéticas embrionaria
Otras
S Células Madre
)
UNIPOTENTE 'g Epidérmicas Un solo tipO
E .3 — celular
'5'1) e
g
ool
r m
CELULA
ESPECIALIZADA B

Figura 7. Clasificacion de las Células Madre segun su Potencial de Diferenciacion.
Totipotente: células con capacidad de autorrenovacién indefinida, manteniendo su
estado no diferenciado y capaces de originar un organismo completo (Cigoto);
Pluripotente: células capaces de autorrenovarse indefinidamente manteniendo su estado
no diferenciado y originar cualquier tipo celular encontrado en las tres capas
germinales; Multipotente: células capaces de autorrenovarse de forma no indefinida y
generar mas de un tipo de célula especializada; Unipotente: células que solo pueden
derivar en un tipo celular. Célula Especializada: células diferenciada con una funcién
especifica en el organismo.

- 36 -



1. Introduccion — Diabetes Mellitus

1.2.3 Las Células Madre Embrionarias

Las Células Madre Embrionarias (CME) o Células Troncales Embrionarias
(CTE) son células pluripotentes derivadas de la masa celular interna (MCI) del
blastocisto, una fase temprana del desarrollo embrionario previa a la implantacion en el
utero. La MCI estd compuesta por grupo reducido de células, a las cuales rodea una
capa esférica de células denominada trofoblasto o trofoectodermo. Esta capa a su vez
estd recubierta por la zona pelUcida y ambas generan una cavidad rellena de liquido

denominada blastocele (Figura 8).

Trofoblasto = Zona
: Peltcida

Blastocele

Interna

Figura 8. Blastocisto humano. En la imagen se puede observar la MCI, el
trofoectodermo o trofoblasto, la zona pellcida y el blastocele. Imagen tomada y
modificada de Fertility Solutions (http://www.fssc.com.au/cleavage-versus-blastocyst-
transfer-which-is-for-you/).

El aislamiento de CME murinas (CMEr) fue descrito por primera vez en 1981
[80] y diversos grupos reprodujeron estos aislamiento dando lugar a distintas lineas de
CME. En cuanto a las células madre embrionarias humanas (CMEh), no fue hasta 1998
cuando Thomson y colaboradores [81] consiguieron derivar y mantener en cultivo
CMEh derivadas de masa celular interna de un blastocisto obtenido mediante
fecundacion in vitro (FIV). Este retraso fue debido a la dificultad de mantener vivo el
embrion de una sola célula el tiempo necesario para obtener un blastocisto y a las
diferencias especie-especificas entre humano y raton. Los embriones utilizados para
obtener las CMEh son, por lo general embriones sobrantes, generados mediante FIV y

son cedidos a la investigacion bajo consentimiento informado del donante.

Los mecanismos de aislacion de las CME de la MCI son varios, entre los que
destacan: el aislamiento inmuno-quirargico [81, 82], el aislamiento mecanico [83] v el

cultivo directo del embridon completo [84].
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1.2.4 Células Madre de Pluripotencia Inducida

Las células madre embrionarias humanas pueden ser usadas en el tratamientos
de diversas enfermedades; sin embargo, existen dificultades éticas con respecto el uso
de embriones humanos, ademas del problema del rechazo en los trasplantes. Una
manera de bordear estos problemas es la generacion de células pluripotentes

directamente de las células de los pacientes.

Desde la obtencion de las CMEr en 1981 [80], muchos cientificos centraron su
atencion en los estudios con células pluripotentes de origen embrionario. Afios mas
tarde, los intentos de reprogramacion del nucleo de una célula somatica mediante
transferencia a un oocito [85] o por fusion con células embrionarias murinas y humanas
[86, 87] indicaban que el oocito y las células embrionarias contenian factores que
podian proporcionar totipotencia o pluripotencia a la células somatica. EI momento
cumbre sobre reprogramacion se produjo en 2006, a mano del grupo de Yamanaka, los
cuales hipotetizaron que los factores que tenian un papel importante en el
mantenimiento de la pluripotencia también podrian inducir la pluripotencia en células
somaticas. De 24 candidatos seleccionados para sus experimentos, fueron cuatro los
factores de transcripcidn necesarios para inducir la reprogramacion: Oct3/4, Sox2, c-
Myc y KIf4 [88]. Sin embargo, como ellos intuyeron, la utilizacion de c-Myc para la
reprogramacion celular no hacia segura la utilizacion de estas células en terapia,
observandose la formacion de tumores en ratones trasplantados con las células
generadas [89]. En 2007, Thomson y colaboradores mostraron que los factores Oct4,
Sox2, Nanog y Lin28 son suficientes para la reprogramacion de células somaticas
humanas y obtencion de células pluripotentes con caracteristicas similares a las células

embrionarias [90].

De esta manera se han establecido diversas lineas de células madre de
pluripotencia inducida (iPSC), con caracteristicas similares a las células madre
embrionarias, y con un método y medio de cultivo comun. Sin embargo, las iPSC
presentan caracteristicas que las hacen diferenciarse de las células embrionarias, como
la plasticidad y los perfiles génicos y epigenéticos [91-93], posiblemente debido a la
eficiencia de reprogramacién y a las técnicas utilizadas para su derivacion. No obstante,
las iPSC prometen ser una herramienta muy Util en el estudio de enfermedades,

procesos patologicos y prueba de farmacos.
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1.2.5 Mantenimiento de la Pluripotencia

El entendimiento de los mecanismos moleculares que controlan la pluripotencia
es esencial para el empleo de las CM en terapia celular. Existen multitud de estudios
centrados en la optimizacion de las condiciones de cultivo que mantengan esta

propiedad y en el estudio de las vias de sefializacion implicadas en este proceso.

Desde el aislamiento de las CME murinas, en 1981, la expansion y el
mantenimiento de la pluripotencia fue llevada a cabo mediante su co-cultivo con
fibroblastos embrionarias murinos (MEF) inactivos [80]. Afios mas tarde, se descubrio
que los fibroblastos liberaban al medio de cultivo el Factor Inhibitorio de Leucemia
(LIF), y que éste era el responsable del mantenimiento de la capacidad de
autorrenovacion de las CMEr [94]. La via de sefializacion de LIF implica la activacion
de STAT3 [95], mediante fosforilacion por una tirosina quinasa (JAK), la cual es
suficiente para inhibir la diferenciacion en presencia de suero [96]. Cuando STAT3 es
fosforilada, se transloca al ndcleo y se une a los promotores de sus genes diana.
Asimismo, LIF puede activar la via de sefalizacion PISK/AKT [97], la cual es
importante para la proliferacion, supervivencia y mantenimiento de la pluripotencia de
las CMEr; y estimular la activacion de la via de sefializacion MAPK/ERK, cuya
activacion promueve diferenciacion. Se ha demostrado que la inhibicion de
MAPK/ERK, a través de la via BMP4, un miembro de la familia de TGF-§, favorece el
mantenimiento de la pluripotencia [98], y la adicién de BMP4 al medio de cultivo
permite el mantenimiento de la pluripotencia de las CMEr en presencia de LIF y
ausencia de suero [99]. De esta manera, las CMEr mantienen su estado pluripotente a
través del equilibrio entre la activacion de STAT3 y MAPK/ERK (Figura 9A).

Por el contrario, la via de sefializacién de LIF no es suficiente para mantener la
pluripotencia de las células pluripotentes de origen humano, las cuales presentan en su
estado indiferenciado una alta actividad de la via MEK/ERK, gracias a la sefializacion
por bFGF [100]. Por otro lado, la sefializacion por bFGF también activa la via
AKT/PI3K, importante en el mantenimiento de la pluripotencia y supervivencia de las
células madre humanas, y parece estar relacionada con la activacion de MAPK/ERK
[101, 102]. Asi, la sefializacion por bFGF es central y significante en el control de la
pluripotencia y autorrenovacion de las células pluripotentes humanas. Ademas, las vias

de sefializacion activadas por TGF-B, Activina y Nodal presentan un papel importante
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en el mantenimiento del estado indiferenciado. La activacion de esta via funciona a
través de los factores de transcripcion SMADZ2/3, los cuales inhiben la actividad de
SMADL1/5, que actlan aguas debajo de la sefializacion de BMP4 [103]. Otra via de
sefializacion implicada en el mantenimiento de la pluripotencia es WNT, la cual parece
funcionar de la misma manera en las células madre murinas y humanas. Esta via se
encuentra altamente activa en células indiferenciadas, mientras que la diferenciacion
induce su represion, y su accion esta mediada por la inhibicion de GSK3-B y la
consecuente translocacion de B-Catenina al nucleo, ademas de incrementar la expresion
de STAT3 [104, 105] (Figura 9B).

A RATON B HUMANO
Activina,
BMP TGF-B, Nodal
Sf/ls?;) e AL AKT/
JAK — 2/3 MAPK/
& AKT/ paPK/ \
PB3K  gRrk : \ | B-Catenina
STAT3-p \ |

Figura 9. Vias de sefializacién implicadas en el control de la pluripotencia en
células pluripotentes murinas y humanas. A) Principales vias de sefializacion que
controlan la pluripotencia en células de raton. WNT: su activacion favorece la
translocacion de [-Catenina al nucleo celular; LIF: induce la fosforilacion vy
translocacion al nucleo de STATS3, y activa la vias de sefializacion AKT/PI3K vy
MAPK/ERK; BMP: reprime la via de sefializacion MAPK/ERK, la cual controla de
forma negativa la pluripotencia, a través de la actuaciéon de SMAD1/5/8. B) Principales
vias de sefializacion que controlan la pluripotencia en células humanas. WNT: funciona
de manera similar que en células de ratdn, a través de B-Catenina, FGF: activa las via
de sefializacion AKT/PI3K y MAPK/ERK, las cuales favorecen el mantenimiento de la
pluripotencia; Activina, TGF-g, Nodal: Favorecen la pluripotencia a través de la accion
de SMAD?2/3. Las vias se sefializacion de BMP y Activina, TGF-$ y Nodal, presentan
efectos antagonicos en ambas lineas celulares, asi como la via MAPK/ERK.
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A pesar de que las vias de sefializacion que controlan la pluripotencia en las
células pluripotentes de origen murino y humano son diferentes, ambas lineas celulares
presentan un perfil de expresion bastante similar y los factores de transcripcion claves
para el mantenimiento de la pluripotencia y como interactian entre ellos esta
conservado entre ambas especies. Entre los factores de transcripcion responsables del
control de mantenimiento del estado indiferenciado y la diferenciacion celular se puede
destacar Oct4, Sox2 y Nanog, los cuales se expresan o inhiben en funcion de las sefiales

extracelulares descritas anteriormente, y por ellos mismos.

Como se puede comprobar, las CME murinas y humanas requieren distintas vias
de sefializacion para el mantenimiento de su estado indiferenciado. Por este motivo, los
medios usados para el crecimiento y mantenimiento de la pluripotencia de las CMEr y
CMEh son distintos: las células murinas son crecidas en un medio suplementado con
suero y LIF; mientras que el cultivo de las células humanas se mantienen sobre una capa
celular “feeder layer” de fibroblastos humanos inactivos o utilizando matrices sintéticas,
como Matrigel o Laminina [106] y medio de cultivo previamente condicionado por
fibroblastos, en ambos caso suplementado con bFGF. Por otro lado, el suero de origen
animal presente en los medios de cultivo imposibilita el uso de éstas células en terapia
celular, por lo que numerosos investigadores han centrado su estudio en la busqueda de
sustitutos de suero para mantener las células en estado indiferenciados y favorecer su
crecimiento. Este es el caso del sustituto de suero “Knockout™ Serum Replacement”
(KSR), una formulacién definida libre de suero que consigue este objetivo con éxito, y
se usa actualmente para reemplazar el suero del medio de cultivo de las células humanas

posibilitando su uso en terapia celular.

1.2.6 Diferenciacion y remodelacién de la cromatina

El genoma de las CME pluripotentes es altamente “plastico”, de manera que le
permiten entrar rapidamente en proceso de autorrenovacion o diferenciacion en funcion
de las sefiales extracelulares que reciben. Una vez que cesan las sefiales que favorecen
la pluripotencia y predominan aquellas que inducen diferenciacion, comienza un
proceso de especificacion celular mediante la implementacion de programas gendémicos
de expresion, confiriendo a cada célula un papel transcripcional Unico. En este balance

entre pluripotencia y diferenciacion es importante la estructura de la cromatina.
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Mientras las CM pluripotentes se caracterizan por tener una organizacion general de la
cromatina “descondensada”, las células que entran en el programa de diferenciacion
incrementan la condensacion su cromatina y presentan mayor nimero de regiones
transcripcionalmente inactivas. En este control de la estructura de la cromatina y en el
estado transcripcional de los genes juegan un papel importante la metilacion del ADN y

las modificaciones postraducionales de las histonas.

Metilacion de ADN

La metilacion del ADN es un proceso por el cual grupos metilos (-CHz) son
incorporados a nucle6tidos de citosina o adenina. El proceso de metilacién de ADN més
ampliamente caracterizado es la union covalente del grupo metilo al carbono 5 del
anillo de la citosina, resultando en 5-metilCitosina (5-mC). En las células somaticas, la
5-mC se encuentra casi exclusivamente en sitios CpG, en los cuales un nucleétido de
citosina es localizado junto a un nucleétido de guanina, ambos enlazados por un fosfato
(p). Sin embargo, en células embrionarias se encuentra una gran proporcion de 5-mC
situadas en sitios CpA, CpT, CHG o CHH, donde H representa A, C o T [107-109]. La
mayoria de los sitios CpG susceptibles a metilacién se encuentran en zonas con altas
densidad de sitios CpG, denominadas islas CpG. La definicion formal de una isla CpG
es una region de tamafio igual o superior a 500 pb, con un porcentaje de CpG mayor del

50% y con un promedio de CpG observado/esperado mayor de 0,6.

En el desarrollo embrionario, la metilacion del ADN tiene un papel relevante
[110]. Durante los primeros estadios del desarrollo eucariota, el genoma se encuentra
relativamente desmetilado, y en los estadios de moérula y blastula tienen lugar eventos
de metilacion “de novo”, introduciéndose nueva informacién al ADN [111, 112].
Durante las siguientes divisiones celulares y durante la vida del organismo, también
tienen lugar metilaciones de ADN en lugares opuestos a los metilados en la cadena
madre, asi las células resultantes mantienen el patron de metilacion después de la
division celular. En este proceso intervienen las enzimas ADN metiltransferasas
(DNMT) “de novo” y de mantenimiento, respectivamente, las cuales catalizan la
transferencia del grupo metilo al ADN usando como sustrato S-Adenosil Metionina
(SAM) (Figura 10).
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Figura 10. Representacion de la metilacion del ADN mediante las metilasas “de
novo”y de mantenimiento. A) Dentro de un nucleo de la célula, el ADN se envuelve
alrededor de un octamero de proteinas basicas, denominadas histonas, para formar la
cromatina. Las modificaciones epigenéticas de la cromatina pueden ocurrir en las colas
de las histonas (modificaciones postraducionales de las histonas) o directamente en el
ADN a través de su metilacion. B) La metilacion de ADN tiene lugar por la
incorporacion de un grupo metilo (-CHz) al carbono 5 del anillo de la citosina,
convirtiéndose la citosina en 5-metilCitosina (5-mC), mediante la actividad de las ADN
metiltransferasas (DNMT). C) La metilacion del ADN puede ser llevada a cabo por las
metilasas “de novo” (dnDNMT), por el cual una citosina es metilada por primera vez y
ofrece una nueva informacién al ADN; o por las metilasas de mantenimiento
(mDNMT), las cuales metilan una citosina situada en un sitio CpG en la hebra
complementaria del ADN a un sitio CpG previamente metilado. Imagen tomada y
modificada de Jeremy J Day and J David Sweatt [113].

Entre las ADN metiltransferasas existentes podemos destacar las siguientes:

DNMTL1. Es la ADN metiltransferesa mas abundante en células de mamifero y es
considerada clave en el mantenimiento de la metilacion del ADN. La actividad
metilante de esta enzima es muy superior en sitios del ADN hemimetilados, aunque
tambien puede metilar sitios desmetilados, solapandose de este modo la actividad de las
metilasas de mantenimiento y “de novo” [114, 115]. En este mismo contexto, se ha
descrito en células cancerigenas humanas que DNMT1 es responsable tanto de la

metilacion “de novo” como la de mantenimiento en genes supresores de tumores [116,

117].
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DNMT3. Es una familia de ADN metiltransferasas que tienen como funcion
predominante la metilacién “de novo” del ADN. Dentro de esta familia de proteinas se
encuentran DNMT3a, DNMT3b y DNMT3Il. DNMT3a y DNMT3b estan altamente
expresadas en CME pluripotentes [118], tienen una funcion importante en la metilacion
“de novo” y son esenciales durante el desarrollo embrionario [119]. Por otro lado,
DNMT3I es cataliticamente inactiva, pero favorece la formacién de complejos con
actividad ADN metiltransferesa e incrementa la union al sustrato SAM [120].

Normalmente, la metilacion del ADN esta asociada a la represion génica ya que,
en la mayoria de los casos, la citosina en las islas CpG estan desmetilados si los genes
estan expresandose. De esta manera, la metilacién del ADN puede establemente alterar
la expresion génica. Durante la embriogénesis, la metilacion normalmente es
permanente y unidireccional, previniendo que una célula revierta su estado de
diferenciacion o se convierta en otro tipo celular. Sin embargo, la metilacion del ADN
puede ser revertida de una manera pasiva, por divisiones sucesivas de las células sin que
la metilacion sea mantenida en cada division, o de una forma activa, mediante la

hidroxilacion de los grupos metilos [121, 122].

Modificaciones postraducionales de las histonas

Desde el descubrimiento de los principios basicos de la organizaciéon de la
cromatina, se hizo aparente que las interacciones entre las histonas y el ADN, asi como
interacciones entre nucleosomas vecinos e interacciones con proteinas no histonas
podrian explicar la lectura del ADN. La mayoria de estas interacciones implican las
colas N-terminales de las histonas. Las colas de las histonas H3 y H4, de 19 y 26
aminoacidos respectivamente, presentan una secuencia altamente conservada en
eucariotas. Las modificaciones postraduccionales de los aminoécidos que componen
estas colas, como la fosforilacion, metilacion, acetilacion y ubiquitinacion, influyen en

la estructura y estado funcional de la cromatina [123, 124].

La acetilacion de las histonas esta generalmente asociada a activacion
transcripcional y el proceso tiene lugar gracias a la accion de las histonas
acetiltransferasas (HAT). Las HAT son enzimas que acetilan residuos conservados de
lisina (K) en las histonas por transferencia de un grupo acetilo desde una molécula de
acetil-CoA, para formar e-N-acetil lisina [125] (Figura 11). Las HAT son
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tradicionalmente divididas en dos grupos en base a su localizacion [126]. Las HAT tipo
A, se encuentran localizadas en el nucleo celular y estan envueltas en la regulacion de la
expresion génica a través de la acetilacion de las histonas y contienen un
bromodominio, el cual les ayuda a reconocer y a unirse a residuos de lisina acetilados.
Las HAT tipo B, se localizan en el citoplasma y son las responsables de acetilar a las
histonas que se han sintetizado nuevamente antes de ensamblarse y formas los
nucleosomas. Este tipo de HAT carece de bromodominios, ya que su funcion es
reconocer histonas recién sintetizadas, las cuales estan desacetiladas. Por el contario, las
histonas desacetilasas (HDAC) son las encargadas de revertir la acetilacion de las
histonas, y asi los efectos que éstas provocan en la estructura de la cromatina [127]. De
este modo, el juego entre HAT y HDAC resulta en una transicion dinamica en la
estructura de la cromatina y por tanto, de la actividad transcripcional. Por otro lado, las
CMEr parecen tener un mayor nivel de acetilacion global de histonas comparado con
celulas ya diferenciadas. Estas observaciones no so6lo muestran la importancia de la
acetilacion de histonas en el control del estado celular y en la capacidad de
diferenciacion, sino que ademas conduce a la posibilidad de realizar tratamientos

especificos sobre las HAT y las HDAC para direccionar ese potencial.

La histona acetiltransferasa P300 y CBP, comunmente referidos como
P300/CBP debido a que se consideran homdlogos estructurales y funcionales, son
ejemplos de HAT [128]. Ambas proteinas son expresadas de forma ubicua y funcionan
como coactivadores de la transcripcion con un papel critico en una amplia variedad de
procesos celulares como el control del ciclo celular, la diferenciacion y la apoptosis
[129, 130]. Mutaciones en P300 y CBP se han asociado con ciertos tipos de cancer y
otras enfermedades [131]. A nivel molecular, P300/CBP estimula la transcripcién
especifica de genes por interaccion directa o indirecta a numerosos factores de
transcripcion de unién al ADN, tales como CREB o c-Myb entre otros [132]. Uno de los
aspectos mas interesantes de P300/CBP es que son HAT muy versatiles y potentes,

pudiendo acetilar tanto proteinas histonas como proteinas no histonas [132].

La metilacion de la cola de las histonas, al igual que la acetilacion, también tiene
un papel relevante en el control de la estructura de la cromatina. La metilacién es un
proceso por el cual grupos metilos son transferidos a los aminoacidos de las colas de las

histonas usando como sustrato S-Metil Metionina (SAM), lo que supone el reemplazo
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de sus grupos aminos. En funcion del residuo que se metile o cuantos grupos metilos
son unidos, la transcripcion génica se ve favorecida o reprimida. Los residuos
susceptibles de ser metilados son lisina (K) y arginina (R), siendo mas comun la
metilacion en los residuos de lisina de las colas de las histonas H3 y H4 (Figura 11). La
lisina puede ser mono-, di- o trimetilada, mientras que la arginina puede ser mono- 0
dimetilada. Cada adiccion de un grupo metilo requiere la participacion de una enzima y
varios sustratos y cofactores. Generalmente, la metilacién del residuo de arginina
requiere a la proteina arginina metiltransferasa (PRMT), mientras que los residuos de
lisina son comunmente metilados por especificas histonas metiltransferasas (HMT) que
contienen dominios SET conservados [133]. Los sitios de metilacion mas comunes
asociados a la activacion génica incluyen H3K4 (H3K4me2/3) y H3K79 (H3K79me3);
mientras que la metilacion de los sitios H3K9 (H3K9me2/3) y H3K27 (H3K27me2/3)
son comunmente relacionas con represion transcripcional [134]. Ademas, existen
estudios que han relacionado la metilacion de los diferentes residuos de las colas de las

histonas con la unién de proteinas o complejos que regulan la expresion.

Debido al impacto que tiene la metilacion de la cola de las histonas sobre la
transcripcion, es de esperar que también juegue un papel relevante en la regulacion de la
pluripotencia. De hecho, hay varios estudios que describen que el patron de metilacion
de los residuos de H3K4 y H3K27 en CMEh estan asociados con el nivel de expresién
de los factores que controlan la pluripotencia y la diferenciacion [135, 136]. H3K4me3
y H3K27me3 conforman las marcas bivalentes de la cromatina encontradas en el inicio
de la transcripcion de muchos genes implicados en diferenciacion y desarrollo de las
células pluripotentes. La mayoria de estas marcas bivalentes se resuelven en H3K4me3
0 H3K27me3 segun cada caso particular durante la diferenciacién celular. En general,
los genes inducidos durante la diferenciacion mantienen la marca H3K4me3, y los
genes silenciados durante la diferenciacion conservan la marca H3K27me3. Ademas, la
fosforilacion de los residuos adyacentes a estas lisinas podria influenciar el balance
entre su acetilacion y metilacion [137]. Otros estudios recientes han correlacionado la
expresion génica con el estado de metilacion de H3K4 y H3K27 durante la
diferenciacion especifica de las CMEh y en iPSCs humanas reprogramadas de células
somaticas [138-140]. Estos estudios sugieren que la metilacion de histonas y la
remodelacion de la cromatina es critica para la diferenciacién cardiaca y pancreética y

son bastantes similares entre CME e iPSC humanas.
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Figura 11. Imagen representativa de las modificaciones postraducionales de las
histonas. Esta imagen representa las modificaciones postraducionales que tienen lugar
en la cola de las histonas. Ac: acetilacion; P: fosforilacion; Me: metilacion; K: lisina; S:
serina. (*) Hace referencia a las marcas bivalentes de las histonas, H3K4me3 y
H3K27me3. Imagen tomada y modificada de Yu-Chieh Wang y colaboradores [137].

Uno de los grupos de proteinas que tiene especial relevancia en el control de la
estructura de la cromatina, son las proteinas del Grupo Polycomb (PcG). Dentro de este
grupo de proteinas se encuentra el Complejo Polycomb Represor 2 (PRC2), compuesto
por cuatro subunidades: Ezh2, Eed, Suz12 y RbAp46/48. EZH2 cataliza la di- y tri-
metilacién del residuo de lisina (K) 27 de la histona H3 (H3K27me2/3), y esta actividad
requiere la presencia de EZH2 en el complejo junto los demas componentes [141-143].
H3K27me3 se asocia con un estado de represion transcripcional [144-147] y estudios de
genoma completo han revelado que esta marca epigenética estd ampliamente distribuida
entre los genes que controlan el desarrollo [146-148]. Aunque H3K27me3 se encuentra
ocupando hasta el 10% de los genes en las CME [147], solo una pequefia parte de ellos
se expresan después de la liberacion de PRC2. En este mismo estudio se revel6 que
PRC2 es dispensable para el mantenimiento de la pluripotencia [149]; sin embargo,
CMEr mutantes de Eed son mas propensos a diferenciar [146]. Después de muchos
estudios, el mecanismo por el cual el complejo PRC2 se une a su secuencia diana en
mamiferos aun no esta claramente definido. Se ha descrito que EED reconoce varias
marcas de histonas, las cuales contienen lisinas trimetiladas y estdn asociadas a
represion génica, entre las que se incluye H3K27me3. Esta capacidad de EED de

reconocer lisinas trimetiladas es importante para la transmision de estas marcas [150].
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Otras de las proteinas claves para la union del complejo PRC2 al ADN es
JARID-2, la cual contiene un dominio de union al ADN rico en AT (ARID), un dominio
zinc finger, un dominio jumonji N (JmjN) y un dominio JmjC [151, 152]. Al contrario
que otros miembros de la familia de las proteinas JARID con dominio JmjC que se han
mostrado tener capacidad de desmetilar residuos de lisina, JARID-2 no conserva dentro
de su dominio JmjC los residuos requeridos para la unién de hierro y ascorbato
necesarios para llevar a cabo esta reaccion. Ademés, se ha descrito que JARID-2
interacciona con PRC2, tiene capacidad de unién al ADN no sélo dependiente de su
dominio ARID, estimula la actividad metilante de EZH2 sobre H3K27 y facilita el
reclutamiento de PRC2 a sus genes diana. Al mismo tiempo, JARID-2 es requerido para
la actividad represora de PRC2 en CME, como se evidencid por una diferenciacion

alterada en su ausencia [153].

El factor de transcripcion Egr-1

La estructura de la cromatina es un mecanismo clave que controla la expresién
génica y de ella depende la ocupacion de los promotores por factores de transcripcién
que inducen o reprimen la expresién. Existen multitud de factores de transcripcion que
controlan la red transcripcional, que se inducen mediante respuesta a sefiales
extracelulares y que favorecen especificamente la diferenciacién hacia un tipo celular

concreto.

Uno de estos factores de transcripcion que responden a las sefiales del ambiente
es EGR-1 (Early growth response protein 1), el cual controla la expresion de numerosos
genes implicados en la diferenciacién y el crecimiento en respuesta a sefiales
ambientales, como factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores, estrés celular,
dafio, mitégenos y citocinas [154, 155]. Asimismo, EGR-1 es inducido en respuesta a

hipoxia, hiperoxia, sefializacion mediada por ROS e inflamacién [156-158].

Es conocido que la actividad de EGR-1 es regulada, en parte, a través de los co-
represores NAB1 y NAB2; a la vez que EGR-1 induce la expresion de éstos
previniendo una transactivacion permanente de sus genes diana [159]. Por otro lado, se
ha descrito que EGR-1 contiene un dominio zinc finger, tipo CyszHis, con capacidad de
unién al ADN y presenta secuencias nucleotidicas por las que exhibe mas afinidad (5'-
GCGTGGGCG-3' 0 5-GCGGGGGCG-3Y). Estas secuencias consenso son ricas en sitios
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CpG, los cuales son susceptibles de ser metilados, como vimos anteriormente, y esta
metilacion afecta a la capacidad de union de EGR-1. En este sentido, se ha descrito que
en cancer de prostata hay una expresion incrementada del gen heparanasa, asociada a la
hipometilacion de su promotor, especialmente en el sitio de unién de EGR-1 [160].
Ademas, en algunos casos EGR-1compite con SP-1 por la union al ADN [161, 162] y
favorece la expresion génica de un mismo gen [163]. Por otro lado, se ha descrito que
EGR-1 interacciona con P300/CBP, sugiriéndose que P300 y CBP actlan como

activadores transcripcionales de la expresion génica mediada por EGR-1 [164].

Todos estos datos apuntan a que EGR-1 es un factor de transcripcion importante
en la regulacion transcripcional, cuya actividad podria verse afectada tras el tratamiento
de altas dosis de Oxido nitrico, el cual hemos empleado para la induccion de la

expresion del gene Pdx1 en CME murinas, y hace interesante su estudio.

1.2.7 Oxido Nitrico y diferenciacion

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre de vida corta sintetizado en la via de
conversion de L-arginina en L-citrulina, la cual es mediada por la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS), NOS1 (NOS neuronal), NOS2 (NOS inducible) y NOS3 (NOS
endotelial) [165]. EI NO reacciona con moléculas como el oxigeno, superoxido o
metales, acidos nucleicos y proteinas, y es rapidamente oxidado en nitrato y nitrito
[166]. EI NO forma parte de la respuesta inflamatoria del sistema inmune y funciona
como neurotransmisor en el sistema nervioso central, actia como segundo mensajero y
tiene multitud de efectos biolégicos implicados en funciones fisioldgicas en mamiferos
tales como regulacién de la presion sanguinea o inhibicion de la agregacién plaquetaria
[167]. En los ultimos afios, se ha demostrado que el NO afecta a las cascadas de
sefializacion que controlan la proliferacion y la diferenciacion, pero sus efectos varian
ampliamente entre los diversos tipos celulares. Por ejemplo, el NO modula la
proliferacion y diferenciacion de las células de la piel humanas [168] y causa inhibicion
del crecimiento y diferenciacion de queratinocitos orales humanos inmortalizados [169].
Ademas, generalmente es considerado como un inductor de la apoptosis, pero también
se ha descrito su papel como protector en ciertos tipos celulares [170-173]. Este efecto

dual del NO parece ser dependiente de la dosis, ya que a bajas concentraciones previene
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de la apoptosis y favorece la supervivencia y la autorrenovacion, mientras que altas

dosis inducen apoptosis y diferenciacion celular.

Se ha descrito que el NO a bajas concentraciones tiene un efecto protector frente
a la hepatotoxicidad inducida por el factor de necrosis tumoral o (TFN-a) [174], inhibe
la apoptosis inducida por CD95 en linfocitos B [175] y en linfocitos T [176], y protege a
las células estromales de la médula dsea de raton de la apoptosis espontanea [177].
Varios estudios han demostrado que el NO disminuye la respuesta pro-apoptotica a
través de la regulacién de las proteinas de la familia de Bcl-2 [173]. En concreto, en
CMEr, se ha descrito que la sobreexpresion de Bcl-2 ayuda a mantener el estado
indiferenciado [178]. En este mismo sentido, nuestro grupo ha descrito que bajas dosis
del donador de NO, DETA-NO, contribuye a la supervivencia de la célula  pancreéatica
a través de la activacion de IGF-1 [179]. Ademas, hemos demostrado que la exposicion
de las CME a bajas concentraciones de NO protegen de la apoptosis a través de la
disminucion de la actividad de CASP3, disminucion de la expresién de genes pro-
apoptéticos como Casp7, Casp9 y Bax, entre otros, e incremento de la expresion de
genes anti-apoptéticos como Bcl-2 y Birc6. Esta exposicion a bajas dosis de NO al
mismo tiempo previene de la pérdida de expresion de los genes que controlan la
autorrenovacion (Oct3/4, Sox2 y Nanog) retrasando la diferenciacion de células madre
embrionarias murinas y humanas [180] (Figura 12).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que el NO induce apoptosis en
diferentes tipos celulares como células B pancreaticas [181, 182] o timocitos [183].
Ademas, se ha descrito que el NO puede actuar como regulador negativo de la
proliferacion celular durante la diferenciacién y el desarrollo de érganos en Drosophila,
y que la produccion de NO es necesaria para el establecimiento de las conexiones
neuronales, lo que indica que el NO juega un papel importante en la diferenciacion del
tejido neural [184]. Igualmente, el blogueo de la produccién de NO en células
precursoras neuronales resulta en un incremento de la proliferacion [185]. En CME, se
ha demostrado que la generacion de NO es necesaria para la cardiomiogénesis, ya que
inhibidores de NOS bloguean la maduracion de cardiomiocitos diferenciados terminales
[186]. Asimismo, se ha descrito que las células CME en su estado indiferenciado
expresan altos niveles de NOS3, y durante la diferenciacion estos niveles disminuyen,
mientras que NOS2 y NOS1 incrementan la expresion de forma significativa,
sugiriendo que el NO podria estar implicado en procesos de diferenciacion temprana
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[187]. En este mismo contexto, nuestro grupo también ha aportado nuevos datos. En
concreto, hemos encontrado que el tratamiento con altas dosis de DETA-NO en CME
genera muerte celular en una parte significativa de la poblacion, mientras que las células
resistentes al estrés nitrosativo expresan genes citoprotectores como Hemo-oxigenasa 1
y Hsp70. Estas células, a su vez, entran en un programa de diferenciacion a través de la
represion de los genes que controlan el mantenimiento de la pluripotencia como Oct3/4
y Nanog, e incrementan la expresion de genes de diferenciacion como Pdx1 y Gata4. La
represion de Nanog es dependiente de la activacion de P53 mediante modificaciones

postraducionales [188] (Figura 12).

CELULAS
MADRE @&3\
EMBRIONARIAS

DIFERENCIACION

PLURIPOTENCIA

z Pdx
Gata4
Nanog

Oct4

Hsp70
Hmox1
p53

O

SUPERVIVENCIA APOPTOSIS

Figura 12. Mecanismo dual del 6xido nitrico sobre el control de la pluripotencia y
diferenciacion y el balance entre la supervivencia y la apoptosis en CME. La
exposicion de CME a bajas concentraciones de NO induce la expresion de los
marcadores que controlan la pluripotencia (Oct4, Sox2 y Nanog); y confiere proteccion
frente a la apoptosis a través de la represion de genes pro-apoptéticos (Casp7 y Casp9) y
sobreexpresion de genes anti-apoptoticos (Bcl-2 y Birc6). La exposicion a altas dosis de
NO promueve la apoptosis, a través de la actividad de la Caspasa3 e incremento de la
expresion de P53. Las células resistentes al estrés nitrosativo incrementan la expresion
de proteinas citoprotectoras (Hsp70 y Hmox1) y entran en un proceso de diferenciacion
a traves de la represion de Nanog y Oct4 y expresan marcadores de diferenciacion, tales
como Pdx1 y Gata4. Imagen tomada y modificada de Beltran y colaboradores [189].
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Debido a que el NO a altas concentraciones induce la diferenciacion de células
madre, diversos estudios se han centrado en el uso del NO para el disefio de protocolos
de diferenciacion hacia distintos tipos celulares. El primer protocolo reportado que usa
el NO como herramienta diferenciadora, fue descrito por Kanno y colaboradores en
2004. Ellos encontraron que el NO promovia la diferenciacion de CMEr hacia
cardiomiocitos, en parte a traves de sus efectos sobre la supervivencia [190]. Otros
grupos revelaron que los efectos del NO estaban relacionados a la activacion de la
guanilato ciclasa soluble (SGC) y a la consecuente produccién de guanosin monofosfato
ciclico (cGMP) [191], e identificaron otras moléculas que podian regular la
cardiomiogénesis temprana en CME a través de vias dependientes del NO, como la
curcumina o el acido ascoérbico [192, 193]. Ademas, el NO tiene un papel importante en
la biologia de las células endoteliales [194] y en el desarrollo en fases tardias de este
tejido, ya que en etapas mas tempranas del desarrollo endotelial otras vias de
sefializacion parecen tener mayor relevancia [195]. Aunque los protocolos de
diferenciacion de células endoteliales no incluyen pequefias moléculas activas como el
NO, la expresion de la NOS endotelial o NOS3 en estos tipos celulares se considera una
caracteristica de célula endotelial madura [196, 197]. Las células progenitoras adultas
de la médula désea pueden diferenciarse en varios tipos celulares entre los que se
incluyen células endoteliales, proceso durante el cual la eNOS es dindmicamente
regulada [198] y el NO a altas concentraciones favorece la diferenciacion endotelial a
través de un mecanismo independiente a cGMP [199]. Por otro lado, se ha descrito que
la sefializacion via NO/cGMP regula el compromiso hacia la diferenciacion neural,
contribuye al desarrollo de precursores neurales e induce la diferenciacion de
precursores neurales hacia neuronas funcionales [200, 201]. Se ha descrito también que
el NO modula el crecimiento y la diferenciacion de células de la médula ésea hacia
células eritroides y mieloides [202], promueve diferenciacion hacia condrocitos
maduros [203], estimula la diferenciacion de pre-adipocitos [204] y media la
diferenciacion hacia osteoblastos [205].

Nuestro laboratorio, también ha abordado el estudio en este tema con el objetivo
de disefiar un protocolo de diferenciacion de células madre hacia células productoras de
insulina in vitro. Asi, Mora-Castilla y colaboradores disefiaron en 2010, un protocolo de
diferenciacion hacia endodermo definitivo mediante la exposicion de CMEr a 0,5 mM
de DETA-NO, lo cual induce eventos de diferenciacion temprana, con expresion

significativa del factor de transcripcion Pdx1, y expresion de marcadores de endodermo
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definitivo tales como FoxA2, Gata4, Hnflg y Sox17, tras el tratamiento durante seis
dias consecutivos con acido valproico (VA), y la disminucion del suero en el medio de
cultivo [188]. Este protocolo de diferenciacion es pionero en el uso del NO para inducir

la diferenciacion hacia linajes pancreéticos.

1.2.8 Diferenciaciéon de Células Madre Pluripotentes hacia células

productoras de insulina

Las células pluripotentes se presentan como una fuente prometedora para la
obtencion in vitro de células 3 para el tratamiento de la diabetes. Por ello, cientificos de
todo el mundo tratan de disefiar protocolos de diferenciacion de células pluripotentes
hacia células productoras de insulina. La mayoria de los protocolos disefiados hasta el
momento, tratan de mimetizar el desarrollo del pancreas in vitro, lo cual, al igual que lo

es la embriogénesis pancredtica, es un proceso complejo.

Los primeros protocolos disefiados para dirigir a las células embrionarias hacia
células productora de insulina fueron realizados en CMEr. EI primer protocolo de
diferenciacion fue descrito en el afio 2000, por Soria y colaboradores, quienes
transfectaron CMEr con un vector con resistencia a un antibidtico bajo el promotor de la
insulina [206] o de Nkx6.1 [207], junto con nicotinamida o nicotinamida mas
ciclopamina, respectivamente, siendo capaces de normalizar la glucemia tras el
trasplante con las células diferenciadas en ratones diabéticos tratados con
estreptozotocina (STZ). Poco maés tarde, los protocolos por etapas y adicién de
pequefias moléculas al medio de cultivo fueron ganando terreno. Uno de los primeros
procedimientos multi-etapas fue llevado a cabo en 2002, por Hori y colaboradores,
quienes emplearon una serie de suplementos en el medio de cultivo para inhibir la
actividad de la ruta PI3K, como nicotinamida y Ly294002 [208]. Por otro lado, los
primeros protocolos de diferenciacién disefiados con células humanas no fueron
exitosos, debido a que la insulina detectada en las células diferenciadas procedian del
medio de cultivo, y no era sintetizada de novo [209-211]. De esta forma la deteccion de
la insulina a nivel de ARNm, ademas de la presencia de Péptido-C, es crucial para

conocer el éxito del protocolo.
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Un paso critico para diferenciar eficazmente celulas pluripotentes hacia células
productoras de insulina es la generacion de endodermo definitivo, lo cual fue
conseguido con gran eficacia por el grupo de D° Amour y colaboradores en 2005,
mediante la incubacion con Activina A en condiciones de suero reducidas [212]. La
supresion de la actividad de la via de sefializacion PI3K y la reduccién de la
sefializacion por el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) fue critico para la
eficiente formacion de endodermo definitivo [213]. Ademas, este paso fue mejorado
mediante la combinacién de Activina A y Wnt3a en ausencia de suero durante el primer
dia, seguido por dos dias en medio suplementado con Activina A y 0,2 % de suero
[214]. Asimismo, se mostré que la inhibicion de la via PI3K por wormanina mejora la
formacion de endodermo definitivo [215] y moléculas denominadas IDE1 e IDE2
inducen la formacion de endodermo definitivo con una eficacia similar a la Activina A
[216].

El siguiente paso en el proceso de diferenciacion consiste en la especificacion
del “foregut” hacia el endodermo pancreético y la inhibicién de los demas derivados
endodérmicos. Este paso esta regulado in vivo por la liberacion en gradiente de FGF,
BMP, acido retinoico (RA) y expresion de SHH. Por ejemplo, se conoce que el fenotipo
pancreatico es inducido por una baja concentracion de FGF4 y niveles medios de bFGF
[217, 218]. Ademas, el RA [214, 215, 219, 220] e inhibidores de la via SHH [207],
como la ciclopamina [214, 220] y SANT1 [221, 222], son uno de las elementos
comunes usados en los protocolos de diferenciacion para la especificacion del
endodermo pancreatico. Ademas, se ha demostrado que la inhibicién de la sefializacion
de BMP mediante Noggin, es efectiva para inhibir la diferenciacion hepatica y también

es usado en los protocolos de diferenciacion durante esta etapa [215, 223].

Como hemos visto anteriormente, la via de sefializacion de Notch juega un papel
clave en la formacion de los progenitores pancreaticos, ya que cuando la via se
encuentra altamente activada se favorece la formacién del pancreas exocrino y cuando
presenta baja actividad se induce la diferenciacion endocrina, con expresion de Ngn3.
Asi, la regulacion de la ruta Notch permite controlar el momento de la formacion del
pancreas endocrino y previene una diferenciacion endocrina prematura. De esta manera
en algunos protocolos de diferenciacion se induce su actividad en etapas tempranas
mediante EGF y FGF10 [214, 215], mientras que en etapas tardias se inhibe [214, 224].
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La ultima etapa de diferenciacion consiste en la maduracion de los precursores
endocrinos hacia células productoras de insulina. Muchos investigadores estan
centrados en esta fase del protocolo, para la obtencién de una célula B funcional y
madura, que responda a los niveles de glucosa del medio. D’ Amour y colaboradores
[214] utilizaron en esta ultima etapa de maduracion una mezcla de factores como IGF1,
Exendina-4, HGF y B27, sin observar ninguna mejora en los procesos de diferenciacion.
Por otro lado, Cho y colaboradores [224] mostraron que la betacelulina y nicotinamida
inducen la expresion de Pdx1 y fomentan la diferenciacion pancreatica. Sin embargo, la
obtencion de células B maduras in vitro no es tarea facil, e incluso algunos
investigadores han optado por trasplantar ratones diabéticos con precursores endocrinos
con el objetivo de su maduracién in vivo [220, 222, 225, 226].

Recientemente, un gran progreso fue logrado por Rezania y colaboradores,
quienes han generado in vitro células productoras de insulina que revierten la
hiperglucemia cuando son trasplantadas en ratones diabéticos [227]. Alternativamente,
Pagliuca y colaboradores han publicado una estrategia de produccion a gran escala de
células B funcionales humanas a partir de células pluripotentes [221]. Para el paso de
maduracion en estos protocolos se han utilizado combinaciones de moléculas bioactivas
tales como R428 (un inhibidor selectivo del receptor tirosina quinasa AXL), un
inhibidor de AIK5 (Alk5i), N-acetil cisteina (N-Cys) y la hormona tiroidea T3 [221,
227]. En este mismo sentido, el afio pasado nuestro grupo publicé que la incubacion con
resveratrol (RV) en la etapa final del protocolo de diferenciacion favorece el proceso de
maduracion de las células  [228]. Por otro lado, como mecanismo para la maduracién
de las células productoras de insulina algunos grupos optan por la agregacion en forma
de agregados celulares en el estadio final del protocolo [219, 222, 228, 229].

Como se puede observar, el disefio de los protocolos de diferenciacion de células
pluripotentes a células productoras de insulina maduras es un proceso complejo, que
requiere la combinacién de un abanico de moléculas que controlan las vias de
sefializacion implicadas en cada estadio del desarrollo del pancreas, para mimetizar asi
las fases de la embriogenesis pancreatica. En el Anexo 3 se destacan los protocolos de
diferenciacion con mayor repercusion y las estrategias mas relevantes utilizadas en cada

Caso.
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Estos avances reflejan la magnifica situacion en la que se encuentra actualmente
el desarrollo de protocolos de diferenciacion de células pluripotentes hacia células
productoras de insulina para la terapia celular de la diabetes, aunque los protocolos de
diferenciacion necesitan aun ser mejorados en cuanto a su reproducibilidad y eficiencia

para generar un elevado nimero de células f maduras totalmente sensibles in vitro.
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1.3. Células T reguladoras
1.3.1 Concepto y Definicién

Las células Treg estan involucradas en el mantenimiento de la tolerancia
inmunoldgica y la homeostasis del sistema inmune [230]. Fueron descritas por primera
a principios de la década de los 70, originalmente descubiertas como celulas derivadas
del timo y capaz de suprimir células efectoras [231]. Las células Treg fueron descritas
en ratones como CD4* CD25" (cadena o del receptor de IL-2) [232, 233] y el factor de
transcripcion FoxP3 fue descubierto ser su regulador master, debido a la aparicion de un
sindrome autoinmune letal en ratones con mutaciones o carentes del gen y su posible
prevencion mediante la transferencia de células Treg [246, 247]. Similarmente, en
humanos, mutaciones del gen FOXP3 fueron identificadas como causantes del sindrome
de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatia y Enteropatia, ligado al cromosoma X (IPEX)
[248], lo que conduce a graves fendmenos autoinmunes incluyendo enteropatia
autoinmune, dermatitis, tiroiditis y diabetes tipo 1. Ademas, se encontr6 una correlacion
directa entre la expresion de FoxP3 y las células T reguladoras CD4" CD25" [249].
Actualmente las células Treg son caracterizadas como CD4* CD25"9" FoxP3"9" pues
se ha descrito que solo las células que expresan un alto nivel de CD25 y Foxp3
presentan capacidad supresora [244, 250]. Estas células representan el 5-10% de las
células CD4" en ratén y humanos, tanto en sangre periférica como en sangre de cordén
umbilical [244, 251, 252]. Por otro lado, se ha demostrado que la baja expresion de la
cadena a del receptor IL-7 (CD127) relaciona directamente con una alta expresion de
FoxP3 (mayor al 90%), identificando asi a las células Treg como CD4* CD25"9"
CD1277%  sin requerir la tincion intracelular de FoxP3 [253]. Sin embargo, estos
marcadores no pueden ser usados para caracterizar células Treg activadas con capacidad
supresora, ya que las células Treg no activadas también van a mostrar expresion de
estos marcadores. Por tanto, otros marcadores se han utilizado para definir el fenotipo
de las células Treg. Entre ellos, podemos destacar CTLA-4, GITR, CD69 vy el péptido
asociado a latencia (LAP) para determinar la funcionalidad y activacion de las células
Treg y proporcionar una caracterizacion mas precisa (ver Anexo 4) [254]. Debido a su
funcién supresora, las células Treg se han propuesto como terapia para reducir las
reacciones producidas en la enfermedad injerto contra huésped (GvHD) después del
trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) o en la terapia de enfermedades

autoinmunes, como es la DM.
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1.3.2 Otros tipos de células reguladoras
Ademéas de las células T reguladoras CD4* CD25"" CD1277"°% FoxpP3hidh,
también existen otras poblaciones celulares que presentan capacidad supresora, aunque

su frecuencia en el organismo es bastante menor. Entre ellas podemos destacar:

- Células T CD8*: En el timo de humanos se han encontrado células T CD8" que
expresan marcadores clasicos de células Treg (CD25, FOXP3, GITR, CTLA-4) y que
manifiestan su capacidad supresora a través de mecanismos dependientes del contacto
celular. Dentro de este tipo de células reguladoras nos encontramos distintos subtipos
entre los que podemos destacar: CD8'CD28", la cuales son FoxP3" y regulan la
respuesta inmune mediante el contacto directo con las DC [234]; y CD8" CD122*
(cadena B del receptor de la IL-2); son FoxP3" y fueron enmarcadas tradicionalmente
dentro de las células T de memoria, descubriéndose mas tarde que las células CD8*
CD122* PD-1" tienen propiedades reguladoras mediante la liberacion de IL-10 [235].

- Células CD3* CD4 CD8 (Doble negativas, DN): tienen capacidad de promover la
tolerancia y regular la autoinmunidad, pero son pobremente supresoras en ratones naive.
Sin embargo, adquieren una gran actividad supresora en organismos trasplantados y
tiene un papel importante en la proteccidn frente al rechazo [236, 237].

- Células B reguladoras (Breg): participan en la inmunomodulacion y supresion de la
respuesta inmune y representan una pequefia poblacion de células B. Existen diferentes
tipos de células Breg como: CD19* CD24M9" CD38"9" consideradas células B
inmaduras que liberan IL-10, suprimen la diferenciacion de células T colaboradoras o
helper (Th) Thl y Th17 e inducen la conversion de células T CD4" naive en células
Treg; y células CD19* CD24"9" CD27* 0 B10, las cuales liberan IL-10 y suprimen la
produccion de TNF-a. por los monocitos [238]. Estos efectos estan mediados no sélo a
través de la liberacion de citocinas como IL-10 y TGF-B, sino también mediante del
contacto celular por CD80, CD86 y FasL. Asimismo, mediante la expresion de CD1d

pueden activar a las células iINKT con funciones reguladoras [237, 239].

- Células Natural killer T (NKT): expresa el receptor de células T (TCR) y marcadores
caracteristicos de células NK (NK1.1 en raton o CD161 en humanos). Son generadas en
el timo y pueden ser CD4", CD8", DN o doble positivas (DP). A diferencia de las
celulas T convencionales, las células NKT reconocen lipidos presentados por la
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molécula CD1d, principalmente expresada por células Breg, células dendriticas (DC) y
otras células presentadoras de antigenos (APC). Las células méas estudiadas son las
INKT, las cuales expresan una invariante cadena o del receptor TCR. Varios
mecanismos median sus funciones reguladoras, como la produccion de citocinas 1L-4,
IL10 y TGF-B. Las células iNKT residen en el tejido adiposo y su frecuencia se ve
reducida en pacientes obsesos, sugiriendo su implicacion en la inflamacion local y
sistémica durante la obesidad [237, 240].

- Células y8T: este tipo de células reguladoras expresan las cadenas yd del receptor
TCR y reconocen a proteina presentadas por las moléculas CD1 y Qa-1, o por proteinas
de choque térmico. EI mecanismo regulador estd basado en la liberacion de TGF-$, pero
también presenta otros mecanismos adicionales. Su localizacion depende del subtipo
celular, encontrandose con baja frecuencia en la sangre periférica y mayormente en
compartimentos epiteliales, como la mucosa intestinal, piel, tracto digestivo o mucosa
del aparato reproductor. Las células yoT pueden suprimir in vitro la proliferacion de
celulas T bajo estimulacién con anti-CD3/anti-CD28, al igual que las células Treg, pero
su funcion no es dependiente de FoxP3 [241]. Ademas, las células ydT infiltran tumores
y liberan citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-B e inhiben la respuesta inmune
contra la neoplasia. De esta manera, este tipo celular tiene un papel relevante en la

tolerancia de la mucosa y la inmunidad tumoral [237, 242].

- Macroéfagos reguladores (Mreg): el papel fisiologico de los Mreg es amortiguar la
respuesta inmune y limitar la inmunopatologia. A diferencia de los macréfagos
activados clasicamente, los Mreg producen altos niveles de citoquina IL-10 y menor
produccion de IL-12, siendo su caracteristica més distintiva. Los Mreg pueden surgir
tras la respuesta inmune innata o la respuesta inmune adaptativa. Ademas, se ha
demostrado que el co-cultivo de monocitos/macréfagos y células Tregs inducen la
diferenciacion hacia Mreg [243]. La activacion de los macrofagos sucede mediante la
exposicion a un estimulo, resultando en la liberacion de citocinas inflamatorias, pero
esta estimulacion parece no ser suficiente para producir altos niveles de IL-10. En este
caso en necesario un segundo estimulo, que a través de la via MAPK/ERK permite la

transcripcion del gen 1L-10 [244].
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En este estudio nos hemos centrado en las células T reguladoras, CD4* CD25"d"
CD1277°% FoxP3"9" ya que son las mas frecuentes en el torrente sanguineo y las mas
estudiadas. Para comprender mejor su procedencia, caracterizacion y funcion haremos
un recorrido por los procesos inmunologicos que tienen lugar en el desarrollo de las
células T CD4" y células Treg, asi como las subpoblaciones existentes y sus
mecanismos de accion. Finalmente, comentaremos los hallazgos existentes que
relacionan a las células Treg con la diabetes mellitus y las evidencias que apoyan su uso

en la terapia celular de este trastorno.

1.3.3 Desarrollo de las Células T reguladoras

Diferenciacion de las Células T CD4* en el timo

Los precursores de las células T se originan de las células madre
hematopoyéticas (HSC) en la médula 6sea y maduran en el timo. Principalmente
ocurren dos procesos durante la diferenciacién de las células T: la combinacion de los
genes del receptor TCR y la seleccion en el timo. Cuando los precursores de las células
T entran en el timo interaccionan con los péptidos expuestos por el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) que presentan las APC. Este proceso permite que los
precursores de las células T den forma a su receptor TCR para el reconocimiento del
antigeno. EIl receptor TCR estd compuesto por las cadenas af3 y v, asociadas a la
membrana celular y combinadas con cuatro subunidades que conforman el complejo
CD3 (y, 0, ¢, &) que no presentan variabilidad morfologica, formando el complejo
TCR:CD3. Ademas, expresan moléculas de superficie tales como CD4 y CD8. Los loci
para las cadenas del receptor TCR contienen multiples genes para la region variable (V)
y uno, o solo unos pocos, para la region constante (C). Entre los genes V y los genes C
hay unas pequefias secuencias de nucleoétidos, que se denominan segmentos génicos de
unién (J) y de diversidad (D). Todos los loci contienen genes V, Jy C; los D sélo se
encuentran en el locus de la cadena . La diversidad del receptor TCR esta basada en
recombinacion somaética, también conocida como recombinacion V(D)J entre estos
genes mediante un mecanismo de splicing [245, 246]. Estos cambios conllevan a que la
secuencia de nucleétidos en la zona V(D)J del receptor TCR de un clon sea muy

diferente a la zona de cualquier otro clon.
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Una vez finalizado el proceso de recombinacion de los genes del receptor TCR,
se produce el proceso de seleccion. Este mecanismo consiste en la delecion clonal, por
la cual los clones de linfocitos T con alta afinidad por los péptidos propios presentados
por el complejo MHC son eliminados (seleccion negativa), mientras que las células T
que exhiben bajan afinidad completan su proceso de maduracion. A todo este
mecanismo que sucede en el timo y que previene la proliferacion y maduracion de
células T autorreactivas se le denomina tolerancia central. Sin embargo, una pequefia
proporcion de células T con alta afinidad por auto-antigenos escapan de este
mecanismo, y son sometidas a un proceso denominado “clonal diversion” o seleccion
de clones autorreactivos con capacidad supresora [247, 248], denominados células T
reguladoras procedentes del timo o células Treg naturales (tTreg o nTreg) (Figura 13).

A

) Muerte i
S Delecion
= por .,
B | «neqliencia” Seleccion Clonal
o ghg Positiva

Afinidad del Receptor TCR

Figura 13. Modelo sugerido para la relacion entre el desarrollo de las células T y la
afinidad de su receptor TCR por el complejo péptido-MHC. Las células cuyo
receptor TCR presenta baja afinidad mueren por “negligencia”, ya que fallan en recibir
sefiales co-estimuladoras eficaces. Aquellas células T que presentan afinidad intermedia
son seleccionadas positivamente. EI umbral entre la seleccidn positiva y la negativa se
cree que es muy brusco. Los clones autorreactivos con alta afinidad pueden morir por el
proceso de delecion clonal. Las células T reguladoras del timo (tTreg) (area amarilla)
presentan mas afinidad que la mayoria de las células T convencionales (area morada).
Algunas tTreg pueden tener una muy alta autorreactividad, y son rescatadas de la
delecion clonal a través de la sefializacion con citocinas o gracias a tener un segundo
TCR (linea punteada). Imagen tomada y modificada de Yan Xing and Kristin A [249].
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En la actualidad, se estan estudiando los factores que controlan la delecion
clonal y la seleccion de células tTreg. En este sentido, se ha encontrado que la ausencia
de IL-2 y TGF-B conlleva a una ausencia completa de células tTreg, lo que sugiere que
estas citocinas son importantes para su diferenciacion [250]. Ademas, se conoce que los
factores de transcripcion NFAT, NFxB y AP-1 son requeridos para la diferenciacion de

estas células en el timo [251, 252].

Activacion de las Células CD4"* en la periferia

Las células T CD4" naive (aquellas que nunca han dado respuesta a un antigeno)
abandonan el timo y comienzan a dispersarse a través del cuerpo, incluyendo los
nédulos linfaticos. Durante una respuesta inmunoldgica, las células T CD4" reconocen
los péptidos foraneos asociados al complejo MHC de clase Il que son derivados de
proteinas internalizadas y procesadas por las APC [253]. Cuando esto ocurre, el
complejo TCR:CD3 de la célula T CD4" se enlaza fuertemente al complejo
péptido/MHC, junto con su co-receptor CD4. Una vez producido este enlace, la tirosina
quinasa LCK se une a CD4 y fosforila las cadenas intracelulares de CD3, lo que induce
una cascada de sefializacion que activa a la célula T [254], denominada primera sefial de

activacion.

Una vez activada la célula T CD4" a través de su complejo TCR:CD3, la
completa activacion de la célula T requiere la co-estimulacion por la proteina de
membrana CD28. Esta segunda sefial de activacion involucra la interaccion entre el
CD28 en la superficie de los linfocitos T CD4" y las proteinas CD80 o CD86 de las
APC [255]. Este segundo paso de activacion es un mecanismo que asegura que la célula
T responde correctamente a un antigeno extrafio. Si esta sefial no ocurre durante la
exposicion inicial al antigeno, la célula T se vuelve anérgica [256, 257]. Durante el
estado resting o de no activacion de la célula T CD4", CD28 es constantemente
fosforilada por LCK y desfosforilada por CD45 (antigeno comun leucocitario)
permitiendo un estado neutro de fosforilacion. Cuando las APC y las células T entran en
contacto, CD45 es parcialmente excluido de la sinapsis para permitir una fosforilacion
constante de CD28 y su consecuente activacion [258]. Esto genera sefiales en la célula T
naive que induce su proliferacion y diferenciacion hacia diferentes subpoblaciones de

linfocitos T.
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Al igual que sucede en el timo, en la periferia también existen mecanismos que
previenen la proliferacion o expansion de las células T autorreactivas maduras que han
escapado de la tolerancia central, y se denomina tolerancia periférica. La eliminacién
de estas células T autorreactivas tiene lugar mediante mecanismos intrinsecos de las
células T, como la ignorancia (no reconoce o no tiene acceso al autoantigeno) [259] y la
anergia (falta de coestimulacion o segunda sefial de activacion) [257], o por
mecanismos extrinsecos, que involucran a las células dendriticas [260] o a las células
Treg [261].

1.3.4 Subpoblaciones de Células T CD4*

Las células T CD4" pueden ser diferenciadas en células Thl, Th2, Thl7, Thfy
Treg, mediante sefiales extracelulares mediadas por APC o NK y por la expresion de
factores de transcripcion, denominados “reguladores master” que seran relevantes para

especificar el tipo de célula T CD4",

- Células Th1l: la diferenciacion de las células Thl es inducida por la IL-12 y el
interferon-y (IFN-y), secretado por las APC y NK, respectivamente [262]. EI regulador
master de las células Thl es el factor de transcripcion T-BOX (T-BET), el cual suprime
la diferenciacién hacia Th2 bloqueando la expresion del regulador master GATA-3
[263]. La funcién principal de las célula Thl es activar a las células fagociticas y

secretar IFN-y para inducir la generacion de linfocitos T citotéxicos CD8".

- Células Th2: la secrecion de IL-4 y el factor de trascripcion GATA-3 son necesarios
para la diferenciacion de células T naive en células Th2. Ademas, GATA-3 suprime la
diferenciacion de las células Thl impidiendo la sefializacién celular llevada a cabo por
el receptor de IL-12. La principal funcion de las células Th2 es secretar IL-4, IL-5 e IL-
13, lo cual induce reacciones inmunes mediadas por eosinéfilos y mastocitos contra

infecciones producidas por helmintos [264].

- Células Th17: la diferenciacion de las células Thl7 requiere la transcripcion del
regulador méaster RORC, el receptor huérfano relacionado con el receptor de acido
retinoico [265], y la presencia de IL-6, IL-21, IL-23 y TGF-B, aunque existen
controversias acerca del papel de TGF- [266, 267]. La principal funcion de las células

Th17 es proporcionar proteccion frente infecciones bacterianas y fungicas. Las células
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Th17 liberan IL-17A y IL-17F, lo cual estimula a las células epiteliales y endoteliales y
a los macrogafos, e inducen movilizacion, reclutamiento y activacion de neutréfilos
[268]. Ademas, liberan IL-21, y activa a las NK, linfocitos T citotoxicos CD8" y células
B.

- Células Thf (T helper foliculares): El regulador master de las células Thf es BCL-6
[269]. Las células Thf expresan el receptor de quimiocina CXCR5 [270] y pueden
liberar IL-4 e IFN-y. Ademas, se ha descrito su capacidad de ayudar a las células B a

producir anticuerpos [271].

- Células Treg: Las células Treg, como hemos mencionado anteriormente, pueden
diferenciarse en el timo (tTreg), o pueden diferenciarse una vez que las células T CD4*
pasan a la periferia, denominadas Treg derivadas de la periferia (pTreg). La
diferenciacion de las células pTreg requiere la presencia de TGF-B y el regulador méaster
es FOXP3 [272]. Estas células se definen como CD4* CD25"9" CD1271°% FoxpP3Mon,
ademas de expresar otros marcadores bajo condiciones estimuladoras (Anexo 4). Méas
adelante se explicara con detalle las diferencias entre las nTreg y pTreg, y los subtipos
de células pTreg existentes, asi como, las fuentes de células Treg y su mecanismo de

accion.

En primer lugar se pensdé que la diferenciacion de células T helper estaba
mediada por la expresion de un regulador master y, una vez diferenciadas, ejercian su
funcién de manera inflexible (Figura 14A). En la actualidad existen evidencias de que
las células T CD4" presentan plasticidad, y que bajo ciertas condiciones pueden
reestructurar su fenotipo y funcién. La idea inicial atribuia a un regulador master el
control de la diferenciacion especifica de las células T CD4*. Sin embargo, hoy en dia
se conoce que la especificidad de las células T CD4" se basa en la interaccién de varios
factores de transcripcion, que inducen la expresion del regulador méster [273] (Figura
14B). Incluso, nuevos estudios sugieren que probablemente sea mas apropiado entender
la diferenciacion de las células T CD4" en el contexto de relaciones variables entre los
factores de trascripcion, cuya expresion esta regulada por factores extrinsecos e
intrinsecos. De este modo, la expresion de los factores de transcripcion es mucho mas

dinamica y flexible de lo que se penso en los inicios [274].
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Figura 14. Representacion de la diferenciacion de las células T helper. A) Los
primeros estudios sobre la diferenciacién de las células Th condujeron a la idea de que
los subconjuntos de células Th se comportaban como linajes, lo que significaba que su
fenotipo era inflexible. B) Estudios recientes de las células Th han revelado una mayor
flexibilidad en la produccién de citocinas y en la actualidad hay muchos ejemplos de
plasticidad de las células Th (lineas punteadas). Ademas, se han reconocido nuevas
subpoblaciones, como las células Th9 y Th22, que producen selectivamente IL-9 e IL-
22, respectivamente. Imagen tomada y modificada de John J. O'Shea and William E.
Paul [274].

1.3.5 Subpoblaciones de Células T reguladoras

Como hemos comentado previamente, existen dos poblaciones de células Treg;
aquellas que se diferencian en el timo (tTreg) y las que se diferencian en la periferia
bajo ciertos estimulos (pTreg). Ambas poblaciones presentan fenotipos similares y son
capaces de suprimir a las células efectoras [275], pero se distinguen por su estabilidad y

por las modificaciones epigenéticas.

- Células tTreg: también denominadas Treg naturales (nTreg) por ser originadas de
forma natural en el timo, tienen un papel relevante en la prevencién de la
autoinmunidad. Su mecanismo de supresion se basa principalmente en el contacto
célula a célula y en la liberacién de granzima B y perforinas [276]. Asimismo, se
conoce que las células tTreg expresan intensamente FOXP3 y son estables después de
varias divisiones; mientras que las células Treg que expresan bajos niveles de FOXP3

pueden contraer un fenotipo efector bajo determinadas condiciones [277]. Diversos
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estudios han mostrado que la estabilidad de las células tTreg es debida a la
desmetilaciéon del promotor de FOXP3 [278], y estudios méas recientes han mostrado,
ademas desmetilacion del promotor del gen CTLA-4 y del factor de transcripcion
EOMES, implicado en la diferenciacion de linfocitos T CD8* [279].

- Células pTreg: también denominadas células Treg inducidas (iTreg), por ser
derivadas de las células T CD4" en la periferia mediante su activacion por estimulos del
entorno [280]. En presencia de IL-2 y TGF-f, las células pTreg expresan FOXP3 y
adquieren un fenotipo regulador; sin embargo, las células pTreg no son tan estables
como las tTreg [281]. La falta de estabilidad de estas células puede ser explicada por la
metilacién del promotor del gen FOXP3 [278]. EI mecanismo de supresion de las
células T efectoras por las células pTreg estd mediado por la liberacion de IL-10, IL-35
y TGF-B1 y tienen especial relevancia durante procesos inflamatorios, siendo detectadas
en casos de inflamacion cronica como asma, colitis e infecciones con parésitos
intestinales [282]. Ademas, se ha descrito que la flora comensal dirige el desarrollo de
células pTreg para inducir tolerancia a la mucosa [283, 284]. Las pTreg son una
poblacién de células Treg mas heterogénea. Los dos grupos mas comunes de células

pTreg son:

Células Trl: son células pTreg inducidas a través de la sefializacion por IL-10, tanto
in vitro como in vivo y son FoxP3". Las células Trl producen altas cantidades de IL-
10 y niveles intermedios de TGF-p y bajos niveles de IL-5 e IFN-y, tanto en humano
como en raton. La IL-10 directamente inhibe a las células T mediante supresion de
CD28, inhibe la produccién de citocinas inflamatorias y quimioquinas y reduce la
expresion de CD80/86 sobre monocitos/macréfagos y CD. No se ha encontrado hasta
ahora un marcador especifico de células Trl, pero el factor de transcripcion GATA-3
muestra potencial utilidad para su caracterizacion, aunque no es especifico [237, 285,
286].

Células Th3: secretan altas cantidades de TGF-By en menor medida IL-10, y
expresan el factor de transcripcion FoxP3. Su diferenciacion es inducida por TGF-f,
y hasta el momento tampoco se conoce un marcador especifico. Tienen un papel

relevante en la tolerancia del intestino y en la mucosa [237, 286].
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1.3.6 Fuentes de Células T reguladoras

Las células T reguladoras procedentes de Sangre Periférica de Adulto (PB) y de
Sangre de Cordén Umbilical (CB) son una fuente potencial de células Treg para el
tratamiento de enfermedades. En particular, las Treg de CB (CB Treg) son mas
atractivas que las células Treg de PB (PB Treg), ya que al ser procedentes de la
maduracion en el timo (pTreg), presentan un estado naive y una mayor capacidad de
mantener la expresion de FOXP3 [287]. Sin embargo, existe controversia acerca de su
funcionalidad in vitro, ya que algunos estudios han descrito su capacidad supresora
[288, 289], mientras que otros han demostrado que no la presentan [290, 291]. Estas
discrepancias, podrian ser debidas a las diferentes condiciones de cultivo para su
activacion, tales como el estimulo (activacion del receptor TCR o IL-2) y el tipo de
APC usadas en el ensayo de supresion in vitro. En la seccion de la tesis dedicada a las
celulas Treg haremos un estudio comparativo entre células PB Treg y CB Treg, en
cuanto a su caracterizacion, proliferacion y liberacion de citocinas, para analizar sus
diferencias y con la finalidad de conocer cuél de ellas seria mas adecuada para uso en

terapia celular.

1.3.6 Mecanismos de accion de las Células T reguladoras

Las células Treg han mostrado tener capacidad supresora sobre células del
sistema inmune como células T CD4" y CD8', células B, NK, DC,
mastocitos/macrofagos, células NKT, mastocitos, basofilos y eosinofilos. Después de
ser estimuladas, las células Treg puede ejercer su funcion supresora sobre las células

efectoras diana de forma directa o indirecta (Figura 15).

En la actualidad se conocen tres mecanismos directos por los cuales las células

Treg suprimen la funcién de sus células diana.

- Citocinas Inhibitorias: Las células Treg pueden inhibir la proliferacion celular
mediante la liberacion de citocinas supresoras como IL-10, TGF-B y IL-35 o0 expresion
de Galectina-1. Varios estudios has demostrado que TGF-B puede ejercer su funcion
supresora unido a la membrana plasmatica de las células Treg, requiriendo asi contacto
celular, o mediante su liberacion [292]. TGF-B es sintetizado como un precursor (pro-

TGF-B), consistente en dos fragmentos de 55 KDa. EI homodimero C-terminal

-67 -



1. Introduccién — Células T reguladoras

corresponde a la proteina TGF- madura, mientras el homodimero N-terminal contiene
el péptido asociado a latencia (LAP). Ambos homodimeros estan unidos de forma no
covalente en un complejo denominado TGF-3 latente, el cual es inactivo porque LAP
impide la union de TGF-B a su receptor. Cuando la célula Treg es activada, LAP sufre
un cambio conformacional o es degradado por proteasas, permitiendo que TGF-f3 se una
a su receptor [293]. La unién del complejo TGF-p a la membrana plasmatica esta
mediada por la glicoproteina A predominante en repeticiones (GARP), la cual se

expresa exclusivamente en células Treg activadas [294].

- Citolisis: Otro mecanismo por el cual las células Treg suprimir la funcién de sus
celulas dianas es mediante la lisis directa. Tras la estimulacion de su receptor TCR in
vitro, las células Treg sobreexpresan granzima B y pueden lisar células T CD4"y CD8",
mediante un mecanismo dependiente de perforinas [295]. Ademas, también se ha
descrito la lisis de células B [296] y NK [297].

- Disrupcién Metabolica: Las células Treg pueden suprimir a las células efectoras por
privacion de IL-2. Se ha demostrado que las células Treg son incapaces de producir IL-
2; sin embargo, presentan una alta eficiencia en su degradacion mediante la
sobreexpresion de IL-2Ra (CD25). De esta manera, las células Treg sobreexpresan mas
rapidamente el receptor de IL-2 que el resto de células T, lo que conlleva a su inanicién.
Por otro lado, las células T pueden anular su supresion mediada por las Treg mediante

una sobreproduccion de I1L-2 [298].

Las células Treg pueden suprimir a sus células diana mediante mecanismos
indirectos, a través de su interaccion con APC, y en concreto, con células dendriticas

(DC). Este mecanismo involucra a varias moléculas presentes en su membrana.

- Modulacion de la actividad de las APC: Las células Treg se unen mediante la
proteina de membrana CTLA-4 (Antigéno-4 asociado al Linfocito Citotoxico) a las
proteinas CD80/CD86 de las DC. Esta interaccidn induce sefiales inhibitorias en las DC,
disminuyendo asi la co-estimulacion de las células T [290]. Ademas, mediante el Gen-3
de activacion de linfocitos (LAG-3), un homélogo de CD4, se unen al complejo MHC
de clase Il con alta afinidad de las DC, bloquea su maduracion y disminuye la
presentacion del antigeno a las células T [299]. Otras proteinas de membrana, como
Neuropilina-1 (NRP-1) [300], CD39 [301] o la proteina similar a fibrindgeno 2 (FGL-2)
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[302], también se han implicado en los mecanismos de supresién de forma indirecta

mediados por las células Treg.
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Figura 15. Mecanismos de accién de las células T reguladoras. DC Dianas
Modulacion de la actividad de las APC a través de la union de las células Treg a sus
receptores de membrana debilitando la sefial enviada a las células efectoras (Teff);
Disrupcion Metabdlica: incluye la privacion de IL-2, la inhibicién mediada por AMP
ciclico (AMPc) y la inmunosupresion mediada por el receptor de adenosina 2A2;
Competicién: implica la competicion con las células Teff por citocinas criticas como IL-
2 y union con las DC; Citolisis: efecto citotoxico directo a través de la produccion de
granzimas Yy perforinas, induciendo apoptosis de las células Teff o APC; Produccion de
Citocinas Inhibitorias: entre ellas IL-35, IL-10 y TGF-f. Imagen tomada y modificada
de Marta Caridade y colaboradores [303].
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1.3.7 Células T reguladoras y Diabetes

La DM Tipo 1 es una enfermedad autoinmune crénica mediada por células T.
Bajo condiciones normales, la gran mayoria de células T autorreactivas son eliminadas
en el timo a través del mecanismo denominado tolerancia central. Sin embargo, una
pequefia parte escapa de este proceso y son liberadas a la circulacion periférica.
Normalmente, estas células T autorreactivas son suprimidas por las células Treg,
asegurando ambos procesos la tolerancia frente a los antigenos propios. Si uno de estos
dos mecanismos no funciona correctamente, los linfocitos T citotdxicos atacan a las
células del organismo desencadenando una enfermedad autoinmune. En el caso de la
DML, las células T atacan a las células B del islote de Langerhans, resultando en una
deficiencia de produccion de insulina. ElI pancreas sano contiene alrededor de mil
millones de células B [304]. Este numero de células en perfectamente capaz de
enfrentarse a la necesidad de insulina de un individuo sano. De hecho, solo un
porcentaje de ellas son necesarias para garantizar la normoglicemia, encontrandose altos
niveles de glucosa en sangre en DM1 cuando més del 70-80 % de las células  se han

perdido o no son funcionales [305].

A los largo de los afios se han propuesto varias hipétesis sobre la etiologia de la
DML1. Estas incluyen el mimetismo molecular debido a antigenos de la dieta, reaccién
cruzada con antigenos viricos [306-308], implicacion de la microbiota [309, 310] y
defectos en la expresion de antigenos de las células B en los nddulos linfaticos o el timo.
Ademas, se ha descrito una diversidad de defectos en las células B, células Treg, células
T citotoxicas y APC, entre otros defectos inmunoldgicos (Figura 16). Colectivamente,
estos eventos podrian determinar la pérdida de tolerancia inmunoldgica hacia la célula 8
con la consecuente disminucion de masa celular y funcionalidad. De esta manera, la
DML1 es una enfermedad muy heterogénea, y puede ademas variar entre cada paciente
segun su edad, si estd asociado con otras enfermedades autoinmunes, el grado de
susceptibilidad genética por el HLA, la titulacion de anticuerpos contra el islote, la
cantidad residual de célula B funcional en el momento del diagndstico y el estado
variable de la resistencia a la insulina. Todas estas caracteristicas pueden tener un papel
importante en el proceso de destruccion de la célula B, por lo que la detallada
caracterizacion de los pacientes deberia ser tenida en cuenta para los ensayos de

intervencidn autoinmunes.
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Figura 16. Mecanismos de muerte celular de la célula B mediados por el sistema
inmune en pacientes diabéticos tipo 1. Proteinas de la célula  son fagocitadas por las
célula presentadoras de antigenos (APC), tales como las DC. Las APC procesan las
proteinas en fragmentos peptidicos y los presentan a través del complejo MHC de tipo
I1. Estos péptidos seran reconocidos por las células Thl, las cuales activan una serie de
cascadas de sefializacion, entre las que se incluye la activacion de las células B que
producirdn autoanticuerpos especificos del islote y de linfocitos T citotoxicos (Tcit o
CTL) especificos para el antigeno del islote, que pueden directamente lisar a la célula 3
que presenta este antigeno en su membrana a través del complejo MHC de tipo I.
Alternativamente, las células APC pueden presentar el antigeno especifico de islote a
las células Treg que suprimen la cascada pro-inflamatoria, previniendo que la célula
sea destruida. Las cajas azules representan varias caracteristicas inmunoldgicas que
distinguen a los pacientes diabéticos tipo 1 de los individuos normales,
predisponiéndolos a padecer la enfermedad. Imagen tomada y modificada de Bart O.
Roep & Mark Peakman [311].

Hace ya méas de una década que se describidé que la disfuncion de las células
Treg estaba asociada a la DML1. En la actualidad, numerosos estudios documentan una
baja frecuencia de células Treg en pacientes diabéticos, deficiencias en su activacion o
baja capacidad de supresion in vitro [312, 313]. De esta manera, el uso de las células
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Treg en la terapia celular de la diabetes ha centrado la atencion de investigadores de
todo el mundo en los Ultimos afios, con el objetivo de bloquear la destruccién de la
célula B mediada por el sistema inmune, mantener los niveles de Péptido-C e
incrementar el nimero de células B para restaurar su funcionamiento. Varios estudios se
han centrado en el uso de mono-inmunoterapias, mediante la administracion de
anticuerpos monoclonales en pacientes diabéticos, con la finalidad de expandir la
poblacién de células Treg. Estos ensayos han mostrado retraso en el declive de la
funcién de la célula B en ensayos clinicos fase Il, en los que se incluyen el uso de
anticuerpos anti-CD3 (Otelixizumab) [71], anti-CD20 para la delecion selectiva de
linfocitos B (Rituximab) [73] y CTLA-4-l1g (Abatacept), que se une selectivamente a
CD80/86 para bloquear su interaccion con CD28 evitando la fase temprana de
activacion de los linfocitos T [72]. Por otro lado, el uso de IL-2 en pacientes diabéticos
estd abarcando un gran terreno. El receptor de IL-2 de alta afinidad se compone por tres
cadenas diferentes: cadena a (IL-2Ra 0 CD25), B (IL-2Rp o0 CD122) y y (IL-2Ry o
CD132). CD25 es constitutivamente expresado en células Treg, mientras que su
expresion en otras células T es inducida solo después de su activacion. Esto condujo a la
idea del uso terapéutico de IL-2 para inducir la proliferacion de las células Treg y la
restauracion de la homeostasis inmune. Segun esto, dosis bajas de IL-2 deberia impulsar
preferentemente la expansion de células Treg sin causar la activacion inmune global.
Esto se ha mostrado en modelos murinos [314, 315] pero, en humanos, aunque también
se ha mostrado in vitro [316], aln queda por establecerse la dosis y abordar el problema
de la variabilidad entre cada paciente que presenta esta enfermedad. En la actualidad,

existen varios ensayos clinicos que trabajan estas cuestiones [316-318].

El trasplante de células Treg para la terapia celular de la diabetes se ha llevado a
cabo en modelos murinos diabéticos, comprobandose que puede ser una estrategia
efectiva para combatir este trastorno [307-309]. Recientemente, el grupo de Bluestone y
colaboradores ha publicado el primer ensayo clinico con células Treg en fase | con
pacientes diabéticos [76]. En este ensayo, 14 pacientes fueron trasplantados con células
Treg autdlogas expandidas in vitro con diferentes concentraciones celulares (desde 0,05
x 10® hasta 26 x 10® células). En un subconjunto de los pacientes trasplantados se pudo
detectar un afio después células en circulacion y se mostrd un aumento transitorio de
células Treg con un fenotipo estable. Ademas, no se detectaron reacciones adversas

relacionadas con el tratamiento y los niveles de Péptido-C persistieron en varios
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individuos tras dos afios del trasplante. Los favorables resultados obtenidos en este
ensayo, apoyan el desarrollo de un ensayo en fase Il para probar la eficacia de las

células Treg en el tratamiento de la diabetes.

En resumen, hay un conjunto de evidencias que apoyan la idea de que las células
T reguladoras pueden ser una nueva herramienta para el tratamiento de la DM
autoinmune, por lo que su caracterizacion, mecanismos de activacion y expansion in
vitro y estudio de su funcién y estabilidad son claves para comprender y optimizar su
empleo en terapia. Ademas, una cuestion importante es el planteamiento de usar para la
terapia celular de la diabetes celulas Treg aut6logas, como el equipo de Bluestone ha
llevado a cabo, o si por el contrario el uso de células Treg alogénicas seria mas
conveniente. Segun varios estudios, los pacientes diabéticos pueden presentar una baja
frecuencia de células Treg, deficiencias en su activacion o baja capacidad de supresion
in vitro [312, 313], por lo que en éstos casos la terapia con células Treg alogénicas seria
la mejor opcidn. En este terreno, las células CB Treg se presentan como una alternativa
prometedora, por ser la sangre de cordon umbilical una fuente de facil obtencion y
abundante, y por el estado naive de las células Treg.
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Hipotesis

La necesidad de buscar una fuente de células productoras de insulina alternativa
a los islotes de donantes cadavéricos, y de optimizar una terapia para el frenado del
ataque inmunoldgico, que sucede tanto en la diabetes tipo 1 como tras el trasplante de
celulas B, junto con los datos publicados hasta la fecha, nos lleva a proponer que la
terapia combinada de células productoras de insulina derivadas de células madre y
células T reguladoras puede ser una buena herramienta para el tratamiento de la DM. De
este modo, por un lado nos hemos centrado en el estudio de los mecanismos que
controlan la expresion del factor de transcripcion Pdx1 en ceélulas madre embrionarias
de raton, ya que la expresion controlada de este gen puede ser de utilidad para disefiar
un protocolo de diferenciacion hacia células productoras de insulina. Por otro lado, nos
hemos centrado en el estudio de las células T reguladoras procedentes de sangre
Periférica de Adulto y sangre de Corddén Umbilical, para mejorar su caracterizacion y
fenotipado, y buscar la mejor fuente de células T reguladoras humanas para la terapia
celular de la DM. Ademas, aplicaremos dos técnicas de seleccion diferentes, ya que la
pureza de las células y el rendimiento del aislamiento son dos parametros fundamentales

que necesitan ser optimizados para el uso de estas células en terapia celular.

Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es la busqueda de una terapia celular
para la Diabetes Mellitus. Este estudio se ha centrado en dos ramas diferenciadas para

constituir finalmente una terapia celular combinada para el tratamiento de la Diabetes:

1) Optimizacion de la diferenciacion de células madre hacia células productoras de
insulina para el reemplazo de las células beta dafiadas. Generacion in vitro de

células productoras de insulina mediante la expresion controlada de Pdx1.
2) Induccién de la tolerancia mediante la terapia celular con células T reguladoras.
Estudio de las células T reguladoras de sangre periférica de adulto y sangre de

corddn umbilical.
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Dentro de estos dos temas de estudio, los objetivos especificos son los siguientes:

1. Analisis del efecto del DETA-NO sobre la expresion de Pdx1 en células madre

embrionarias de raton.

2. Definicion del efecto del DETA-NO sobre la metilacion de promotor de Pdx1 en

células madre embrionarias de raton.

3. Estudio del efecto del DETA-NO sobre las modificaciones postraducionales de

las histonas sobre el promotor del gen Pdx1 en células madre embrionarias de

raton.

4. Andlisis de la ocupacion de factores de transcripcion y complejos reguladores

sobre el promotor de Pdx1 en células madre embrionarias de raton.

5. Disefio de un protocolo de diferenciacion de CMEr hacia células productoras de

insulina.

6. Disefio de un protocolo de diferenciacion de CME e iPSCs humanas hacia

células productoras de insulina.

7. Seleccidon de células T reguladoras de sangre Periférica de Adulto y sangre de

Corddén Umbilical y mediante dos técnicas de aislamiento diferentes.

8. Andlisis comparativo de la capacidad de proliferacién, activacion y patron de

citocinas liberadas por las células T reguladoras en funcion de su origen y

técnica de seleccion empleada.
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3.1. Lineas celulares y cultivo celular

3.1.1 Células Madre Embrionarias de raton

Las CMEr empleadas en este estudio fueron D3 (ATCC: CRL1934) y R1/E
(ATCC, SCRC1036). Para ambos tipos celulares, el cultivo fue mantenido a 37 °C con
5% CO2 en medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco 32430-100,
Carlsbad, CA, USA), suplementado con 15% suero fetal bovino inactivo (SFB) (Gibco,
10270106, Paisley, Scotland, UK), 0,1 mM B-mercaptoetanol (Gibco 131350-010,
Paisley, Scotland, UK), 2 mM L-glutamina (Gibco 25030-032, Paisley, Scotland, UK),
1% aminoécidos no esenciales (Gibco 11140-035, Paisley, Scotland, UK) y 100 U/ml
penicilina: 100 pg/ml estreptomicina (Gibco 15140-122, Paisley, Scotland, UK). El
estado indiferenciado fue mantenido mediante la adicion de 1000 U/ml del Factor
Inhibidor de la Leucemia (LIF) (Chemicon ESG1107, Charlottesville, VA, USA). El

medio fue cambiado cada 2 o 3 dias, y el pase se realiz6 cada 3-5 dias.

- Tratamientos para el estudio de la regulacion de Pdx1

La linea celular R1/E fue empleada en el estudio de la regulacion de Pdx1, y se
mantuvieron entre los pases 15 y 40. Para los distintos experimentos se cultivaron
durante 3 dias en placas con gelatina en presencia y ausencia de LIF, y posteriormente
fueron expuestas a 500 uM del donador de 6xido nitrico diethylenetriamine nitric oxide
adduct (DETA-NO) (Sigma), durante 19 horas. Para el analisis de la actividad de la
acetiltransferasa P300, se utiliz6 un inhibidor especifico (P300i) (C646, Calbiochem,
382113) afiadido al medio de cultivo al tercer dia y expuesto durante 20-22 horas. De la
misma forma se usé el 5-Aza-2"-desoxicitidina para el estudio de metilacién de ADN a
concentracion final de 1uM. Las células fueron tripsinizadas durante 5 minutos y
recogidas mediante centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos y lavadas con PBS. El

pellet fue guardado a -20°C hasta su procesamiento.

- Protocolo de diferenciacion de CMEr hacia células productoras de insulina

La linea celular D3 fue mantenida entre los pases 10 y 40, y fueron empleadas
en el desarrollo del protocolo de diferenciacion hacia células productoras de insulina.
Para ello, se sembraron unas 300.000 células en placas de cultivo de 152 cm? y se
mantuvieron durante 3 dias en ausencia de LIF, 19 horas con 500 uM DETA-NO, 6 dias
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con 100 uM de acido valproico (VA) (Sigma), y 20-22 horas con 50 uM del inhibidor
de la acetiltransferasa P300 (P300i), C646. A continuacidn, las células supervivientes
fueron despegadas de la placa mediante un raspado suave y transferidas a un tubo donde
las colonias celulares sedimentaron pasados unos 10 minutos. Los agregados resultantes
fueron crecidos en placas no adherentes de 6 pocillos durante 3 dias. El dia 5 del
protocolo, la concentracion de FBS fue reducido al 2% hasta el final (Figura 17). El
medio fue cambiado diariamente tras el quinto dia de cultivo. Las células fueron
recogidas en distintos puntos del protocolo para su analisis por tripsinizacion durante 5
minutos, centrifugacién a 1000 rpm durante 5 minutos y lavadas con PBS. El pellet fue
guardado a -20°C hasta su uso. Para el andlisis de liberacion de insulina en respuesta a
glucosa los agregados resultantes no fueron tripsinizados, se recogieron mediante
precipitacion y se procedio directamente a la estimulacion con glucosa y KCI. Los

sobrenadantes se guardaron a -20°C.

15% SFB 2% SFB

Acido Valproica p300i
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Figura 17. Protocolo de diferenciacion de células CMEr hacia células productoras
de insulina. El protocolo de diferenciacion en la linea celular D3 consistié en 5 pasos:
1) retirada del LIF de medio de cultivo para favorecer la diferenciacion espontanea; 2)
adicion de 500 uM de DETA-NO durante 19 horas; 3) cultivo durante seis dias con VA
100 uM; 4) tratamiento con 50 uM de P300i durante 20-22 horas; 5) cultivo en
suspension durante tres dias para la formacion de agregados celulares. El dia 5 de
cultivo se redujo el porcentaje de suero al 2% hasta el final del protocolo.

3.1.2 Células Madre Embrionarias y de Pluripotencia Inducida

humanas

Las células madre embrionarias de origen humano (CMEh) que se ha empleado
es la linea celular HS181, generada por O. Hovatta y cedida por el Instituto Karolinska,
y la linea celular de Pluripotencia Inducida humana (hiPSC) fue MSUHO001, obtenida
de la Red de Biobancos del ISCIII (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e

Igualdad). Estas células derivan de la linea IMR90 (fibroblastos fetales obtenidos de la
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ATCC). Ambas lineas celulares crecen en un medio de cultivo condicionado por
Fibroblastos humanos (ATCC: CRL2429), por lo que el primer paso es el cultivo de
éstos. Para la expansion de los fibroblastos se utilizd un medio de cultivo con medio
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Gibco, 2198-032), 10% de suero fetal
inactivo (Gibco, 10270106, Paisley, Scotland, UK) y 25 U/ml penicilina: 25 pg/ml
estreptomicina (Gibco, 15140-122, Paisley, Scotland, UK). Cuando el cultivo de
fibroblastos alcanza una confluencia superior al 80% son inactivados con 10 ng/ml de
mitomicina (Sigma, M4287-2M6) durante 3 horas. La placa debe lavarse dos veces con
PBS para retirar la mitomicina y se mantienen durante 24 horas en su medio de cultivo.
Al dia siguiente los fibroblastos son mantenidos con el medio que sera utilizado para el
crecimiento de las lineas humanas HS181 y MSUHO001, cambiandose y recogiendo el
medio a diario hasta 10 dias. Este medio esta compuesto por KNOCKOUT DEMEN
(Gibco, 10829-018, Paisley, Scotland, UK), 20% de substituto de suero o suero
replacement (KSR) (Gibco, 10828-028), 0,1 mM p-mercaptoetanol (Gibco, 131350-010,
Paisley, Scotland, UK), 2 mM L-glutamina (Gibco, 25030-032, Paisley, Scotland, UK),
1% aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140-035, Paisley, Scotland, UK) y 50 U/ml
penicilina: 50 pg/ml estreptomicina (Gibco 15140-122, Paisley). EI medio es filtrado y
guardado a -80°C hasta su uso. Para el mantenimiento del estado indiferenciado se
afiade el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (bFGF) (Invitrogene, 13256029) a una
concentracion final de 8 ng/ml. Las células HS181 y MSUHO001 crecen sobre matrigel
(1:60) (BD BIOCIENCES, 354277), que es incubado sobre la placa durante una hora,
después es retirado y la placa es lavada con KNOCKOUT DEMEN. El medio fue
cambiado diariamente y se hizo pase cada 6-7 dias.

- Protocolo de diferenciacion de CMEh e hiPSC hacia células productoras de
insulina

Las lineas celulares humanas HS181 y MSUHO001 fueron utilizadas para el
desarrollo del protocolo de diferenciacion que anteriormente fue realizado en la linea de
raton D3. En este caso el protocolo fue adaptado en dias y medios de cultivo éptimos
para que fuera funcional. En primer lugar, se sembraron 60.000 células en placas de 6
pocillos (9,5 cm?/pocillo) y se mantuvieron durante 2 dias en Medio Condicionado por
fibroblastos (MC) suplementado con 8 ng/ml bFGF, tras lo cual se afiadié medio al 20%
de suero replacement sin condicionar y sin suplementar con bFGF para inducir

diferenciacion espontanea. Transcurridos dos dias, se empled el mismo medio de cultivo
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pero reducido en suero replacement hasta el 2%, mantenido asi hasta el final del
protocolo. Al dia siguiente, se trataron las células durante 19 horas con 500 uM DETA-
NO, 6 dias con 100 uM VA, y 20-22 horas con 50 uM P300i. Para el paso de
maduracion con la linea celular HS181 se realizaron cultivos en suspension, similares al
protocolo establecido con las células de raton, cultivo en adherencia, se probd un medio
suplementado con Insulina (1,72uM)- Transferrina (0,069 puM)- Selenito de sodio
(0,039 uM) (ITS) y/o adicion de pequeiias moléculas como 10 mM de nicotinamida
(NC) (Sigma, N0636) y 75 uM de resveratrol (RV) (Sigma, R5010) (Figura 18). El
medio fue cambiado diariamente tras el cuarto dia de cultivo. Las células fueron
recogidas en distintos puntos del protocolo mediante la utilizacién de acutasa (Bioline,
00-4555-56), incubacion durante 5 minutos a 37 °C, centrifugacion a 800 rpm durante 5
minutos. Finalmente fueron lavadas con PBS vy el pellet fue guardado a -20°C hasta su

uso.

Medio Medio con sustituto del suero, KSR
Condicionado “Knockout Serum Replacement”

MC) 20% 2%

l“l‘_ KSR _OR
aogmy % swy

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Dias

Medios Mecanismo de Cultivo||Pequefias Moléculas
KSR 2% Adherencia Nicotinamida
KSR 2%-ITS Suspensién Resveratrol

Figura 18. Protocolo de diferenciacion de células CMEh y hiPSC hacia células
productoras de insulina. El protocolo de diferenciacion en la linea celular HS181
consisti6 en 7 pasos: 1) dos dias de cultivo con Medio Condicionado (MC)
suplementado con bFGF a una concentracion de 8ng/ml; 2) cultivo con medio no
condicionado al 20% de suero replacement (KSR) durante dos dias; 3) reduccién de
KSR al 2% al cuarto dia de cultivo mantenido hasta el final del protocolo; 4)
tratamiento con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas; 5) mantenimiento del cultivo
durante seis dias con 100 uM de &cido valproico; 6) tratamiento con 50 puM del
inhibidor de la acetiltransferasa P300 durante 20-22 horas; 7) paso de maduracion final,
en el que se han probado distintas condiciones: cultivo en suspension, cultivo en
adherencia, medio con insulina-transferrina-selenito de sodio (ITS) y/o adicion de
pequefias moléculas como nicotinamida (10 mM) y resveratrol (75 uM). El protocolo de
diferenciacion con la linea celular MSUHOQO0L1 solo se ha reproducido hasta el dia 13.
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3.1.3 Células de insulinoma

Las células de insulinoma de rata INS-1E fueron cedidas gentilmente por el Dr.
P. Maechler, Geneva University. Es una linea clonal derivada de insulinoma de rata
(INS-1). La linea INS-1E se caracteriza, a diferencia de la linea parental, por ser clonal,
homogénea y méas estable en cultivos prolongados; su fenotipo y su capacidad de
secretar insulina en respuesta a la glucosa se mantiene por mas pases. ElI medio de
cultivo utilizado para su crecimiento fue RPMI-1640 (LONZA, BE12-167F, San Diego,
USA), suplementado con 10% suero fetal bovino inactivo (Gibco, 10270106, Paisley,
Scotland, UK), 10 mM HEPES (Gibco, 15630-080, Paisley, Scotland, UK), 1 mM
piruvato sodico (Gibco, 11360-070, Paisley, Scotland, UK), 100 U/ml penicilina: 100
pg/ml estreptomicina (Gibco 15140-122, Paisley, Scotland, UK), 2 mM L-glutamina
(Gibco 25030-032, Paisley, Scotland, UK) y 0,1 mM B-mercaptoetanol (Gibco 131350-
010, Paisley, Scotland, UK). Fueron mantenidas a 37 °C y 5% CO. y el medio fue
cambiado cada 2 o 3 dias. El pase celular se realiza cuando la placa esta confluente. La
linea celular INS-1E fue empleada como control para el estudio del andlisis de

metilacion del promotor de Pdx1.

3.1.4 Células T reguladoras

El estudio de las células T reguladoras extraidas de sangre periférica de adulto y
de cordon umbilical fue realizado en el Centro Anthony Nolan, Londres, bajo la
supervision de la Dr. Aurore Saudemont y el Dr. Alejandro Madrigal. El aislamiento de
las células T reguladoras se llevé a cabo mediante dos procedimientos distintos,
mediante el uso del Kit CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec
Kit), y por la tecnologia Streptamer. El procedimiento seguido en cada caso se detalla a

continuacion.

- CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec Kit). Este
procedimiento de seleccién de celulas parte del aislamiento previo de las células
mononucleares de la sangre mediante gradiente con Ficoll. En primer lugar, la sangre de
cordon umbilical es diluida 1:1 con RPMI 1640 (Lonza, Belgium) conteniendo 0,63%
de citrato trisodio (Sigma, USA) y 0,05 uM de B-mercaptoetanol (Life Technologies,
UK), denominado medio de transporte. La sangre diluida es vertida sobre 15 ml de

Ficoll-Paque-PLUS (GE Healthcare Life Sciences) muy lentamente sobre las paredes
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del Falcon. A continuacion, se procede a centrifugar las muestras a 2000 rpm durante 30
minutos, a temperatura ambiente (TA), con el frenado desactivado para evitar la parada
brusca de la centrifuga. Tras la centrifugacion, se observan claramente las distintas
fases celulares (Figura 19A). Para el aislamiento de las células mononucleares se utiliza
una pipeta Pasteur y se recolecta la fase que contiene este tipo celular (Figura 19B). Las
celulas mononucleares son transferidas a tubos nuevos, donde se afiade RPMI hasta 50
ml y son centrifugadas a 1600 rpm durante 10 min a TA. Para la eliminacion de los
eritrocitos que encontramos en el pellet resultante, se procede a realizar uno o dos pasos
de lisis celular consistente en la adicion de 4 ml de buffer de lisis PharmLyse 1X (BD
Biosciences, UK) e incubacion durante 4 minutos a 37 °C. Rapidamente se adiciona
RPMI hasta rellenar el tubo Falcon y finalmente se centrifuga a 1600 rpm durante 10
minutos a TA. Finalmente se procede a contar las células mediante la dilucién 1:1 con
azul de tripan y la utilizacion de un hemocitometro.

De la misma forma se aislaron las células T reguladoras de sangre periférica de
adultos. La unica variacion del protocolo fue la cantidad de sangre diluida 1:1 con
medio de transporte que se afiade sobre el Ficoll-Paque Plus. En el caso de la sangre de
cordon umbilical fueron 35 ml de sangre diluida por cada 15 ml de Ficoll; y en el caso

de la sangre periférica 15 ml de sangre diluida por cada 15 ml de Ficoll.

A Sangre de Cordén B
Ficoll-Paque

Umbilical Diluida

) Hliaa
i Cél. Mononucleares
Centrifugacion Ficoll-Paque
2000 rpm
. 30 min Eritrocitos y
\j Vertir lentamente la sangre Coads s
diluida sobre el Ficoll

Figura 19. Método de aislamiento de las Ceélulas Mononucleares de Cordon
Umbilical por centrifugacion por gradiente densidad con Ficoll. A) La imagen de la
izquierda muestra un tubo con sangre de cordon umbilical mezclada a dilucion 1:1 con
medio de transporte. La segunda imagen muestra un tubo con 15 ml de Ficoll Paque-
PLUS, sobre cual se vertera la sangre diluida muy lentamente sobre las paredes del
falcon. Finalmente, la imagen de la derecha muestra el resultado de la centrifugacion a
2000 rpm durante 30 minutos, donde se observan las distintas fases celulares. B)
Esquema de las fases formadas tras la centrifugacion y separacion de las células en
funcion a su densidad.
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Las celulas mononucleares sedimentadas fueron resuspendidas en buffer de
marcaje AB (Buffer MACS: 2 mM EDTA y 1% BSA, albdmina de suero bovino, en
PBS, suplementado al 10% con suero humano AB) segun el numero de celulas
mononucleares de partida. Se afiadié 300 ul de buffer de marcaje AB por cada 300 x 10°
células mononucleares. A continuacion, se procede a marcar las células con las
microesferas conjugadas con el anticuerpo anti-CD25: 2 ul de microesferas anti-CD25
por cada 10 x 10° células y se incuba a 4 °C por 15 minutos en oscuridad.
Seguidamente, la suspension celular se lava con 10 ml de buffer MACS y se centrifuga
a 1500 rpm durante 10 minutos a TA. El sedimento es resuspendido en 2 ml de buffer
MACS por cada 100 x 10° células y se afiade a una columna Place LS column colocada
en un campo magnético (Figura 20A) y humedecida previamente con 3 ml de buffer
MACS. Guardamos un poco de suspension celular como control de material de partida
para el andlisis de pureza y calculo del rendimiento de la seleccion. Posteriormente, se
recoge la suspension celular no retenida en la columna junto con el flujo que pasa tras
los 4 lavados consecutivos con 2 ml de buffer MACS. Esta sera la fraccion celular de
células CD25". Para la elucion de las células CD25", se separa la columna del campo
magnético y se recogen mediante la adicion de 2 ml de buffer MACS vy la utilizacion de
un émbolo ejerciendo presion. Este paso se repite dos veces y los 4 ml de suspension
celular se centrifugan a 1400 rpm por 10 minutos a TA. Para una mayor pureza de
células CD25", el sedimento resultante de la primera purificacion se resuspende en 1 ml
de buffer MACS y se vuelva a pasar por una columna Place LS column, repitiéndose el
mismo proceso. Las células seleccionadas se resuspenden en 1 ml de medio completo
(RPMI suplementado al 10% de SFB) y se procede al recuento mediante dilucion 1:1
con azul de tripan y el uso de un hemocitometro. Para el analisis de pureza se empleo el
marcaje con anticuerpos especificos para marcadores de superficie de células T
reguladoras y se analizaron por citometria de flujo delimitando sobre Linfocitos/ DAPI/
CD45'/ CD4*/ CD25"9" CD127'v,

- Tecnologia Streptamer. Para la seleccion de las células T reguladoras por este
procedimiento, el primer paso es hacer un recuento de las células nucleares totales
presentes en la sangre de cordon umbilical. Para ello, se utiliza una solucion Tirk que
crea hemolisis de los eritrocitos por su contenido en &cido acético y tifie de azul los
leucocitos, que son contados con ayuda de un hemocitometro. El contenido, por lo
general, de células nucleares en la sangre de cordon umbilical suele ser entre 7-10 x 10°
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células nucleares por ml. Para el aislamiento de las células Treg se partié de unos 250 x
10° células nucleares, por lo que el volumen de sangre de corddn requerido fue de 25-35
ml aproximadamente. El primer paso consiste en incubar durante toda la noche en
buffer IS 1X (PBS al 1% de BSA) (IBA-Lifesciences) las particulas magnéticas con
Strep-Tactin (IBA-lifesciences) y la region variable del anticuerpo, fab anti-CD25 en
agitacion a 4 °C. Los volumenes utilizados fueron: 50 ul de anti-CD25fab, 75 ul de
buffer 1S 1X, y 375 ul de microesferas Strep-Tactin por cada 250 x 10° células
nucleares. Al dia siguiente se incuba, durante unos 20-25 minutos a 4 °C y agitacion, el
complejo magnético unido a fab anti-CD25 con el volumen de sangre de cordon
umbilical correspondiente. Tras el periodo de incubacion, la sangre se distribuye en
tubos de 15 ml, los cuales se colocan sobre un soporte magnético (Figura 20B) durante
3 minutos. Trascurrido este tiempo, se retira el sobrenadante con cuidado con ayuda de
una pipeta Pasteur, y se realizan 5 lavados con el buffer ISI 1X frio. Tras el segundo
lavado, para evitar que el ADN de las células muertas se pegue y forme aglomerados
entre las células y el complejo, se realizan uno o dos pasos de digestion de 100-200 pl
de ADNasa (1 x 108 1U/ml) (Calbiochem, 260913), durante 10 minutos en agitacion y
TA. Durante este tiempo se puede observar como los grumos van desapareciendo
conforme la ADNasa va digiriendo el ADN. Este paso es critico para asegurar la union
de las células CD25" y evitar uniones inespecificas por la formacién de los agregados.
Al finalizar los 5 pasos de lavados, se procede a la elucién. Para ello, se prepara una
solucion en buffer ISI 1X a TA con D-Biotina a 1 mM, que competira con el fab por
unirse a la Strep-Tactin, y se incuba con el complejo durante 10 minutos a TA y
agitacion. Los tubos se colocan en el soporte magnético y se recoge el sobrenadante que
contiene las células CD25" libres del complejo magnético. Este paso se repite dos veces
mas utilizando una solucion a 100 uM de D-Biotina. Todos los sobrenadantes
conteniendo las células de interés se juntan en un tubo Falcon y se centrifuga durante 10
minutos a 1600 rpm. En este punto es posible que queden posibles residuos de células
unidas a complejos magnéticos, por lo que el sedimento celular se incuba con 1-2 ml de
D-Biotina 1 mM durante 10 minutos a TA y agitacion, y se coloca en el soporte
magnético. En el momento que se observa la aparicion de complejos (se ven de color
marron) desplazandose hacia el iman, el sobrenadante es recogido. Finalmente, tras otro
paso de lavado con Buffer ISI 1X y centrifugacion, las células se resuspenden en 1 ml

de medio de cultivo completo y se procede a contarlas mediante tincion con la solucién
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Turk y ayuda de un hemocitémetro. El andlisis de pureza de las células aisladas se llevo
a cabo mediante citometria de flujo de la misma forma que en la seleccion por el
método basado en columnas.

A) Miltenyi Biotec Kit B) Streptamer

| ———
Lalatabadotoy

Figura 20. Técnicas de seleccion de células T reguladoras. A) Técnica de seleccion
Miltenyi Biotec Kit. Tras el marcaje de las células mononucleares con el anticuerpo anti-
CD25 del kit CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit unido a un complejo
magnético, la suspension celular se pasa por columnas colocadas en un campo
magnético. Las células CD25" seran retenidas en la columna y las negativas seran
eluidas. B) Técnica de seleccibn mediante la tecnologia Streptamer. Las células
nucleadas de la sangre de cordon umbilical se unen a un complejo magnético de
microesferas StrepTactin- fab anti-CD25, y se separan del resto con la ayuda de un
soporte magnético. Mediante lavados y elucion con D-Biotina se obtienen finalmente
células CD25" libres de marcaje.

- Activacion y cultivo de las células T reguladoras

Una vez que se han aislado las células T reguladoras, se resuspenden en medio
completo a una concentracion celular de 1000-2000 células por ml. Para cultivar las
células Treg que van a ser activadas se prepara una placa de 96 pocillos (flat bottom)
con anticuerpo anti-CD3 (clone HIT3a, BD Biosciences, Belgium). El anticuerpo anti-
CD3 se diluye con PBS a una concentracion de 10 pug/ml y 50 ul de esta dilucién se
afiade a cada pocillo. La placa se incuba a 37 °C durante 2 horas o toda la noche, en el
caso que se prepare la placa el dia antes del aislamiento. Para el cultivo de células no
activadas (“resting”), se prepara medio de cultivo completo con 2000 U/ml de IL-2
(Prospect, Israel), y para la activacion celular preparamos medio completo con 2000
U/ml de IL-2 y 20 ug/ml de anticuerpo anti-CD28 (clone CD28.2, BD Biosciences,
Belgium). Una vez pasado el tiempo de incubacion de la placa de 96 pocillos con anti-

CDg3, se retira el anticuerpo y se lavan los pocillos con 200 ul de PBS. A continuacion,
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se aflade 100 ul del medio para activar las células a los pocillos cultivados con anti-CD3
y 100 ul de medio para las células “resting” en otros pocillos no incubados con anti-
CDa3. Finalmente, se afiade 100 ul del cultivo celular, de tal manera que el volumen de
medio total por pocillo es 200 pl, el numero celular es 100.000-200.000 células por
pocillo, la concentracion de IL-2 es de 1000 U/ml y la concentracion de anti-CD28 es de
10 pg/ml. La placa se cultiva a 37 °C y 5% CO». La activacion celular se analiza en el
dia 0, a la vez que se realiza en analisis de pureza, y en los dias 2 y 5 mediante el
marcaje con anticuerpos especificos y citometria de flujo. Ademas, se guardan células a
dia 0, y activadas y “resting”, a dias 2 y 5, a -80 °C para el analisis de expresion génica;
y sus respectivos sobrenadantes, a -20 °C, para el analisis de liberacion de citocinas.

3.2. Técnicas de Biologia Molecular

3.2.1 Medida de la expresion génica

- Aislamiento del ARN. El ARN total fue extraido usando trizol, “Easy Blue® reagent”
(Intron Biotechnology, Gyeonggi-do, Korea) y cloroformo/ isopropanol. EI Trizol es
una solucién monoféasica de fenol y guanidina isotiocinato que rompe las células y
disuelve los componentes celulares manteniendo intacto el ARN. La adicion de
cloroformo permite separar, mediante centrifugacion, la fase acuosa que contiene el
ARN de la fase organica (ADN y proteinas). EI ARN obtenido se precipita con
isopropanol, se lava con etanol al 75% y se diluye en agua libre de ARNasa. Las
muestras se calentaron a 65 °C durante 5 minutos y el ARN total fue cuantificado
mediante absorcion espectrofotométrica (NanodropTM, ND-1000) midiéndose su
concentracion a longitudes de onda de 260 nm y utilizando los ratios 260/280 y 260/230
como criterios de pureza del ARN obtenido. Posteriormente, las muestras fueron
conservadas a -20 °C hasta el momento de su utilizacion. Para la extraccion de ARN de
las células T reguladoras, como el pellet celular es muy pequefio, se emple6 RNeasy
Micro Kit (Quiagen, 74004), segun las instrucciones de la casa comercial. EI ARN
extraido fue cuantificado mediante absorcidn espectrofotométrica, de la misma forma

que el caso anterior.
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- Transcripcion inversa. Las sintesis de ADN complementario (ADNCc) se realizé a
partir de 0,5-1 pg de ARN total de cada muestra, usando la retrotranscriptasa de Quanta
Biosciences (95047-100) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se diluyd
0,5-1 pg de ARN en agua de grado molecular hasta un volumen final de 15 pl, se
calento a 65 °C durante 5 minutos para eliminar las estructuras secundarias, y se afiadio
4 ul de Mix 5X a cada muestra y 1 ul de retrotranscriptasa. Las muestras se incubaron a
TA durante 5 minutos y fueron mantenidas a 42 °C durante 30 minutos para favorecer la
actividad de la enzima. Finalmente, para detener la reaccién las muestras fueron
incubadas 5 minutos a 85 °C y el ADNc obtenido se almacend a -20 °C hasta el
momento de su utilizacién. La transcripcion inversa del ARN extraido de las células
Treg se llevé a cabo con SuperScript® 111 Reverse Transcriptase (ThermoFisher), segun
las recomendaciones de la casa comercial. 200 ng de ARN fueron retrotranscritos en un
volumen total de 20 ul y el ADNc obtenido se diluyé hasta 60 ul con agua y

directamente fue usado para la reaccion de PCR cuantitativa.

- PCR cualitativa. Para la realizacion de la PCR cualitativa, se empled la enzima
MyTaq red (Bioline, BIO21108) segun las instrucciones de la casa comercial y un
termociclador Biorad 1709701. Los reactivos y las concentraciones utilizadas para la
reaccion pueden ser consultados en la tabla 1. Las condiciones de la reaccién fueron:
una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95 °C, seguida del numero establecido de
ciclos (30-40), consistentes en tres fases de 30 segundos de desnaturalizacion a 95 °C,
15 segundos de hibridacion a la temperatura adecuada para cada cebador y 15 segundos
para la elongacion a 72 °C. Finalmente, se procede a un paso de elongacion final de 10
minutos a 72 °C. Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2% tefiidos con RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON,
21141). La electroforesis se desarroll6 en tampon TAE (Tris, Acetato y EDTA) durante
aproximadamente 45 minutos o 1 hora a 100 V. Una vez finalizada la electroforesis, se
tomaron imagenes de los productos de amplificaciébn con luz ultravioleta en un
transiluminador (Bio-Rad) mediante el software Quantity One (Bio-Rad). Como control

enddgeno, se empled la amplificacion del gen p-actina.
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Reactivos Volumen (ul) Concentracion Final
Buffer 5X 4 1X
Cebador F (10 uM) 0,5 250 nM
Cebador R (10 pM) 0,5 250 nM
MyTaq red (5 U/pl) 0,2 U
ADNCc 1-3
Agua Grado Molecular Hasta 20

Tabla 1. Componentes de la reaccion de PCR cualitativa.

- PCR cuantitativa. Para el analisis de PCR a tiempo real se empled el reactivo SYBR
Green 2X (iTag™ Universal SYBR® Green One-Step Kit, Bio-Rad 1725150) y
para la amplificacion del ADN vy la deteccion de la sefial se empled el termociclador
ABI Prism 7500, en el caso del estudio de Pdx1 y el protocolo de diferenciacion, y
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), en el estudio de la
expresion de marcadores de células Treg. EI programa empleado consta de un paso de
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de amplificacién
consistentes en 30 segundos de desnaturalizacion y 1 minuto de hibridacion a la
temperatura adecuada para cada cebador, y una curva de disociacion final consistente en
15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C. Esta curva nos permitira
comprobar la especificidad de nuestros cebadores. Los resultados fueron normalizados a
la expresion del marcador enddgeno f-actina. Las reacciones de PCR a tiempo real

Ilevadas a cabo en los diferentes ensayos y los cebadores usados en cada experimento,

se detallan en las tablas que se presentan a continuacion.

. Volumen Concentracion . Volumen Concentracion
Reactivos . Reactivos .
({T1)] Final (ul) Final
Sybr Green 2X 10 1X Sybr Green 2X 10 1X
Cebador F 0,2 100 nM Cebador F* 1,8 900 nM
Cebador 0,2 100 nM Cebador R* 1,8 900 nM
ADNC 1 ADNC 3
Agua Hasta 20 Agua Hasta 20

Tabla 2. Tabla comparativa de los componentes de las PCR a tiempo real. Tabla
izquierda: reaccion llevada a cabo en el estudio de Pdx1 y el disefio del protocolo de
diferenciacion; tabla derecha: reaccion llevada a cabo en el estudio de la caracterizacion
de células Treg. * En este ultimo caso, para amplificar el gen endégeno f-Actina, se uso
1 pl de un mix de cebadores comerciales (Primerdesign), lo que equivale a 300 nM de
concentracion final.
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- Disefio de cebadores. Para el disefio de las secuencias de los cebadores especificos de
cada gen se emple6 la base de datos como NCBI, BLASTNn, referencias bibliogréaficas y
herramientas informaticas como: http://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index. Los

cebadores empleados en cada experimento de amplificacion por PCR se muestran en la
tabla 3, ordenados por espacie, ratén y humano y los utilizados en el estudio de las

células T reguladoras.

Cebadores utilizados en las lineas celulares de raton

Secuencia 5°-- 3

Pdx1 F AGCTCCCTTTCCCGTGGATGAAAT 112 60
Pdx1 R TAGGCAGTACGGGTCCTCTTGTTT
P300 F GCATGCGGTCTGTGAACAACATG 191 60
P300 R AGTACTAGATGGCTGAGCTGCTGT
Jarid-2 F AGAAGGATGATGCCTCCCAAGTGT 154 60
Jarid-2 R ATCTTCACTGGAGTTGTGCTGGGA
Ezh2 F TCGTAAGTGCAGTTATTCCTTCCA' 151 60
Ezh2 R ACGCTCAGCAGTAAG AGCAG
Dnmtl F ATAGCTACCGGTTCTTCGGCAACA 116 60
Dnmtl R ACTGGACAGCAGGCAGAGCTTAAT
Dnmt3a F CGGAGCCGAGCAGCTGAA 180 60
Dnmt3a R GCTGGCCACCTGGAGGA
Dnmt3b F GCACTGGCAATTGTCACTTTGTCATCA 150 60
Dnmt3b R AGGGCTCCCAAGTATCAGAGGTTT
Dnmtl F TATGCGCTGCCTCGCCAG 205 60
Dnmtl R GGGGCGCATGCTTGCTC
Pax4 F GCAGTGTGAATCAGCTAGGGG 103 60
Pax4 R CAGGGTCGCATCCCTCTTATT
Nkx6.1 F CTGCACAGTATGGCCGAGATG 135 60
Nkx6.1 R CCGGGTTATGTGAGCCCAA
FoxA2 F TCAACGACTGCTTTCTCAAGGTGC 97 60
FoxA2 R TTCTCGAACATGTTGCCCGAGTCT
Sox17 F TTATGGTGTGGGCCAAAGACGAAC 105 60
Sox17 R TCAACGCCTTCCAAGACTTGCCTA
Nkx2.2 F ATCGCTACAAGATGAAACGTGCCC 140 60
Nkx2.2 R CAGTCGCCCGACCTGAAATTGTTT
HnflB F ACAGGGCAGAATGTTTGCAACGAG 150 60
HnfIB R TATAGGCATCCATGGCCAGCTTCT
Glut2 F GGCCCTTGTCACAGGCATTCTTATT 139 58
Glut2 R TGGACAGAAGAGCAGTAGCAGACA
Ptfla F CATTAACTTCCTCAGCGAGCTGGT 137 60
Ptfla R AGATGATAACCTTCTGGGCCTGGT
Insulina 1 F AACCCCCAGCCCTTAGTGACC 124/242 59,5

-03-


http://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index

3. Materiales y Métodos

Insulina 1 R
Glucokinasa F
Glucokinasa R

Kir6.2 F
Kir6.2 R
Glucagon F
Glucagon R
Somatostatina F
Somatostatina R

Amylasa 2 F
Amylasa 2 R

b-Actina F

b-Actina R

TTTGGGCTCCCAGAGGGCA
TGGATGACAGAGCCAGGATGG
ACTTCTGAGCCTTCTGGGGTG
GGCTCCTAGTGACCTGCACCA
CCACAGCCACACTGCGCTT
TTACTTTGTGGCTGGATTGCTT
AGTGGCGTTTGTCTTCATTCA
ACCGGGAAACAGGAACTGG
TTGCTGGGTTCGAGTTGGC
TTCGAGTGGCGCTGGGTTGATATT
TGTTGCACCTTGTCACCATGTCTCT
TCCTGTGGCATCCATGAAACTACA
ACCAGACAGCACTGTGTTGGCATA

Secuencia 5°-- 3°

208

317

148

159

214/546

93

Cebadores utilizados en las lineas celulares humanas

58,8

61

60

60

SHES

60

PDX1F
PDX1R
SOX17F
SOX17 R
FOXA2 F
FOXA2 R
HNF1B F
HNF1B R
NKX6.1 F
NKX6.1 R
NKX2.2 F
NKX2.2 R
INS2 F
INS2 R
GLUT2F
GLUT2R
GCK F
GCK R

B-ACTINA F

B-ACTINAR
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TACTGGATTGGCGTTGTTTGTGGC
AGGGAGCCTTCCAATGTGTATGGT
TGGACCGCACGGAATTTGAACA
TGTGTAACACTGCTTCTGGCCT
TTGCTGGTCGTTTGTTGTGGCT
TTCATGTTGCTCACGGAGGAGT
TCACAGATACCAGCAGCATCAGT
GGGCATCACCAGGCTTGTA
CTCCTCCTCGTCCTCGTCGTCGTC
CTTGACCTGACTCTCTGTCATC
CGGACAATGACAAGGAGACCCCG
CGCTCACCAAGTCCACTGCTGCTGG
TTTGTGAACCAACACCTGTGCGG
TTGTTCCACAATGCCACGCTTCTG
TTC CGG AAT CAATGG CATTT
TGT TTA CAG CGC CAACTCCA
CCTGGGTGGCACTAACTTCAG
TAGTCGAAGAGCATCTCAGCA
CGTACCACTGGCATCGTGAT
TTCTCCTTAATGTCACGCAC

153

74

700

492

210

101

141

206

60

60

59

59

59

58

60

60
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Cebadores utilizados en el estudio de las células T reguladoras

Gen Secuencia 5°-- 3’ Tamafio (pb) Tm (°C)
IL-10 F TGAGAACAGCTGCACCCACT 164 60
IL-10R GGCAACCCAGGTAACCCTTA

TGF-B1F GACTACTACGCCAAGGAGGTCA 88 60
TGF-B1R TGCTGTGTGTACTCTGCTTGAAC

FOXP3 F CACCTGGCTGGGAAAATGG 63 60
FOXP3 R GGAGCCCTTGTCGGATGAT

Tabla 3. Lista de cebadores empleados en las PCR cualitativas y cuantitativas. F:
cebador Forward; R: cebador Reverse.

3.2.2 Western Blot

- Extraccion y cuantificacion de proteinas. El precipitado celular fue resuspendido e
incubado con buffer RIPA (Sigma) suplementado con inhibidor de proteasa (Sigma) y
un coctel inhibidor de fosfatasas (Sigma) durante 45 minutos en hielo. A continuacion,
se sonican las muestras en hielo con 4 pulsos de 10 segundos cada uno, al 10% de
amplitud, en un sonicador Branson (Branson Digital Sonifier, Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, CT, USA) y se centrifugan a 4 °C y 10000 rpm durante 15
minutos. Tras la centrifugacion, se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se
procede a cuantificar la cantidad de proteina extraida mediante la técnica de Bradford,
utilizando una recta de calibrado con BSA como estandar y un lector de placas (Asys
UVM-340 Microplate reader V.1.0). Una vez conocida la concentracion de proteina, se
procede a su desnaturalizacién mediante la adicion de buffer Laemmli 5X (315 mM
Tris-HCI pH 6,8, glicerol 50%, SDS 10% y azul de bromofenol 0,01%) y 0,1% de B-
mercaptoetanol (Sigma) durante 10 minutos a 96 °C.

- Electroforesis SDS-PAGE. Para la electroforesis de proteinas se empled geles de
acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a concentraciones
comprendidas entre 7,5 y 12% (Tabla 4) en funcion del tamafio de la proteina a
inmunodetectar. Para P300, JARID-2 y DNMT se emple0 geles al 7,5%; para EGR-1y
EZH2 geles al 10% y para PDX1 se empled geles al 12%. Una vez cargadas las

muestras y el patron de peso molecular, los geles fueron sometidos a un voltaje
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constante entre 120 y 150 V durante 1-2 horas. La composicion del buffer de
electroforesis es 5 mM de Tris-HCI, 50 mM de Glicina 'y 0,2% de SDS, a pH 8,3.

Gel de Separacion

Reactivo 75 % 10% 12,5%
Acrilamida-Bis Acrilamida 5,6ml 5ml 4.4ml
Agua desionizada 2,5ml 2,5ml 2,5ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,9ml 2,5ml 3,1ml
SDS 10% 100 pl 100 pl 100 pl

Persulfato Amonico (APS) 10% 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pul

Gel de Apilamiento

Reactivo 4%

Acrilamida-Bis Acrilamida 2,90
Agua desionizada 850 ul
Tris-HCI 1 M pH 6,8 330 ul
SDS 10% 33 ul
Persulfato Amonico (APS) 10% 16 pl
TEMED 5ul

Tabla 4. Composicion de los geles desnaturalizantes para la SDS-PAGE. Las tablas
muestran los volumenes empleados para la elaboracion de los geles de separacion y
apilamiento. Acrilamida-Bis Acrilamida (Ultra Pure AccuGel 29:1; National
diagnostics, EC-852), SDS (Sigma, L4390), APS (Sigma, A3678), TEMED (Fluka,
87689).

- Transferencia. Una vez finalizada la electroforesis, se procedio a la transferencia de
proteinas a una membrana de PVDF (Amersham, Hybond) mediante el método de
transferencia hiumeda. En primer lugar, se activan las membranas de PVDF mediante
impregnacion en metanol durante 10 segundos y a continuacion se humedecen durante
unos 20 minutos en tampon de transferencia cuya composicion es: 0,3% Trizma Base,
1,4% Glicina, 0,03% SDS y 20% de metanol. A continuacion, se monta el sistema de
transferencia (Trans-Blot Transfer Cell Bio-Rad), mediante la colocacion de esponjas,
filtros, la membrana de PVDF activa y el gel de acrilamida. La transferencia se realizo a
350 mA, amperaje constante, durante 1-2 horas.

- Inmunodeteccién de las membranas. Una vez finalizada la transferencia se procede

al desmontaje del sistema de transferencia y las membranas se bloguean con 5% de
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proteinas de leche en polvo desnatada disuelta en PBS durante una 1 hora a TA. A
continuacion, se incuban las membranas con los anticuerpos primarios de interés en
TBS-Tween 0,1% (TBS-T) y 5% de proteinas de leche en polvo desnatada durante toda
la noche a 4 °C o 2 horas a TA. Posteriormente, las membranas se lavan 3 veces con
TBS-T por 10 minutos y se incuban con el anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa en TBS-T durante 30 minutos a TA (Tabla 5).

Finalmente, las membranas se lavan 3 veces con TBS-T durante 10 minutos, se
incuban 1 minuto a TA con la solucion de deteccion ECL segun las instrucciones de la

casa comercial (AmershamTM) y se revelan en la maquina reveladora (Amersham

Biosciences).

Anticuerpos primarios Dilucion Casa Comercial
anti-Pdx1 1:1000 Abcam, 47267
anti-P300 1:1000 Santa Cruz, sc585

anti-Jarid-2 1:1000 Abcam, 48137
anti-Ezh2 1:500 BD Transduction, 612667
anti-Egrl 588sc 1:1000 Santa Cruz, sc110
anti-Dnmt1 1:1000 Abcam, 13537
anti-Dnmt3a 1:1000 Abcam, 13888
anti-b-Actina 1:10000 Sigma, A5441
Anticuerpos secundarios Dilucién Casa Comercial
anti-rabbit 1gG 1:20000 Sigma, A6154
Jackson ImmunoResearch,
anti-mouse 1gG 1:40000 115-035-003

Tabla 5. Lista de anticuerpos primarios y secundarios empleados en los Western Blot.

3.2.3 Inmunofluorescencia

Para analizar la expresion de Pdx1, las células R1/E (15 x 10°- 30 x 10%) fueron
cultivadas sobre cubreobjetos recubiertos con matrigel (1:60) (BD BIOCIENCES,
354277) y mantenidas durante 3 dias en presencia y ausencia de LIF y expuestas
durante 19 horas a 500 uM DETA-NO. Tras los 4 dias de cultivo, se fijo las células con
4% de paraformaldehido, a continuacion se permeabilizaron con metanol frio durante 5
minutos a -20°C y se bloquearon con 4% de BSA. Seguidamente, las celulas se
incubaron con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 °C en PBS al 4%

BSA. Al dia siguiente, las células se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0,1% (TBS-T) y
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se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados en TBS-T (Tabla 6).
Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS-T y se tifieron con DAPI.

Para los estudios de los agregados obtenidos con el protocolo de diferenciacion
en la linea celular mESC D3, éstos se fijaron con 4% de parafolmaldehido en PBS
durante toda la noche a 4 °C, se deshidrataron con etanol y xileno, y se incluyeron
posteriormente en parafina. El bloque resultante fue cortado en secciones de 5 micras de
grosor con un microtono Leica DM6000B. Las secciones fueron desparafinadas
mediante una serie de lavados con etanol y xilano, una incubacién en PBS durante 5
minutos y autoclavadas en un buffer de citrato 0,01 M para una correcta presentacion de
los antigenos al anticuerpo. Las secciones fueron bloqueadas con 3% BSA 'y 2% Triton
X-100 en PBS durante 1 hora a TA e incubados posteriormente con los anticuerpos
primarios a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, las células fueron lavadas 3
veces con PBS-T e incubadas con los anticuerpos secundarios (Tabla 6). Finalmente, se
lavo las células 3 veces con PBS-T y se tifieron con DAPI.

Las células humanas fueron marcadas siguiendo el siguiente protocolo. En
primer lugar, las células fueron fijadas con 4% de parafolmaldehido en PBS, durante 10
minutos a TA. Luego, fueron lavadas 3 veces con PBS durante 3 minutos. Después, las
celulas se permeabilizaron durante 30 minutos con una solucion de saponina al 0,01%
en PBS a TA y se bloguearon con 5% BSA y 100 mM de glicina en PBS, a pH 7,2
durante 1 hora a TA. A continuacién, las células se lavaron 3 veces con PBS y se
procedio a la incubacion del anticuerpo primario en 1% BSA y 0,01% de saponina en
PBS durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavo las células 5 veces con 1%
BSA y 0,01 de saponina en PBS durante 5 minutos cada vez y se incubaron con el
anticuerpo secundario en PBS-Tween al 0,01% durante 30 minutos a TA. Finalmente
las células se lavaron 3 veces con PBS vy se tifieron con DAPI.

Las imégenes se obtuvieron mediante un microscopio Leica DM 5500
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar Germany) y un microscopio Zeiss Apotome
para algunas inmunofluorescencias de las células humanas. El procesamiento de las

imagenes se llevo a cabo mediante Adobe Photoshop.
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Anticuerpos primarios Dilucion Casa comercial
anti-Pdx1 1:100 Abcam, 47267
anti-o-Tubulina 1:300 Sigma, T-6199
Developmental Studies Hybridome Bank,
anti-Pdx1 1:300 F109-D12-c
anti-Péptido-C 1:100 Beta Cell Biology
anti-Glut2 1:100 Chemicon
anti-Nanog 1:300 Cell Signalling, 4903
anti-Oct3/4 1.300 BD Transduction, 611203
anti-FoxA2 (HNF-33, M-20) 1:300 Santa Cruz Biotechnology sc-6554
anti-Sox17 1:300 Millipore, 09-038
Anticuerpos secundarios Dilucién Casa comercial
anti-rabbit Alexa Fluor 594 1:300 Invitrogen, A21207
anti-mouse Alexa Fluor 488 1:300 Invitrogen, A11001
Anti-rabbit -TRITC 1:400 Sigma, T-6778

Tabla 6. Lista de anticuerpos primarios Yy secundarios empleados en las
inmunofluorescencias.

3.2.4 Citometria de flujo

- Medida de la expresién de Pdx1

Las células de la linea celular R1/E se despegan mediante incubacidon con
tripsina y se recogen mediante centrifugacion. A continuacion, se fija las células con
parafolmaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos a 4 °C, se permeabilizan 5% de
Triton X-100 en PBS durante 10 minutos a 4° C y se bloquean con 5% SFB en PBS a 4
°C durante 30 minutos. Seguidamente, las células se incuban a 4 °C durante 1 hora con
el anticuerpo primario o con el anticuerpo control de isotipo. Luego, las células se lavan
2 veces a 4 °C con PBS y se exponen al anticuerpo secundario durante 30 minutos a TA
(tabla 7). Finalmente, se lavan 3 veces con PBS y se resuspenden en 500 ul de PBS. La
lectura de la fluorescencia se realiza mediante el citometro de flujo (BD FACSCalibur).

Anticuerpo Primario Dilucion Referencia
anti-Pdx1 1:600 Abcam, 47267

Anticuerpo Control Isotipo Dilucion Referencia
anti-rabbit 1gG Phycoerythrin (PE) goat isotype 1:600 Abcam, 37409

-99 -



3. Materiales y Métodos

Anticuerpo Secundario Dilucién Referencia
anti-rabbit 19G-PE 1:500 Abcam, 97070

Tabla 7. Lista de anticuerpos empleados en la citometria de flujo para la medida de
expresion de Pdx1 en células R1/E.

- Andlisis de la pureza y activacion de Células T Reguladoras procedentes de
Sangre Cordon Umbilical y Sangre Periférica Humana

Para comprobar la pureza y activacion de las células de las células T reguladoras
se emplea el marcaje de marcadores especificos con anticuerpos conjugados. Para poder
utilizar paneles con varios anticuerpos y los espectros de las emisiones de fluorescencia
no solapen, es necesario compensar el citometro de flujo (BD LSRFortessa). Para ello,
se afladen 50.000- 200.000 celulas mononucleares en pocillos de placas de 96 pocillos
de base conica y se afiade hasta 200 ul de buffer FACs (5% SFB en PBS). Se afiadiran
tantos pocillos como fluor6foros queramos analizar, ademés de un pocillo para ser
usado como control sin marcar, otro para marcar con DAPI y otro para marcar con el
coctel de anticuerpos y comprobar la compensacion. La placa se centrifuga a 550 g
durante 3 minutos a 4 °C. El sobrenadante se tira volcando la placa con un golpe seco.
Se afiaden los anticuerpos correspondientes a cada pocillo y se incuba durante 10-20
minutos a 4 °C. Tras la incubacién se afiade 150 ul de buffer FACs para lavar las
células, la placa se centrifuga a 550 g durante 3 minutos a 4 °C y se desecha el
sobrenadante. Finalmente, se afade a cada pocillo 150 ul de buffer FACs, se resuspende
y se traspasan las células a los tubos de citometria, afiadiendo otros 150 ul de buffer
FACs, lo que hace un volumen total de 300 ul. Para el marcaje con DAPI, las células se
resuspenden en agua para que se rompan por ésmosis y el DAPI (5ng/ml) tifia el ADN y
pueda ser usado como control positivo de muerte celular. Para el resto de paneles (Tabla
8), el procedimiento de marcaje es el mismo y el DAPI se afiade justo antes de leer la
fluorescencia en el citbmetro de flujo. EI marcaje con FOXP3, al ser una proteina
nuclear, las células previamente tefiidas con el coctel de anticuerpos del panel Treg,
deben ser fijadas y permeabilizadas con un buffer de fijacion/permeabilizacion durante
30 minutos a 4 °C en oscuridad (FoxP3 Staining Buffer Set, eBiosciences, 00-5523-00).
Se centrifuga la placa a 550 g, durante 4 minutos a 4 °C y el sobrenadante se elimina.

Las células se lavan con 160 ul de buffer de permeabilizacion en dos pasos de 80 pl,
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dos veces consecutivas. Las células se resuspenden en 50 pl de buffer de
permeabilizacion conteniendo 1:80 del anticuerpo anti-FoxP3 y la placa se incuba 30
minutos a 4 °C en oscuridad. Tras la incubacion, la placa se centrifuga a 550 g, durante
4 minutos a 4 °C, se elimina el sobrenadante y las células se lavan dos veces de nuevo
con 160 pl de buffer de permeabilizacion. Para la lectura de la fluorescencia, las células
se resuspenden en 150 ul de buffer FACs y trasfieren a un tubo de citometria, afadiendo
150 pl de buffer FACs para hacer un volumen total de 300 ul. El andlisis datos fue

realizado con FlowJo Software (Treestar Inc., USA).

COMPENSACION
Treg, ACTIVACION

Anticuerpo Primario Dilucién Referencia
CD45-AF700 1/100 BD Pharmingen, 560566
CD45-APC 1/100 BD Pharmingen, 555485
CD3-PerCP 1/10 BD Pharmingen, 345766
CDA4-FITC 1/100 Immunotools, 21270043
CD8-PE 1/10 BD Pharmingen, 555367

PANEL CELULAS TREG

Anticuerpo Primario Dilucién Referencia
CD45-AF700 1/100 BD Pharmingen, 560566
CDA4-FITC 1/100 Immunotools, 21270043
CD25-APC 1/25 BD Pharmingen, 555434
CD127-PE 1/100 BD Pharmingen, 557938

PANEL ACTIVACION

Anticuerpo Primario Dilucion Referencia
CD45-AF700 1/100 BD Pharmingen, 560566
CD4-APC 1/100 BD Pharmingen, 555349
CD69-PerCP 1/50 BD Pharmingen, 340548
GITR-FITC 1/25 R&D Systems, FAB689F
LAP-PE 1/10 R&D Systems, FAB2463P

COMPENSACION (FOXP3)

Anticuerpo Primario Dilucién Referencia
CD45-AF700 1/100 BD Pharmingen, 560566
CD45-APC 1/100 BD Pharmingen, 555485
CD45-PerCPCy5.5 1/50 BD Pharmingen , 552724
CD4-FITC 1/100 Immunotools, 21270043
CD8-PE 1/10 BD Pharmingen, 555367
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PANEL FOXP3

Anticuerpo Primario Dilucién Referencia
CD45-AF700 1/100 BD Pharmingen, 560566
CDA4-FITC 1/100 Immunotools, 21270043
CD25-APC 1/25 BD Pharmingen, 555434
CD127-PE 1/100 BD Pharmingen, 557938
FOXP3-PerCPCy5.5 1/80 eBioscience, 45-4776-73

Tabla 8. Listado de anticuerpos primarios conjugados usados para compensar el
citometro, analizar la pureza de las células T reguladoras, estudiar la expresion de
marcadores de activacion y el factor de trascripcion FoxP3.

3.2.5 Secuenciacion por PCR dependiente de bisulfito (BSP)

Una regién de aproximadamente 7000 pb del promotor de Pdx1 y la regién
codificante fueron analizadas con el software Methylprimers Express v1.0. (Applied
Biosystems) para identificar las islas CpG vy, a continuacion, se disefiaron cebadores con

este mismo software especificos de las regiones de interés (Tabla 9).

Regién promotora de Pdx1 Secuencia 5'-- 3’ Tm (°C)

CpG Distal F GGTAGATTATTTGTGAGGGTTAAT 59,6
CpG Distal R ATACTTTCCCTCTTAAAATCACC

CpG Proximal 1 F GGAGAGTAGTGGAGAATTGTTAA 58

CpG proximal 1 R ACTAACRACCCATATACAAACA

CpG Proximal 2 F GGGGTTGTT GGT TTT TAAGT 61

CpG Proximal 2R TTACCTACCCACTAACCTTTCC

Sitio unién Egrl F TCCAGTG TCCTTGGAGGACCAGGTC 56,5

Sitio unién Egrl R AACTCAAAACACACTCCCAAATATAC

Tabla 9. Lista de cebadores usado en la secuenciacion dependiente de bisulfito para
analizar el grado de metilacion del promotor de Pdx1. F: cebador Forward; R: cebador
Reverse.

El protocolo seguido para el desarrollo del BSP se resume brevemente a
continuacion. En primer lugar, el ADN genomico de 7,5 x 10* células fue tratado con
bisulfito de sodio, utilizando el kit Cells-to-CpG™ Bisulfito Conversion Kit (Applied
Biosystems). EI ADN tratado con bisulfito fue amplificado utilizando la enzima
MyTag™ HS Red DNA Polymerase, los productos de PCR obtenidos se purificaron
utilizando QIAquick® PCR Purification Kit y se clonaron en el vector pGEM-T,

empleando un ratio inserto: vector, 3:1, para finalmente ser trasformados en E.Coli
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Dh5a. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas de LB, ampicilina,
IPTG y X-gal. Se analizaron 10 — 15 colonias blancas mediante PCR de la region del
vector que contiene el inserto y el producto de PCR se secuencidé en un equipo DNA
analyzer 3730 (Applied Biosystems). Los resultados obtenidos de la secuenciacion se
analizaron con el software BiQ Analyzer. Como control de la técnica se metild la region
proximal del promotor de Pdx1 in vitro con la enzima CpG Methyltransferase (M.Sssl)

(NEB, M0226S) siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

3.2.6 Pirosecuenciacion de bisulfito

Los experimentos de pirosecuenciacion de bisulfito se realizaron en el
laboratorio del Dr. Mario Fraga en el Departamento de Epigenética del Instituto de
Oncologia del Principado de Asturias, Oviedo.

El ADN genomico de 7,5 x 10* células R1/E cultivadas en presencia y ausencia
de LIF y expuestas a 500 uM de DETA-NO; y ADN de la linea celular INS1-E se trat6
con bisulfito de la misma forma que en el ensayo BSP, y se envi6 al laboratorio del Dr.
Mario Fraga. Una vez alli, se realizaron las reacciones de PCR y la secuenciacion,
usando los cebadores disefiados con el software PyroMark, versién 2.0.01.15. El listado
de primer puede en la siguiente tabla (Tabla 10). Estos cebadores fueron disefiados para
hibridar con regiones del ADN libres de CpG para asegurar la amplificacion
independientemente de la metilacion. La PCR fue desarrollada con cebadores
biotinilados para convertir el producto de PCR en moldes de ADN de cadena sencilla,
usando Vacuum Prep Tool (Biotage, Sweden), segun las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de pirosecuenciacion y la cuantificacion de la metilacion se llevo a cabo

mediante PyroMark Q24 System version 2.0.6 (Qiagen).

Escala
Regién promotora Secuencia 5"-- 3 de Purificacion
de Pdx1 sintesis
Distal1-F2 TTTAAGGGGGTGATTAGGTGAAG 0,025 DESALT
Bio _distal1-R2 [Btn]ATATTAACCCTCACAAATAATCTACCT 0,05 HPLC
Distal1-Seq AGGAAGGTTTTTATTTTTGTTTTAA 0,025 DESALT
Distal2-F2 AGGTAGATTATTTGTGAGGGTTAATAT 0,025 DESALT
Bio _distal2-R2  [Btn]ATTTCTTCAAAAAAAAAAACCACCTATACC 0,05 HPLC
Distal2-Seq ATTATTTGTGAGGGTTAATATT 0,025 DESALT
Egrl-F2 TGATAGATGGAGGTTAGGTATAGA 0,025 DESALT
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Bio _egrl-R2 [Btn]AACTCAAAACACACTCCCAAATA 0,05 HPLC
Egrl-Seq TGTTTTAATAATATGAAAAATGGG 0,025 DESALT
Proximall-F2 TGGGGTGTTTTAGAGTTTATGGTA 0,025 DESALT

Bio- _proximall-R2 [BtnNJATACTACTCCTCACTATTCATAATAAC 0,05 HPLC
Proximall-Seq GGAGAGTAGTGGAGAA 0,025 DESALT
Proximal2-F2 GTTGTTATTATGAATAGTGAGGAGTAGTA 0,025 DESALT

Bio _proximal2-R2 [BtN]JAAAAACTTCCCTACTCCAATAATC 0,05 HPLC
Proximal2-Seq AATAGTGAGGAGTAGTATT 0,025 DESALT

Tabla 10. Listado de cebadores empleados en la pirosecuenciacion. F: cebador
Forward; R: cebador Reverse; Btn: biotina; Seq: empleado para la reaccion de
secuenciacion.

3.2.7 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)

Una vez que las células son recogidas del cultivo, el sedimento celular se trata
con 1% formaldehido (w/v) en PBS durante 10 minutos a TA para fijar la union ADN-
proteinas. A continuacion, se afiade glicina 125 mM para detener la reaccion. 3 x 10°
células se resuspenden en tampon de rotura (10 mM NaCl, 10 mM Tris HCI pH8, 3 mM
CloMg y 0,5 mM DTT) suplementado con inhibidores de proteasas (Sigma) durante 10
minutos en hielo y se centrifugan durante 5 minutos a 3000 rpm a 4 °C. El sobrenadante
se descarta y la fraccion que contiene los nucleos celulares se lava cuidadosamente
mediante inversién en un tampdn de lavado que contiene 10 mM Tris HCI pH 8, 15 mM
NaCl y 60 mM KCI. Los nucleos celulares se centrifugan durante 5 minutos a 3000
rpm a 4 °C y se incuban con un tampdn de digestién, similar al tampén de lavado pero
suplementado con 3mM ClI>Ca, inhibidores de proteasas, 0,5 mM DTT y 5-10 ul
Micrococcal Nuclease diluida 1:200 en tampon de digestion (New England BioLabs,
M0247S) durante 20 minutos a 37 °C en agitacion orbital. La actividad de las nucleasas
se detiene mediante la adicion de 20 pl de 0,5 mM EDTA. Después de centrifugar, los
nacleos celulares se rompen con un tampon de rotura compuesto por 150 mM NacCl, 50
mM Tris HCI pH 7,5, 5 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1% Triton, y 0,01% SDS y son
sonicados con 3 pulsos de 10 segundos al 10% de amplitud en un sonicador Branson.
Los extractos nucleares se centrifugan durante 10 minutos a 10000 rpm a 4 °C. La
cromatina digerida en fragmentos de tamafios comprendidos entre 200 y 500 pb es
inmunoprecipitada con 1-4 ug de anticuerpo que reconocen la proteina de interés y
anticuerpos como control de uniones inespecificas (Tabla 11).
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Anticuerpo Primario Referencia

anti-P300 (c-20) Santa Cruz Biotechnology, sc585
anti-Jarid2 Abcam, 48137
anti-H3 Acetilada Abcam, 47915
anti-H3K4me3 Abcam, 1012
anti-H3K27me3 Abcam, 6147

anti-Egrl (588) Santa Cruz Biotechnology, sc110

anti-Egrl Bethyl, A303-390A-T
Rabbit Control 19G Abcam, 46540
Mouse IgG1 Isotype Control mAb Cell Signalling, 5415

Tabla 11. Listado de anticuerpos empleados en la inmunoprecipitacion de cromatina
(ChlIP).

15 uL de particulas magnéticas, Dynabeads® (Invitrogen, Dynal AS, Oslo,
Norway) se emple6 para preparar los complejos de anticuerpo-particulas magnéticas
mediante incubacion de 30 minutos a 4 °C en rotacion en un tampon que contiene:
0,01% SDS, 1,1% Triton X-100, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris HCI pH 8,1, 167 mM
NaCl). A continuacion, la cromatina se afiade a este complejo y se incuba durante 1
hora a 4 °C. Para eliminar las uniones inespecificas se realizan lavados consecutivos
empleando los siguientes tampones: tampon de baja concentracion salina (0,1% SDS,
1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris HCI pH8,1, 150 mM NaCl), tampén de
alta concentracién salina (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris HCI
pH 8,1, 500 mM NacCl), tampo6n de LIiCl (0,25 M LiCl, 1% NP40 (Ilgepal), 1%
desoxicolato, 1 mM EDTA, 10 mM Tris HCI pH 8) y dos lavados con un tampén TE
(10 mM Tris HCI pH y 8,1 mM EDTA). Finalmente, la cromatina se eluye con 500 pl
de una solucién compuesta por 1% SDS y 0,1 M NaHCOzs. EI DNA se purifica por un
procedimiento de fenol: cloroformo y los analisis de ChIP se desarrollan por PCR a
tiempo real o PCR cualitativa. La ocupacion de las proteinas en el promotor de Pdx1 fue
analizada mediante el método “Percent Input” relativizado a la condicién de
pluripotencia. Los cebadores utilizados para la amplificar la region promotora de Pdx1

se muestran en la siguiente tabla (tabla 12).
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Zona Promotora Tamafio
de Pdx1 Secuencia5--> 3
Pdx1 Proximal F TGGCGTAGAGAGTCCGCGAGCCACC 179 60
Pdx1 Proximal R CGC TGA ACT CTG GCA CCG GG
Egrl sitio de union F AGGCACAGACATCCTCAATATGCAGC 215 60
Egrl sitio de unién R TTGAGCAGTTGGGCAAGGGG
Pdx1 Distal F TCGCTCATAACCGTGTCACCAAGT 189 60
Pdx1 Distal R GCCTGCCTCAATGAGTCCATTGTT

Tabla 12. Listado de cebadores empleados para amplificar el ADN por PCR
inmunoprecipitado en la inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP). F: cebador Forward;
R: cebador Reverse.

3.2.8 Coinmunoprecipitacion

Las células se tripsinizan, centrifugan y lavan una vez con PBS frio. El
precipitado celular se resuspende e incuba en un tampén de rotura no desnaturalizante
compuesto por 50 mM Tris HCI, pH 7,4,300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1 mM
neocuproina y 1% Triton X-100, suplementado con un coéctel inhibidor de proteasas
(Sigma) durante 45 minutos en hielo y sonicado con 4 pulsos de 10 segundos y 10% de
amplitud. Después, la muestra se centrifuga y el sobrenadante se recoge. La
cuantificacion de proteinas se realiza por la técnica de Bradford mediante la medicién
de la absorbancia a 595 nm. A continuacion, 3 mg de proteinas se incuban durante 2
horas con 3 pg del anticuerpo anti-Jarid-2 en rotacion a 4 °C. Posteriormente, 70ul de
Dynabeads protein A (Life Technologies, Paisley, Scotland) se afiaden al complejo
anticuerpo-proteina y se deja incubando durante toda la noche a 4 °C en rotacién suave.
Al dia siguiente, las muestras se lavan 3 veces con tampdn de rotura no desnaturalizante
durante 5 minutos en agitacion a 4 °C y se someten a un ultimo lavado con 200 pl de
Tris 50 mM pH 8. Las proteinas finalmente se desnaturalizan con 50 pl de tampon
Laemmli 5X suplementado con B-mercaptoetanol, se separan mediante electroforesis en
un gel de gradiente SDS-PAGE (Mini-Protean TGX Gels, 4-15 % acrylamide, Bio Rad,
California, USA) y se transfieren a una membrana de PVDF. La membrana se bloquea
con 5% de leche desnatada en polvo en TBS-Tween al 0,1% (TBS-T) durante 1 hora a
TA y se incuba con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 °C. A la mafana
siguiente, la membrana se lava 3 veces con TBS y se incuba con los anticuerpos
secundarios (Tabla 13). Finalmente, la membrana se lava 3 veces con TBS-T, se incuba

1 minuto a TA con la solucién de deteccion ECL (Amersham™) y se revela en la
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maquina reveladora (Amersham Biosciences). Como control de carga se empled 100 pg

de proteina total.

Anticuerpos primarios Dilucion Casa Comercial
anti-Jarid-2 1:1000 Abcam, 48137
anti-Ezh2 1:500 BD Transduction, 612667
anti-P300 1:500 Santa Cruz, sc585
Anticuerpos secundarios Dilucion Casa Comercial
anti-rabbit 19G 1:20000 Sigma, A6154
Jackson ImmunoResearch,
anti-mouse 1gG 1:40000 115-035-003

Tabla 13. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en la inmunoprecipitacion.

3.2.9 Transfeccion con pCGEgr1-HA y shEgrl

Para realizar estudios de pérdida de funcion de Egr-1 se procedié a la
transfeccion en el segundo dia de cultivo de las células embrionarias R1/E con 2 ug de
una mezcla de cinco plasmidos que codifican una pequefia secuencia de Egr-1 en forma
de horquilla (“shRNA”) (Sigma). Las células transfectadas se seleccionaron con 1,2
pg/ml de puromicina. Para el estudio de ganancia de funcién se transfectaron las células
al segundo dia de cultivo con 2,5 pug de un vector pCG-Egrl-HA, cedido por el Dr. S.
Taketani, que sobreexpresa la secuencia codificante de Egr-1. Este vector no codifica
ningdn gen de resistencia, por lo que se realizaron transfecciones temporales. Para estos
ensayos se utilizd “FuGENE HD Transfection”. Para los ensayos con NO, al tercer dia
de cultivo se afiadi6 DETA-NO a 500 uM, durante 19 horas y se recogieron las células.
La expresion de Egr-1 fue analizada para comprobar la eficacia de la transfeccién y se
analizo la expresion de Pdx1 para comprobar los efectos producidos sobre la expresion
de este gen por PCR a tiempo real, usando los cebadores mencionados anteriormente
(tabla 3), y a las mismas condiciones de PCR. Como control de carga se utilizo la

amplificacion del gen p-actina.
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3.3 Estudios Funcionales

3.3.1 Secrecidn de insulina estimulada por glucosa

Los agregados celulares obtenidos tras el protocolo de diferenciacion fueron
lavados 2 veces con el tampon Krebs (135 mM NaCl, 3,6 mM KCI, 5 mM NaHCOs,
10,5 mM MgClI2*6H-0, 0,5 mM NaH2PO4*Hz0, 2,5 mM CaClz, 10m M Hepes y 0,1%
BSA) mediante inversion en un tubo y dejandolos decantar durante 10 minutos. A
continuacion fueron incubados durante 1 hora con el tampdn Krebs suplementado con 3
mM de glucosa, a 37 °C y 5% CO: y el sobrenadante fue recogido. A continuacion, los
agregados celulares fueron divididos en dos tubos: uno fue incubado con tampon Krebs
suplementado con 20 mM de glucosa y otro con tampdn Krebs suplementado con 3 mM
de glucosa y 25 mM de KCI (como control de liberacion de glucosa por despolarizacion
de la membrana) durante 1 hora a 37 °C y 5% de CO: y el sobrenadante fue recogido.
Finalmente, los sobrenadantes se procesaron usando el kit de medicion de insulina
“Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA” (Mercodia) y el ADN de los agregados celulares
fue extraido y cuantificado en un espectrofotometro (Nanodrop ND21000) para

relativizar la liberacién de glucosa a la cantidad de ADN.

3.3.2 Liberacion de citocinas por las células T reguladoras

Los sobrenadantes de las células Treg de sangre periférica de adulto y de cordén
umbilical, seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit y la tecnologia Streptamer que fueron
guardados a -20 °C tras el cultivo celular a dia 2 y a dia 5, y fueron empleados en un
inmunoensayo de deteccion de citocinas, FlowCytomix™ Multiple Analyte Detection
System Th1/Th2 11plex Ready-to-Use (eBioscience, BMS810FFRTU). Mediante este
kit, las citocinas IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), TNF-0, TNF-$
e IFN-y pueden ser detectadas y cuantificadas en los sobrenadantes. Este ensayo esta
basado en particulas esféricas fluorescentes unidas a anticuerpos especificos que
reaccionan con los analitos a detectar con el mismo principio que un ELISA, en una
placa de 96 pocillos. Las particulas esféricas presentan dos tamafios distintos (tamafio
A: 55 pum y tamano B: 4.4 pum) y estan internamente marcadas con diferentes
intensidades de un marcador fluorescente, por lo que pueden se diferenciadas por su
tamario y espectro. Brevemente el protocolo a seguir es, en primer lugar, se incuba la

mezcla de particulas esféricas unidas a los anticuerpos de interés con las muestras y con
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un estandar. A continuacion, se afiade una mezcla de anticuerpos especificos contra los
mismos analitos y conjugados con biotina. Finalmente, se afiade estreptavidina
conjugada con ficoeritrina, que se unira a la biotina de los anticuerpos conjugados

emitiendo una sefial fluorescente (Imagen 21).
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Figura 21. Esquema del protocolo seguido en el inmunoensayo FlowCytomix™
Multiple Analyte Detection System Th1/Th2 11plex Ready-to-Use.

Finalmente, estos complejos se resuspenden y se colocan en tubos de citbmetro
para medir la fluorescencia emitida. El andlisis de las muestras se hizo al dia siguiente
de la realizacion del ensayo mediante el citometro de flujo FACSCaliburTM. El primer
paso es calibrar el citometro con particulas esféricas de calibracion (CaliBRITE beads,
BD), para evitar el solapamiento entre los espectros de los distintos fluorocromos. Para
la lectura de la fluorescencia se pasa por el citometro la mezcla de particulas esféricas
solas, que sera el cero de nuestro estdndar. De esta forma delimitamos las dos
poblaciones de particulas esféricas, las grandes R1 y las pequefias R2 (Figura 22A) y
situamos la fluorescencia en la parte izquierda del eje X, indicando que esto se
correspondera a concentracion cero de nuestros analitos (Figura 22B). Posteriormente,
pasamos una muestra, a la cual afiadimos la concentracién maxima de nuestro estandar,
por lo que debe ser colocada a la derecha del grafico (Figura 22C), para indicar que esta
sera la concentracion maxima que podremos detectar en nuestros sobrenadantes. La
fluorescencia de cada analito debe aparecer como una linea horizontal, sin solapamiento
entre ellas. Esta horizontalidad puede ser manipulada mediante la compensacién manual

del citometro. Finalmente, se pasa el estandar (por duplicado) y las muestras.
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Figura 22. llustracion que hace referencia a los graficos que debemos ver para
poner a punto el citdbmetro de flujo antes de correr las muestras. A) Poblaciones de
bolas fluorescentes tamafio R2: 5.5 pm y R1: 4.4 um; B) Gate sobre R1 y R2, a
concentracion cero del estandar; y C) Gate sobre R1 y R2, a concentracién maxima del
estandar.

3.4 Analisis Estadistico

Los datos representados en histogramas o grafico de cajas o puntos fueron

analizados estadisticamente usando el anélisis de variacién t-Student. Los datos se han

expresado como la media aritmética * la desviacion estandar (SD) o error estandar de la

media (SEM), indicandose en cada caso.
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Blogue 1

4.1 Estudio de la Regulacion de la Expresion de Pdx1 por

Altas Concentraciones de Oxido Nitrico

El primer bloque de la tesis tiene como objetivo elucidar los mecanismos que
regulan la expresion de Pdx1 en células madre embrionarias de raton. Experimentos
previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que el donador de 6xido nitrico
DETA-NO, empleado a altas concentraciones, incrementa significativamente la
expresion de este factor de transcripcion. Por ello, decidimos utilizar el DETA-NO
como herramienta para inducir la expresion de Pdx1 e indagar qué mecanismos
controlan su expresion. Los resultados de este bloque muestran la cuantificacion del
incremento de Pdx1 tras la exposicion a DETA-NO, y estudios epigenéticos y de union
de proteinas a su promotor. El resultado del estudio epigenético del promotor de Pdx1
muestra cambios en el patron de metilacion, posiblemente asociado a un cambio en la
expresion de las metilasas de ADN, y cambios en la modificaciones postraduccionales
de las histonas, con una ligera disminucion de la ocupacién de H3K27me3 e
incremento de H3K4me3, no encontrandose cambios significativos en la ocupacion de
H3 acetilada. El estudio de las proteinas y complejos asociados al promotor de Pdx1
revela el papel represor del Complejo Polycomb Represor 2 (PRC2), la histona

acetiltransferasa P300 y el factor de transcripcion EGR-1 sobre la expresion de Pdx1.

4.1.1 Altas dosis de Oxido Nitrico inducen la expresion de Pdx1

El primer paso fue determinar la expresion de Pdx1 tras la exposicion de células
madre embrionarias (CME) de ratén (R1/E y D3) a diferentes dosis de DETA-NO con
objeto de determinar la concentracion dptima necesaria para incrementar la expresion de
este gen. El resultado de estos experimentos mostrd que las concentraciones 200 y
500 uM de DETA-NO incrementaron considerablemente la expresion de Pdx1 a nivel
de ARNm (Figura 23A y B), pero solo a 500 uM la expresion de la proteina se vio
incrementada (Figura 23C y D). Por la cantidad de células que se recogen tras el
tratamiento o mediante vision al microscopio, se puede comprobar que altas
concentraciones de DETA-NO inducen muerte celular, por lo que dosis mayores de 500

uM no fueron utilizadas en este ensayo.

-113 -



4. Resultados — Bloque 1

B
+LIF -LIF +LIF -LIF
DETA-NO 200 500 DETA NO 0 50 200 500
(wM)

C D

2100 g 80

E £ 70

'§ 80 E 60

A & 50

= 5 40

% 40 % 30

'—g % 20

) =

© I o 10

S oo mm o H s mm = 0 II
DETAN0 O O __10 50 200 500  pgra-no O 10

(uM) +LIF -LIF (uM) +LIF -LIF

Figura 23. El incremento de expresion de Pdx1 por DETA-NO es dependiente de
dosis. Las células de la linea celular R1/E y D3 se crecieron en medio de cultivo en
ausencia de LIF y fueron tratadas con distintas dosis del donador de Oxido nitrico
DETA-NO (0, 10, 50, 200 y 500 uM) durante 19 horas. Como control negativo, las
celulas se mantuvieron en estado indiferenciado mediante su cultivo en medio
suplementado con LIF. A) y B) Expresion de Pdx1 por PCR cualitativa, en células R1/E
y D3, respectivamente. Como control de carga se emple6 la amplificacion del gen S-
Actina. Estas imagenes son representativas de 3 experimentos independientes. C) y D)
Las grafica de barras representan el porcentaje de células positivas para PDXI1,
analizadas mediante citometria de flujo, para células R1/E y D3, respectivamente. Esta
grafica representa la media £ SD de 2 y 3 experimentos independientes. *p<0,05;
**p<0,01, estadisticamente significativo comparado a la condicion control (-LIF).

Una vez establecido que 500 uM es la concentracion que provoca mayor nivel
de expresion de Pdx1, procedimos a cuantificar esta expresion, tanto a nivel de ARN
mensajero como de proteinas, en células R1/E. Estos experimentos muestran que el
tratamiento de 19 horas con 500 uM de DETA-NO incrementa significativamente la
expresion de Pdx1 (Figura 24A y B). La cuantificacion de la expresion por citometria de
flujo permitié comprobar que el NO induce un aumento de expresion de Pdx1 por cada
célula analizada (Figura 24C) e incrementa el nimero de células positivas para Pdx1
(Figura 24D) en células R1/E.
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Figura 24. Altas dosis DETA-NO induce un incremento significativo de expresion
de Pdx1 a nivel de ARN mensajero y proteina. Las células de la linea celular R1/E se
crecieron en medio de cultivo en presencia y ausencia de LIF y fueron tratadas con 500
uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Andlisis de la expresion de Pdx1 por PCR
cuantitativa. La grafica muestra la media de la expresion relativa de 5 experimentos
independientes + SEM. La expresion relativa fue calculada con el algoritmo AACH,
tomando como control enddgeno la expresion del gen p-Actina y como muestra
calibradora la expresion de Pdx1 en la condicion +LIF. B) Andlisis de la expresion de
Pdx1 por Western Blot. La expresion de la proteina -Actina fue utilizada como control
de carga. C) Analisis mediante citometria de flujo. El histograma representa la
intensidad de fluorescencia de la expresion de Pdx1 respecto al nimero de células.
Imagen representativa de 3 experimentos independientes. D) La grafica de barras
representa el porcentaje de células positivas para Pdx1, analizadas mediante citometria
de flujo. Como control negativo se emple6 el marcaje de las células con el anticuerpo
control de isotipo (Control Acl) y con el anticuerpo secundario (Control Ac2). Esta
gréafica representa la media + SEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05;
***p<0,001.

Finalmente, para comprobar la localizacion de la proteina a nivel celular
realizamos una inmunofluorescencia de PDX1 (Figura 25), demostrando que el
tratamiento con DETA-NO induce la expresion de la proteina con localizacion nuclear.
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Figura 25. El tratamiento con DETA-NO induce la expresion de Pdxl con
localizacion nuclear. Las imagenes muestran las células de la linea celular R1/E
cultivadas durante 3 dias en presencia y ausencia de LIF y/o tratadas con 500uM de
DETA-NO durante 19 horas. Las células fueron marcadas con DAPI (azul), PDX1
(rojo) y a-TUBULINA (verde). Barra de escala: 25uM. Las imagenes mostradas son
representativas de 3 experimentos independientes.

4.1.2 El patrén de metilacion del promotor de Pdx1 se ve alterado tras
el tratamiento con DETA-NO

Para estudiar qué mecanismos regulan la expresién Pdx1, estudiamos en primer
lugar la metilacién de su promotor. Para ello, recurrimos al software Methyl Primer
Express (Applied Biosystems), que identifica las islas de metilacion de una secuencia de
interés, simula la modificacion por bisulfito de las secuencias de ADN que contienen
sitios CpG y disefia y recomienda parejas de cebadores para el analisis de Secuenciacion
por PCR dependiente de Bisulfito (BSP). Los parametros para la busqueda de islas de
metilacidn vienen establecidos por el software, pero pueden ser modificadas. En nuestro
caso, los parametros establecidos para la bdsqueda de las islas CpG fueron los
siguientes: Longitud minima de la isla: 150 pb; Longitud maxima de la isla: 3000 pb;
Contenido en C+G respecto al ndmero total de bases >50%; y Numero de CpGs
observados frente a los esperados >0,6. De esta manera, analizamos unas 7000 pb del
promotor y region codificante del gen Pdx1 e identificamos la presencia de 3 islas de
metilacion nombradas y enumeradas en funcion a su proximidad al inicio de la

traduccion (Figura 26).
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Figura 26. Esquema del promotor de Pdx1, islas CpG encontradas y cebadores
disefiados con el software Methyl Primer Express. Esta imagen representa el promotor
y la secuencia codificante del gen Pdx1. Los rectangulos grises horizontales representan
las islas CpG y las lineas verticales los sitios CpG. Se observan 3 islas de metilacion,
nombradas segun su cercania al inicio de la traduccion: Isla CpG Distal (-2000, -1600
pb); Isla CpG proximal (-350, 650 pb), y una isla CpG dentro de la secuencia
codificante del gen (1150, 1650 pb). Ademas, identificamos una zona intermedia entre
las islas CpG distal y proximal, rica en sitios CpG (zona media). Los rectangulos
verticales representan el inicio de la transcripcion (TSS) y el inicio de la traduccién
(+1). Las flechas representan las parejas de cebadores disefiadas para la amplificacion
de las regiones de interés para el estudio de Secuenciacion por PCR dependiente de
Bisulfito (BSP).

El estudio de BSP se llevd a cabo en las islas CpG proximal y distal, ya que
segln la bibliografia estas regiones tienen un rol importante en la regulacion del gen
Pdx1, no estudiandose de esta manera la metilacién de la isla CpG encontrada dentro de
la secuencia codificante del gen. Ademas, decidimos estudiar la region media,
localizada entre las islas CpG distal y proximal, ya que presenta un alto contenido en
sitios CpG, aunque sin llegar a considerase una isla de metilacion. Lo méas llamativo de
los resultados obtenidos por BSP fue la diferencia en el grado de metilacion de las
regiones estudiadas, presentando la isla CpG distal y la regién media un alto nivel de
metilacion en todas las condiciones de cultivo, mientras que la isla CpG proximal se
encontré practicamente desmetilada en su totalidad. Por otro lado, los resultados
obtenidos mostraron que el tratamiento con DETA-NO induce cambios de metilacion en
determinados sitios CpG del promotor de Pdx1. Por ejemplo, en el caso de la isla CpG
distal, el NO incrementé el nivel de metilacion de los sitios CpG 8 y 10 en condiciones
de cultivo celular tanto presencia como en ausencia de LIF. Esto mismo sucedio en los
sitios CpG 13, 18 y 22 de la zona intermedia, y los sitios CpG 33 y 57 de la isla CpG
proximal. El unico sitio CpG de los estudiados que disminuyd su nivel de metilacion
tras el tratamiento con NO, siendo este resultado reproducible tanto presencia como en
ausencia de LIF, fue el sitio CpG 51 (Figura 27).
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Figura 27. Analisis de metilacion del promotor de Pdx1 por Secuenciacion por
PCR dependiente de Bisulfito (BSP). Esta figura muestra los sitios CpG estudiados
por BSP de las islas CpG distal y proximal y la region media entre ellas (zona media) en
células de la linea celular R1/E cultivadas en presencia y ausencia de LIF y/o tratadas
con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. Estos sitios CpG son representados
mediante circulos: circulos blancos: 0-20% de metilacion; un cuarto de circulo en negro:
20-40% metilacion; mitad de circulo blanco y mitad negro: 40-60% metilacion; tres
cuartos del circulo en negro: 60-80% metilacién; circulo negro: 80-100% metilacion.
Como control de la técnica, se metild in vitro la isla proximal con la enzima CpG
Methyltransferase (M.Sssl).

Para analizar si el NO tiene un efecto en la metilacion global de las islas CpG y
la region media del promotor de Pdx1 se calcul6 el porcentaje de metilacion de cada
region en cada condicion de cultivo. El resultado de este andlisis mostré que el
tratamiento con NO induce ligeramente un aumento de metilacion en las 3 regiones
estudiadas. Ademas, también se observa un aumento de metilacion tras la retirada del
LIF del medio de cultivo (Figura 28).
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Figura 28. Metilacion global de la isla CpG proximal, CpG distal y zona media
analizadas por Secuenciacion por PCR dependiente de Bisulfito (BSP). Esta grafica
representa el porcentaje de metilacion global de cada region del promotor de Pdx1l
estudiado. Para la obtencion de estos valores se contaron los sitios CpG analizados de
cada region, en todos los clones estudiados (10-15 clones) y cuantos de ellos estaban
metilados respecto al nimero total de sitios CpG en cada condicion de cultivo.

Para confirmar los resultados de BSP, realizamos pirosecuenciacién de bisulfito
en colaboracién con el Dr. Mario Fraga en el Departamento de Epigenética del Instituto
de Oncologia del Principado de Asturias. Los resultados obtenidos fueron similares a
los obtenidos por BSP. La isla CpG distal y la region media mostraron un mayor grado
de metilacién que la isla CpG proximal, que se encontrdé en su mayoria desmetilada.
Ademas, se puede observar claramente como la condicion de pluripotencia presenta el
nivel mas bajo de metilacién, siendo este resultado mas significativo en la isla CpG
distal y regién media. La adicion de DETA-NO vy la retirada de LIF del medio de
cultivo aumenté el nivel de metilacidn de estas dos regiones, tal y como se observo por
BSP. Como control, estudiamos la metilacién del promotor de Pdx1 en la linea celular
INS-1E, que expresa de forma constitutiva este gen. Se puede comprobar que la
condicion de cultivo en ausencia de LIF y NO presenta el patron de metilacion que mas
se asemeja al de la linea celular INS-1E (Figura 29).

Estos resultados indican que las condiciones de cultivo diferenciadoras, como
son el cultivo en ausencia de LIF o el tratamiento con DETA-NO, provocan un aumento
de metilacién del promotor. Estos cambios del patron de metilacion del promotor de
Pdx1 inducidos por el NO, podrian afectar a la expresion del gen, mediante la ocupacion

y liberacion de factores de transcripcion. Esta posibilidad sera estudiada mas adelante.
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Figura 29. Analisis de la metilacion del promotor Pdx1 por pirosecuenciamiento.
Esta grafica representa el porcentaje de metilacion de las 3 regiones estudiadas del
promotor de Pdxl, la isla CpG distal, la regién media y la isla CpG proximal. Cada
linea representa una condicion de cultivo de células de la linea celular R1/E: +LIF
(azul), +LIFNO (morado), -LIF (amarillo) y -LIFNO (verde). Como control positivo de
expresion de Pdx1 se utilizo la linea celular INS-1E (rojo). Las regiones no conservadas
entre raton y rata no fueron estudiadas en la linea celular INS-1E.

4.1.3 El tratamiento con DETA-NO modifica la expresion de las
Metilasas de ADN

Una vez comprobado que el tratamiento con DETA-NO induce un cambio en el
patron de metilacién del promotor de Pdx1, procedimos a analizar si este cambio puede
ser explicado por la expresion de las metilasas de ADN. De esta manera, medimos la
expresion la metilasa de novo Dnmtl y las metilasas de mantenimiento Dnmt3a,
Dnmt3b y Dnmt3l a nivel de ARN mensajero y proteina. Los resultados muestran que el
tratamiento con NO incrementa la expresion de ARN mensajero de la metilasa Dnmt1
(Figura 30A), pero el nivel de proteina no se ve afectado (Figura 30B). Por otro lado, la
retirada de LIF del medio de cultivo incrementa la expresion de las metilasas de
mantenimiento Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmt3l, mientras que el tratamiento con NO en esta
condicion de cultivo disminuy6 significativamente la expresion en los tres casos (Figura
30A). Ademas, los niveles de proteina de la metilasa Dnmt3a muestran que la condicién
de cultivo en ausencia de LIF presenta la mayor cantidad de esta proteina, mientras que
el tratamiento con NO la disminuye significativamente (Figura 30B). Estos resultados
confirman que el tratamiento con DETA-NO modifica la expresion de las metilasas de
ADN de novo y de mantenimiento, pudiendo de esta manera afectar a la expresion de
los genes diana. Segun los resultados de metilacion del promotor de Pdx1, podria
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relacionarse el incremento de metilacion de determinados sitios Cps tras el tratamiento
con NO con la actividad de la metilasa de novo Dnmtl, que incrementa de forma
significativa la expresion a nivel génico tras la exposicion a NO. El incremento de
metilacion observado tras la retirada de LIF del medio de cultivo podria ser explicado
por la actividad de las metilasas de mantenimiento, pues incrementan su expresion

significativamente en esta condicion de cultivo.
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Figura 30. El tratamiento con DETA-NO induce un cambio en la expresion de las
metilasas de ADN. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia y
ausencia de LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Medida de
la expresién de las metilasas de novo Dnmtl y de mantenimiento Dnmt3a, Dnmt3b y
Dnmt3l mediante PCR cuantitativa. La grafica muestra la media de la expresion relativa
de 3 experimentos independientes + SD. La expresion relativa fue calculada con el
algoritmo AACt, tomando como control enddgeno la expresion del gen S-Actina y como
muestra calibradora la expresion en la condicion +LIF. *p<0,05. B) Analisis de la
expresion de las metilasas de ADN DNMT1 y DNMT3A por Western Blot. La
expresion de la B-Actina fue utilizada como control de carga. Imagen representativa de
5 experimentos independientes.
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414 ElI DETA-NO induce cambios en las modificaciones

postraduccionales de histonas del promotor de Pdx1

Otro de los mecanismos por los que la expresidn génica puede verse modificada,
ademas de la metilacion del ADN, es la modificacion postraduccional de las histonas
que ocupan la zona promotora del gen. Por ello, nos centramos en estudiar si el
tratamiento con NO induce cambios en la modificaciones postraduccionales de las
histonas presentes en el promotor de Pdx1. Para ello, desarrollamos experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) para la histona H3 y su trimetilacion en el
residuo de lisina (K) 27 (H3K27me3) o 4 (H3K4me3), lo cual representa una marca
represora o activadora, respectivamente. Ademas, estudiamos el estado de acetilacion de
la histona H3 (H3Ac), que esta referenciada como marca genica activadora. De esta
forma, los resultados de ChIP mostraron que la retirada de LIF del medio de cultivo
induce una disminucién de la ocupacion de H3K27me3, mientras que el tratamiento con
DETA-NO parece disminuir también su ocupacién, aunque debido a la variabilidad de
los datos, este cambio no es significativo. Por otro lado, la ocupacion de la H3K4me3
no se ve afectada tras la retirada del LIF del medio de cultivo, pero el DETA-NO induce
un aumento de su ocupacidn, aunque estos cambios, al igual que el caso anterior, no son
significativos debido a la variabilidad de los resultados (Figura 31A). Estos datos estan
representados de manera normalizada a la condicion de pluripotencia. Si lo graficamos
de manera absoluta, para observar qué modificacién postraduccional prevalece en cada
caso, podemos comprobar como en la condicién de pluripotencia la zona proximal del
promotor de Pdx1 se encuentra ocupada por H3K27me3 en aproximadamente un 75%,
mientras que tras el tratamiento con NO, esta balanza se equilibra hasta un 60% por
H3K27me3 y 40% por H3K4me3. De forma similar sucede en el cultivo en ausencia de
LIF (Figura 31B). Por otro lado, el resultado de ChIP de la histona H3 acetilada mostro
que el tratamiento con DETA-NO o la retirada de LIF del medio de cultivo no afectan a
la acetilacion de la histona H3, encontrandose presente en las 4 condiciones de cultivos
estudiadas (Figura 31C).
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Figura 31. Analisis de las modificaciones postraduccionales de las histonas
presentes en la zona proximal del promotor de Pdx1 mediante ChIP. Células de la
linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia y ausencia de LIF y/o tratadas con 500
uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Media del porcentaje de input de las histonas
H3K27me3 y H3K4me3 relativo a la condicion de pluripotencia (+LIF) =+ SEM de 3
experimentos independientes. B) La grafica de barras apiladas simboliza la dindmica de
las histonas H3K27me3 y H3K4me3. Representa la media de 3 experimentos
independientes. C) Media de la ocupacion de la histona H3 acetilada, representado
como el porcentaje de input relativo a la condicién de pluripotencia (+LIF) + SEM de 3
experimentos independientes *p<0,05, valor estadisticamente significativo comparado
con la condicion control (+LIF).

415 El Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2) y la Histona

Acetiltransferasa P300 regulan la expresion de Pdx1

Se ha descrito que el Complejo Polycomb Represor 2 (PCR2) es un elemento
clave regulador de genes de pluripotencia y diferenciacion en células embrionarias, y en
concreto, hay estudios que demuestran su rol en la represion de Pdxl. Por ello,
decidimos estudiar si el NO tiene algun efecto sobre la expresion y ocupacion de este
complejo al promotor de Pdx1. En primer lugar, medimos la expresion de dos
subunidades de PRC2: JARID-2, cuya funcion principal es unirse al ADN vy reclutar al

resto de subunidades que conforman el complejo, y EZH2, que tiene actividad metilante
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sobre la histona H3 en el residuo de lisina 27, mono-, di- y trimetilacion, silenciando de
esta manera la expresion génica. La medida de la expresion de nivel de ARN mensajero
mostro que la expresion de Ezh2, disminuyd ligeramente tras el tratamiento con NO en
condiciones de cultivo en presencia de LIF, mientras que la expresion no se vio afectada
por la retirada de LIF del medio de cultivo y la adicion de NO. Sin embargo, la
expresion de Jarid-2 se vio disminuida significativamente tras el tratamiento con NO en
ambas condiciones de cultivo (Figura 32A). Por otro lado, los niveles de proteinas
medidas por Western Blot confirmaron la disminucién de la expresion de JARID-2 tras
la exposicion al NO, mientras que los niveles proteicos de EZH2 no se ven afectados
(Figura 32B).
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Figura 32. Analisis de la expresion de las subunidades del PRC2, Jarid-2 y Ezh2,
tras el tratamiento con NO. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en
presencia y ausencia de LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas.
A) Analisis de la expresion de Ezh2 y Jarid-2 por PCR cuantitativa. La grafica muestra
la media de la expresion relativa de 4 (Jarid-2) y 3 (Ezh2) experimentos independientes
+ SEM. La expresion relativa fue calculada con el algoritmo AACt, tomando como
control endogeno la expresion del gen p-Actina y como muestra calibradora la
expresion en la condicion +LIF. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. B) Analisis de la
expresion de EZH2 y JARID-2 por Western Blot. La expresion de B-ACTINA fue
utilizada como control de carga. Imagen representativa de 3 experimentos
independientes.

De la misma manera estudiamos la expresion de la Histona Acetiltransferasa
P300, ya que se ha descrito que tiene un rol en la acetilacion de histonas y otros factores
de transcripcion importantes para la regulacion genica. Los resultados de expresion a
nivel de ARN mensajero mostraron que la expresion de P300 no se ve afectada por el
tratamiento con NO o la retirada de LIF del medio de cultivo (Figura 33A). No obstante,
los niveles de proteinas se vieron drasticamente disminuidos tras la exposicion al NO
(Figura 33B).
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Figura 33. Analisis de la expresion de la Histona acetiltransferasa P300 tras el
tratamiento con NO. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia y
ausencia de LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Analisis
de la expresion de P300 por PCR cuantitativa. La grafica muestra la media de la
expresion relativa de 3 experimentos independientes + SEM. La expresion relativa fue
calculada con el algoritmo AACt, tomando como control enddgeno la expresion del gen
S-Actina 'y como muestra calibradora la expresion en la condicion +LIF. B) Andlisis de
la expresion de P300 por Western Blot. La expresion de B-ACTINA fue utilizada como
control de carga. Imagen representativa de 3 experimentos independientes.

Una vez conocido que el tratamiento con DETA-NO a altas concentraciones
afecta negativamente a la expresion de Jarid-2 y P300, procedimos a estudiar su
ocupacion sobre la zona proximal del promotor de Pdxl. Los resultados de
inmunoprecipitacién de cromatina mostraron que la condicién de pluripotencia presenta
el mayor nivel de ocupacion de JARID-2 y P300, mientras que la retirada de LIF del
medio de cultivo y el tratamiento con DETA-NO en presencia de LIF disminuyeron los
niveles de ocupacion de ambas proteinas. El cultivo en ausencia de LIF junto con la

exposicion a NO mantuvo bajo el nivel de ocupacion (Figura 34A).

A continuacion, decidimos estudiar si ambas proteinas interaccionan. Para ello,
realizamos una coinmunoprecipitacion de proteinas en la condicion de cultivo en
presencia de LIF y en condiciones no desnaturalizantes, con el anticuerpo anti-Jarid-2,
revelando con este mismo para comprobar la eficacia de la técnica, y con los
anticuerpos para EZH2 y P300. Los resultados mostraron que las tres proteinas

interaccionan (Figura 34B).
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Figura 34. EI PRC2 y la histona acetiltransferasa P300 ocupan el promotor de
Pdx1 e interaccionan. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia y
ausencia de LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Media de
la ocupaciéon de JARID-2 y P300 sobre el promotor de Pdxl, representado como el
porcentaje de input relativo a la condicion de pluripotencia (+LIF) + SEM de 3
experimentos independientes y obtenido mediante ChIP. *p<0,05. B) Ensayo de
coinmunoprecipitacion de JARID-2, EZH2 y P300. El 3% del extracto total de proteina
fue utilizado como control de carga (Input). Las proteinas no retenidas al complejo de
las particulas de agarosa y el anticuerpo anti-Jarid-2 fueron cargadas como control del
grado de inmunoprecipitacion (Eluido). Un ensayo de inmunoprecipitacion con un
anticuerpo anti-IgG se llevo a cabo como control de uniones inespecificas (IgG). IP:
inmunoprecipitados.

Para confirmar la accion represora de la histona acetiltransferasa P300 sobre la
regulacion de Pdx1, utilizamos el inhibidor de P300 (C646), el cual se ha demostrado
que inhibe de forma especifica a la histona acetiltransferasa P300. Para comprobar su
efecto, hicimos un ensayo dosis dependiente en la condicion de pluripotencia, donde
observamos que el papel represor de P300 es mayor. El resultado de PCR cuantitativa
mostrd que el inhibidor de P300 (P300i) utilizado a una concentracion de 50 uM
incrementa la expresion de Pdx1 de forma significativa, aln tras la exposicion a NO,
mostrandose efectos sinérgicos entre el DETA-NO vy el inhibidor de P300 (Figura 35).
Ademas, se emple6 concentraciones inferiores (10 uM) y superiores (75 y 100 uM) de
P300i. La concentracion méas baja de P300i no produjo cambios en la expresion de
Pdx1, mientras que a concentraciones elevadas se observé un incremento de expresion
(datos no mostrados). Sin embargo, la muerte celular fue drastica a concentraciones

superiores a 50 uM, por lo que decidimos que ésta seria la concentracion dptima.
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Figura 35. La histona acetiltransferasa P300 tiene un papel represor sobre la
expresion de Pdx1. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia de
LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO y P300i durante 19-20 horas. Medida de la
expresion de Pdx1 mediante PCR cuantitativa La gréfica representa la media de la
expresion relativa £+ SEM de 3 experimentos independientes. La expresion relativa fue
calculada con el algoritmo AACt, tomando como control enddgeno la expresion del gen
S-Actina y como muestra calibradora la expresion en la condicion +LIF. *p<0,05.

4.1.6 El factor de transcripcion Egr-1 tiene un papel represor en la

regulacion genica del gen Pdx1 en CMEr

Como siguiente paso en el estudio de la regulacion de Pdx1 por oxido nitrico,
realizamos una bdsqueda en la base de datos bioinformatica JASPAR, la cual predice
posibles sitios consenso de unién de factores de transcripcién a una secuencia de ADN
de interés. Asi, analizamos unas 2000 pb del promotor de Pdx1 y obtuvimos una lista de
factores de transcripcion con un importante papel en el mantenimiento de la
pluripotencia y factores de transcripcion implicados en la diferenciacion hacia
endodermo. Ademas, encontramos factores de transcripcion de respuesta temprana.
Entre ellos, encontramos el factor de transcripcion Egr-1, el cual presenta un posible
sitio consenso sobre el promotor de Pdx1 (TGCGGGGGGGQG) situado entre -1064 vy -
1054 pb aguas arriba del inicio de la traduccién, con un score de 10,403 y un score
relativo de 0,8688. Ademas, la localizacion de este sitio consenso se encuentra en la
zona media del promotor entre las islas de metilacion CpG proximal y distal, y la cual
estudiamos su grado de metilacién por BSP y pirosecuenciamiento. Por ello, decidimos
estudiar el posible papel de este factor de transcripcion sobre la regulacion del gen
Pdx1.
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En primer lugar, estudiamos la expresion de Egr-1 a nivel de ARN-mensajero y
proteina tras el tratamiento con NO. Los resultados mostraron que la retirada de LIF del
medio de cultivo disminuye la expresion de Egr-1, mientras que la exposicion a NO no
modifica los valores de expresion (Figura 36A y B). A continuacion, para estudiar si
Egr-1 tiene un papel regulador sobre la expresion de Pdx1, desarrollamos un ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina de EGR-1 sobre la region media del promotor de
Pdx1. El resultado de ChIP mostr6 que EGR-1 ocupa el promotor de Pdxl, y el
tratamiento con NO libera este factor de transcripcion del ADN (Figura 36C). Este
resultado hace intuir que EGR-1 tiene un papel represor sobre la expresion de Pdx1, ya
que cuando este ocupa el promotor, Pdx1 no se expresa y cuando EGR-1 sale del

promotor se activa la expresion.
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Figura 36. El factor de transcripcion Egr-1 no ve modificada su expresion tras la
exposicion a DETA-NO, pero el tratamiento afecta a su ocupacién sobre el
promotor de Pdx1. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia y
ausencia de LIF y/o tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A) Medida de
la expresion de Egr-1 mediante PCR cuantitativa. La grafica muestra la media de la
expresion relativa de 5 experimentos independientes £ SD. La expresion relativa fue
calculada con el algoritmo AACt, tomando como control endogeno la expresion del gen
B-Actina y como muestra calibradora la expresion en la condicion +LIF. B) Anélisis de
la expresion de EGR-1 por Western Blot. La expresion de B-ACTINA fue utilizada
como control de carga. Imagen representativa de 3 experimentos independientes. C)
Media de la ocupacién de EGR-1 sobre el promotor de Pdx1, representado como el
porcentaje de input relativo a la condicion de pluripotencia (+LIF) + SEM de 3
experimentos independientes y obtenido mediante ChIP. ***p<0,001.
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A continuacion, decidimos desarrollar ensayos de pérdida y ganancia de funcién
de Egr-1, para comprobar si efectivamente este factor de transcripcion tiene un papel
represor sobre la regulacién de Pdx1. De esta manera, transfectamos las células R1/E
con un conjunto de cinco vectores que expresan el shRNA o el ARN en forma de
horquilla corta que silencia la expresion de Egr-1 (pérdida de funcién); y con un vector
que sobreexpresa la secuencia codificante del gen Egr-1 (ganancia de funcion). La
expresion de Egr-1 se midio para analizar la eficacia de la técnica. Estos ensayos se

hicieron en condiciones de cultivo pluripotentes, en presencia de LIF.
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Figura 37. Ensayo de pérdida y ganancia de funcion de Egr-1 sobre la expresion de
Pdx1. Células de la linea celular R1/E fueron cultivadas en presencia de LIF y/o
tratadas con 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A y B) Ensayo de pérdida de
funcién. Medida de la expresion de Egr-1 (A) y Pdx1 (B) mediante PCR cuantitativa. C
y D) Ensayo de ganancia de funcién. Medida de la expresion de Egr-1 (C) y Pdx1 (C)
mediante PCR cuantitativa. Las graficas muestran la media de la expresion relativa de 3
experimentos independientes + SD. La expresion relativa fue calculada con el algoritmo
AACt, tomando como control endogeno la expresion del gen S-Actina y como muestra
calibradora la expresién en la condicion +LIF. *p<0,05; **p<0,01. shRNA: mezcla de
cinco vectores que portan el ARN en forma de horquilla corta; pCG-Egr-1: vector que
sobreexpresa la secuencia codificante del gen Egr-1.
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En el ensayo de pérdida de funcidén observamos un silenciamiento de Egr-1 en
torno al 40%, respecto a las celulas sin transfectar (Figura 37A), lo que consiguié la
sobreexpresion de Pdx1 de 1,5 veces respecto a las células control (Figura 37B). Tras el
tratamiento con NO, no se consiguieron cambios significativos en la expresion de Pdx1
(datos no mostrados). Por otro lado, mediante el ensayo de ganancia de funcion
conseguimos una sobreexpresion de Egr-1 de unas 20 veces respecto a las células sin
transfectar (Figura 40C), pero la expresion de Pdx1 no se vio alterada (Figura 37D).

Estos resultados demostraron que el factor de transcripcion Egr-1 tiene un papel
represor sobre la regulacion de Pdx1l en células madre embrionarias de raton. Sin
embargo, en la bibliografia se ha descrito que EGR-1 se une a la region distal del
promotor de Pdx1 en células de insulinoma de raton, MING, las cuales expresan Pdx1
de forma constitutiva, por lo que se define a EGR-1 como un activador de la expresién
de Pdxl1 en estas células. Para comprobar, si EGR-1 se une en la region distal del
promotor de Pdx1 en CMEr, realizamos un ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina
en esta zona promotora. El resultado de ChIP mostr6 que EGR-1 se encuentra ocupando
el promotor de Pdx1 en condiciones de pluripotencia, y se libera del promotor tras el
tratamiento con NO (Figura 38A). Como control de lo que existe publicado, realizamos
un ensayo de ChIP en células insulinoma de rata, INS-1E, en la zona promotora distal, y
el resultado mostré que EGR-1 ocupa el promotor de Pdx1 en este tipo celular (Figura
38B). Por tanto, deducimos que el papel de EGR-1 sobre el control de la expresion de

Pdx1 depende del tipo celular y/o periodo del desarrollo o nivel de diferenciacién de las

células.
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Figura 38. El papel de EGR-1 sobre la regulacién de Pdx1 depende del tipo celular.
A) Medida de la ocupacion de EGR-1 sobre el promotor de Pdx1 en células R1/E. B)
Medida de la ocupacién de EGR-1 sobre el promotor de Pdx1 en células INS-1E. Las
graficas representan el porcentaje de input = SD de 3 experimentos independientes
obtenido mediante ChIP sobre la zona distal del promotor de Pdx1. *p<0,05.
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Finalmente, nos planteamos estudiar el mecanismo implicado en la salida del
factor de transcripcion EGR-1 del promotor de Pdx1 tras la exposicién a NO. Uno de
los mecanismos que puede estar regulando esta union es la metilacion del sitio consenso
de EGR-1. En el analisis de metilacion de la zona media del promotor de Pdx1, se
estudio la metilacion del sitio CpG presente en la secuencia consenso de union de EGR-
1 (TGCGGGGGGGQG) correspondiente al sitio CpG que fue numerado como sitio CpG
18. Teniendo en cuenta el resultado de BSP y del pirosecuenciamiento, los cuales
mostraron que este sitio CpG aumenta su metilacion tras el tratamiento con NO,
podriamos atribuir a la metilacion del ADN la razén por la cual EGR-1 sale del
promotor de Pdx1 tras la exposicion a NO. Ademas, asi se explicaria por qué en el
ensayo de ganancia de funcion, en el que se sobreexpresa Egr-1, no se observan
cambios en la expresion de Pdx1 en presencia de NO, ya que el sitio CpG de su sitio
consenso estd metilado y Egr-1 no puede unirse independientemente de la
sobreexpresion. Sin embargo, si observamos el resultado de pirosecuenciamiento del
sitio CpG 18 (Figura 39A), el incremento de metilacion no es dréstico, pero si lo es la
liberacion de EGR-1 del promotor de Pdx1. Por ello, nos planteamos que podria haber
otro mecanismo que esta implicado en esta unién proteina-ADN. Segun la bibliografia,
se conoce que EGR-1 puede ser acetilado por la histona acetiltransferasa P300, y esta
modificacion postraduccional puede afectar a la ocupacion de este factor de
transcripcion al ADN, asi como formar complejos con distintas proteinas. Por tanto,
decidimos estudiar la ocupacion de EGR-1 al promotor de Pdx1, en células tratadas con
DETA-NO y 5-Aza-2"-desoxicitidina, que inhibe la metilacion del ADN, para saber si
la metilacion del sitio consenso afecta a la ocupacion de EGR-1, y en células tratadas
con el inhibidor de P300, para comprobar si la acetilacion de EGR-1 por la histona
acetiltransferasa P300 podria ser responsable de los cambios en la ocupacion. Los
resultados de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron que el tratamiento con 5-
Aza-2"-desoxicitidina, evita la liberacion de EGR-1 del promotor de Pdx1 que induce el
NO; mientras que el tratamiento con P300i impidié su ocupacion (Figura 39B). De esta
manera se desvelaron los mecanismos por el cual la exposicion a NO permite la
liberacion de EGR-1 del promotor de Pdx1, fomentando asi la expresion de este gen.
Por un lado, el DETA-NO modifica el patron de metilacion del promotor de Pdx1,
incrementado el nivel de metilacion del sitio consenso de union de EGR-1 al ADN v,
por otro, disminuye la expresién y ocupacion de P300 al promotor de Pdx1, lo que

conlleva a una disminucién de la acetilacion de EGR-1.
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Figura 39. Mecanismos de liberacion del factor de transcripcion Egr-1 del
promotor de Pdx1 por el DETA-NO. A) La grafica de barras representa el porcentaje
de metilacion global del sitio CpG del sitio consenso de EGR-1 en el promotor de Pdx1
medido por pirosecuenciamiento (CpG 18). B) Ocupacién de EGR-1 sobre el promotor
de Pdx1 mediante ChIP y PCR cualitativa. Esta imagen es representativa de 2 réplicas

técnicas.
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Blogue 2

4.2 Desarrollo de un protocolo de diferenciacion de celulas

madre hacia células productoras de insulina

En el primer blogue de la tesis se ha llevado a cabo un estudio de la regulacién
del gen Pdx1 en células madre embrionarias de raton tras la exposicion a 6xido nitrico,
desvelandose mecanismos claves que regulan la expresion de este gen. La expresion de
Pdx1 es fundamental en el desarrollo y funcion de las células g, por lo que la expresion
controlada de este gen puede ser de gran utilidad en el desarrollo de protocolos de
diferenciacion hacia células productoras de insulina. De esta manera, el segundo
blogque de la tesis trata sobre el desarrollo de un protocolo de diferenciacion de células
madre hacia células productoras de insulina a traves de la expresion controlada del
gen Pdx1l mediante la adicion de pequefias moléculas al medio de cultivo. Los
resultados muestran el disefio de un protocolo de diferenciacion sencillo, no muy
extenso, y que podria complementar los protocolos de diferenciacion desarrollados por
otros grupos de investigacion que utilizan factores de crecimiento para mimetizar el
desarrollo del pancreas, reduciendo el costo por sustituir estos factores por pequefias
moléculas como el DETA-NO, &cido valproico, P300i, nicotinamida y resveratrol.

4.2.1 Desarrollo de un protocolo de diferenciacion de células madre

embrionarias de raton hacia células productoras de insulina
Anteriormente en nuestro laboratorio se desarrollé un protocolo de
diferenciacion de células madre embrionarias de ratén, con la linea celular D3, hacia
endodermo definitivo consistente en 3 pasos. En primer lugar, las células se cultivaron
en medio de cultivo en ausencia de LIF, durante 3 dias, para inducir la diferenciacion
espontanea de las células. Al tercer dia, las células fueron tratadas con 500 uM de
DETA-NO, lo cual indujo la expresion de Pdx1, como hemos visto en el primer bloque
de la tesis, ademas de inhibir genes de pluripotencia e incrementar la expresion de genes
de diferenciacion de las tres lineas germinales. A continuacion, las células fueron

mantenidas en cultivo durante 6 dias expuestas a 100 uM de &cido valproico (VA), un
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inhibidor de la actividad de la histona desacetilasa de tipo | (HDACI), y se redujo la
concentracion de suero del medio del 15% al 2% al quinto dia de cultivo. Al final de
este protocolo, dia 10 de cultivo, se consiguid una alta expresion de marcadores de
endodermo definitivo como son FoxA2, Sox17, Gata4 y Hnflp. Sin embargo, el
incremento de expresion de Pdx1 que se observa tras el tratamiento con NO, se pierde
en los dias siguientes y no se vuelve a recuperar.

Para la continuacion del protocolo decidimos utilizar del inhibidor de la histona
acetiltransferasa P300, ya que vimos anteriormente que las células tratadas con 50 uM
de este reactivo incrementan significativamente la expresion de Pdx1. A continuacion,
el ultimo paso del protocolo consistio en el cultivo de las células en suspension durante
3 dias, con la finalidad de que se agrupen y formen agregados celulares, lo que se
conoce que ayuda a la maduracion de las células . De esta forma, el protocolo de
diferenciacion final consiste en 5 pasos y 14 dias de cultivo, durante los cuales la
morfologia celular va variando. A dia 0, las células presentan una morfologia brillante y
redondeada, por ser mantenidas en cultivo en presencia de LIF. En este punto,
realizamos el pase celular para iniciar el protocolo. El cultivo durante 4 dias en ausencia
de LIF y la exposicion durante 19 horas a 500 uM de DETA-NO, conlleva a un cambio
en la morfologia celular observandose colonias estrelladas y con menos brillo. Tras los
6 dias de cultivo con 100 uM de VA, a dia 10, se pueden distinguir principalmente dos
tipos celulares; células que forman agregados circulares y brillantes, y células mas
opacas crecidas alrededor de estas colonias. A continuacion, el tratamiento con 50 uM
de P300i, ademas de generar muerte celular, crea un cambio morfolégico en los dos

tipos celulares (Figura 40).
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Figura 40. Protocolo de diferenciacion de células madre embrionarias de raton
hacia células productoras de insulina con la linea celular D3. A) Esquema del
protocolo de diferenciacidn, mostrando las condiciones de cultivos, tratamientos y dias.
B) Morfologia celular de cada paso del protocolo de diferenciacion mediante un
microscopio Leica en campo claro.

Para analizar la expresion génica durante el desarrollo del protocolo de
diferenciacion, se recogieron las células tras cada paso del protocolo y se analizaron
marcadores caracteristicos de endodermo definitivo (Sox17, FoxA2, Hnfl1p), progenitor
pancreatico (Pdx1, Pax4, Nkx6.1), células beta (Insulinal, Glut2, Glucoquinasa y
Kir6.2), y otros marcadores de islotes (Amilasa2, Glucagén y Somatostatina). Los
resultados obtenidos muestran, tal y como se describi6 en el protocolo disefiado
previamente en el laboratorio, que el tratamiento con DETA-NO incrementa el nivel de
expresion de Pdx1, ademas de Nkx6.1, Ptfla y Nkx2.2 (no analizados previamente) y
que la exposicion durante 6 dias con acido valproico incrementa la expresion de Sox17,
FoxA2 y Hnflg. El tratamiento con P300i consiguid incrementar el nivel de expresion
de Pdx1, Pax4 y Kir6.2, y tras el cultivo en suspension se observa la expresion, ademas
de Pdx1, Glut2, Insulina, Kir6.2 y Glucoquinasa, marcadores caracteristicos de células
B. Ademas, se analizd la expresion de Glucagon y Somatostatina, como marcadores
caracteristicos de células o y 8, respectivamente, y Amilasa2, como marcador de células

exocrinas, no encontrandose indicios de expresion de estos genes (Figura 41y 42).
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Figura 41. Marcadores de endodermo definitivo, progenitor pancreatico y células
beta expresados durante el desarrollo del protocolo de diferenciacion de células
D3. Analisis de la expresion por PCR cualitativa de genes endodermo definitivo (Sox17,
FoxA2, Hnflp), progenitor pancreatico (Pdx1, Pax4, Nkx6.1), células beta (Insulinal,
Glut2, Glucoquinasa y Kir6.1), y otros marcadores (Amilasa2, Glucagén vy
Somatostatina) a diferentes dias del protocolo de diferenciacion (dia 0, 3, 4, 10, 11y
14). La expresion del gen S-Actina fue usado como control de carga. Como controles
positivos de expresion se empled visceras de embrién (V), pancreas de raton adulto (P)
e islotes pancreaticos de raton (1). Esta imagen es representativa de 3-5 experimentos
independientes para la expresion de los marcadores en el protocolo de diferenciacion y
los controles viscera y pancreas, y solo una réplica para el control de islotes.
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Figura 42. Expresion de marcadores pancredticos durante el desarrollo del
protocolo de diferenciacion de células D3. Andlisis de la expresion de marcadores
pancreaticos mediante graficos de cajas y puntos de dispersion a distintos dias durante
el protocolo de diferenciacion por PCR cuantitativa. La expresion relativa fue calculada
con el algoritmo AACt, tomando como control enddégeno la expresion del gen S-Actina
y como muestra calibradora la expresion a dia 0. Cada punto representa el valor de
expresion relativa de un experimento y la linea horizontal indica la mediana de los
datos. El andlisis estadistico muestra la significancia estadistica de cada muestra
respecto a la muestra recogida el dia anterior al analizado. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

Para comprobar que la adicion del VA es necesario para el desarrollo del
protocolo de diferenciacion, se llevo a cabo un protocolo sin adicion de esta molécula,
seguido con el tratamiento de P300i, y se compararon los niveles de expresion de los
genes Pdx1, Pax4 y Kir6.2, los cuales incrementan su expresion tras la exposicion a
P300i en un protocolo completo. El resultado de este ensayo determiné que el protocolo
al cual se le adiciona VA y P300i, presenta un mayor nivel de expresion de estos tres
genes, siendo mas significativa esta diferencia en la expresion de Kir6.2 (Figura 43).
Asi demostramos que, aunque el incremento de expresion de Pdx1, Pax4 y Kir6.2 se
observe tras el tratamiento con P300i, el VA ayuda a que este incremento tenga lugar.
Posiblemente, los genes de endodermo definitivo que se expresan de forma significativa
después de los 6 dias de cultivo con VA, Sox17, FoxA2 y Hnflb, sean necesarios para la

expresion de estos genes mas tardios.
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Figura 43. El &cido valproico es necesario para el correcto desarrollo del protocolo
de diferenciacion. Analisis de la expresion por PCR cualitativa de genes marcadores de
progenitor pancreatico (Pdx1 y Pax4) y de células beta (Kir6.2), en un protocolo de
diferenciacion completo o sin el uso de acido valproico. La expresion del gen S-Actina
fue usado como control de carga. Como control negativo se emple6 agua.

Una vez conocido que el protocolo de diferenciacion es eficaz en obtener células
que expresan insulina a nivel de ARN mensajero, decidimos comprobar si estas células
son capaces de sintetizarla y procesarla. Para ello, llevamos a cabo ensayos de
inmunofluorescencia con los agregados obtenidos tras el protocolo de diferenciacion
cortados con el microtono. Los resultados obtenidos muestran que los agregados
presentan células positivas para PEPTIDO-C y PDX1, ademéas de células positivas para
GLUT-2 y PDX1 (Figura 44A). De esta manera comprobamos que las células obtenidas
son capaces de procesar la pro-insulina en insulina y Péptido-C, y que presentan en su
membrana celular el transportador de glucosa Glut-2, necesario para el transporte de
glucosa al interior celular.

Finalmente, decidimos estudiar si las células obtenidas tras el protocolo de
diferenciacion son completamente maduras y liberan insulina en respuesta a glucosa y a
otros secretagogos. Para ello, estimulamos los agregados celulares con una solucién
baja en concentracion de glucosa (3 mM), alta concentracion de glucosa (20 mM) y una
solucion con KCI (25 mM), y recogimos el sobrenadante, el cual utilizamos en un
ensayo de ELISA de insulina. El resultado de este experimento confirmo que las células
generadas en cultivo son maduras, siendo capaces de responder a los cambios de
glucosa del medio, y al KCI, el cual induce una despolarizacion de la membrana

plasmatica (Figura 44B).
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Figura 44. El protocolo de diferenciacion consigue obtener células maduras
capaces de liberar insulina en respuesta a glucosa. A) Las imagenes muestran las
células de la linea celular D3 diferenciadas segun el protocolo de diferenciacion celular,
y estudiadas a dia 14 de cultivo. Las células fueron marcadas con DAPI (azul),
PEPTIDO-C y GLUT?2 (rojo) y PDX1 (verde). Barra de escala: 25uM. Las imagenes
mostradas son representativas de 3 experimentos independientes. B) La grafica de cajas
y bigotes muestra la liberacion de insulina de los agregados formados tras el protocolo
de diferenciacion. Cada circulo negro representa el valor obtenido en un experimento
independiente (n=6). El eje Y representa la cantidad de insulina liberada en ng Insulina /
ug DNA. La estimulacion de glucosa a 3 mM estuvo valores comprendidos entre 2,74E-
4 — 2,15E-3 (*); cuando se estimuld con glucosa a 20 mM la concentracion de insulina
medida fue 4,31E-4 — 2,53E-3; y tras la estimulacion con KCIl a 25 mM se obtuvieron
unos valores de insulina de 2,01E-4 — 4,61E-3. La linea horizontal indica la mediana de
los valores obtenidos. (*) Indica un valor atipico.
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4.2.2 Desarrollo de un protocolo de diferenciacion de células

embrionarias humanas hacia células productoras de insulina

Una vez desarrollado un protocolo de diferenciacion exitoso hacia células
productoras de insulina a partir de células madres embrionarias de raton, decidimos
comprobar su reproducibilidad en células humanas, en primer lugar, mediante el uso de
la linea celular HS181. Para el desarrollo y optimizacion del protocolo de diferenciacion
en éstas células, se varid principalmente dos puntos en el protocolo. Por un lado,
variamos el nimero de dias de cultivos previo al tratamiento con DETA-NO; y por otro,
el momento de la disminucion de suero, 0 en este caso, el sustituto de suero (KSR). De
esta manera, el protocolo de diferenciacion en células humanas se puede resumir como
sigue. En primer lugar, las células fueron crecidas durante las primeras 48 horas con
medio condicionado por fibroblastos y suplementado con bFGF, para generar un
ambiente Optimo de crecimiento y proliferacion. Tras este periodo, el medio es
reemplazado por medio sin condicionar, manteniendo la misma concentracién de KSR
que en el medio condicionado (20%), durante 2 dias, momento en el cual esta
concentracion se redujo al 2% hasta el final del protocolo. Al dia 5 de cultivo, las
células son expuestas a 500 uM de DETA-NO durante 19 horas. A continuacion, las
células se mantienen en cultivo durante 6 dias con 100 uM de VA y después son
sometidas a un tratamiento de 50 uM de inhibidor de P300 (P300i) durante unas 20
horas. Finalmente, procedemos a desarrollar un paso de maduracion final. Debido a que
el comportamiento de las celulas humanas es diferente a las de raton, este paso de
maduracion esta siendo optimizado mediante el cultivo de las células en suspension y/o
adherencia y empleo de pequefias moléculas, como nicotinamida o resveratrol (Figura
45).

Medio Medio con sustituto de suero, KSR
Eoniicionads “Knockout Serum Replacement”
(MC) 20% 2%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Dias

Figura 45. Protocolo de diferenciacion de células madre embrionarias humana
hacia células productoras de insulina con la linea celular HS181. El esquema
representa el protocolo de diferenciacion, mostrando las condiciones de cultivos,
tratamientos y dias.

- 140 -



4. Resultados — Bloque 2

En primer lugar, nos centramos en analizar la reproducibilidad del protocolo
hasta la exposicion del inhibidor de P300. Para analizar la expresion génica a cada paso
del protocolo de diferenciacion, se recogieron las células y analizaron a dia 0, que
corresponden a células mantenidas con medio condicionado suplementado con bFGF, y
a los dias 5, 6, 12 y 13 del protocolo. En estos puntos, se analizd de expresion de
marcadores caracteristicos de endodermo definitivo (SOX17 y FOXA2) y progenitor
pancredtico (PDX1 y NKX2.2). Los resultados mostraron que el tratamiento con
DETA-NO, incrementa la expresion PDX1 y NKX2.2, la exposicién a VA durante 6
dias, incrementa los niveles de expresion de las marcadores de endodermo definitivo,
FOXA2 y SOX17, y el tratamiento con P300i, induce un aumento de expresion de
PDX1, de igual manera que sucede en las células madre embrionarias de raton. Ademas,
desarrollamos un protocolo de diferenciacidn en el cual las células fueron expuestas a
VA durante 6 dias, pero sin haber sido tratadas previamente con NO. Los resultados de
este protocolo muestran que la expresion de FOXA2, SOX17 y NKX2.2 se ve
drasticamente disminuida comparada con la obtenida en un protocolo donde las células
son tratadas con NO previamente a la exposicion a VA (Figura 46).

Protocolo Controles

, 12
Dias 0 5 6 12 (NO) 13 HO P

PDX1

FOXA2
SOX17

NKX2.2

B-ACTINA

Figura 46. Marcadores de endodermo definitivo y progenitor pancreatico durante
el desarrollo del protocolo de diferenciacién de células HS181. Analisis de la
expresion por PCR cualitativa de genes endodermo definitivo (SOX17 y FOXA2) y
progenitor pancreatico (PDX1 y NKX2.2) a diferentes dias del protocolo de
diferenciacion (dia 0, 5, 6, 12 y 13). Ademas, se desarrolld un protocolo de
diferenciacion sin la adicion de NO vy fue recogido a dia 12 tras los 6 dias de cultivo con
acido valproico (dia 12-NO). La expresion del gen de la S-ACTINA fue usado como
control de carga. Como control positivo se empled muestras de pancreas humano
comercial (P) y como control negativo agua. Las imagenes mostradas son
representativas de 3-5 experimentos independientes.
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Para analizar si los cambios de expresion de los marcadores de endodermo
definitivo y de PDX1 son significativos, se analizo la expresion por PCR cuantitativa.
Ademaés, como control de diferenciacion esponténea se cultivaron células en el mismo
medio de cultivo que el protocolo completo, pero no se adiciond ninguna molécula. Este
ensayo mostro que el tratamiento con NO incrementa significativamente la expresion de
PDX1, el tratamiento con VA, induce significativamente la expresion de FOXA2,
SOX17 y HNF14y la exposiciéon con P300i, incrementa la expresion de PDX1, a la vez
gue mantiene la expresion de SOX17, FOXA2 y HNF1. (Figura 47).
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Figura 47. Expresion de marcadores de endodermo definitivo y PDX1 durante el
desarrollo del protocolo de diferenciacion de células HS181. Analisis de la expresion
de marcadores pancreaticos mediante graficos de cajas y puntos de dispersion a distintos
dias durante el protocolo de diferenciacién por PCR cuantitativa. Como control de
diferenciacion espontanea (-) se crecieron las células en el mismo medio de cultivo que
el protocolo completo, pero sin adicion de ninguna molécula. La expresion relativa fue
calculada con el algoritmo AACt, tomando como control endogeno la expresion del gen
S-Actina y como muestra calibradora la expresion a dia 0. Cada punto representa el
valor de expresion relativa de un experimento y la linea horizontal indica la mediana de
los datos. El andlisis estadistico muestra la significancia estadistica de cada muestra
respecto a la muestra recogida el dia anterior al analizado. *p<0,05.
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Para comprobar la expresion de los marcadores de endodermo definitivo,
FOXA2 y SOX17, y PDX1 a nivel de proteina, realizamos una inmunofluorescencia a
distintos dias del protocolo de diferenciacion. Ademas, comprobamos la pluripotencia
de las células HS181, marcando las células mantenidas en medio condicionado y
suplementado con bFGF con NANOG y OCT4, dos marcadores importantes en el
mantenimiento del estado indiferenciado. El resultado de la inmunofluorescencia indica
que las células HS181 mantenidas en condiciones de pluripotencia presentan altos
niveles de expresion de NANOG y OCT4, marcandose intensamente los nucleos
celulares, lo que indica la gran capacidad diferenciadora de estas células. Por otro lado,
tras el tratamiento con DETA-NO, dia 6 de cultivo, se observd la expresion de PDX1
con localizacién nuclear. En el dia 12 de cultivo, tras la exposicion de las células a VA
durante 6 dias, se observa la expresion de FOXA2 y SOX17, observandose claramente
colocalizacion entre ambos. Finalmente, tras el tratamiento con P300i, se observan
células positivas para FOXA2 y SOX17, y a su vez, un porcentaje de ellas son positivas
para PDX1 (Figura 48).

Segun los resultados obtenidos en la linea celular HS181, el protocolo de
diferenciacion, hasta la adicién del P300i, puede ser reproducido en células humanas.
Aunque tras el tratamiento con DETA-NO no se observa un incremento significativo a
nivel de ARNm mediante PCR a tiempo real, mediante inmunofluorescencia detectamos
la proteina con localizacion nuclear. Ademas, el cultivo continuado durante 6 dias con
VA promueve la expresion de genes de endodermo definitivo y la inhibicién de la

histona acetiltransferasa P300 induce significativamente la expresién de Pdx1.
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DAPI NANOG / a-TUB NANOG/o

I'UB/DAPI
2 ¥

Dia 0

OCT4 / o-TUB
Dia 0

PDX1/a-TUB PDX1/c-TUB/DAPI
Dia 6

FOXA2/SOX17/DAPI
Dia 12

FOXA2/PDX1/DAPI

PDX1 SOX17/ PDXI1 SOX17/PDX1/DAPI

Figura 48. Andlisis de marcadores en cada paso del protocolo de diferenciacion.
Las imagenes muestran las células de la linea celular HS181 a cada paso del protocolo
de diferenciacion estudiado. A dia 0, cultivo en medio condicionado suplementado con
bFGF, las células fueron marcadas con DAPI (azul), los marcadores de pluripotencia
NANOG y OCT4 (rojo) y a-TUBULINA (verde). A dia 6, tras el tratamiento con
DETA-NO, las células se marcaron con DAPI (azul), PDX1 (rojo) y a-TUBULINA
(verde). Tras los 6 dias de cultivo con exposicion a VA, dia 12, las células fueron
marcadas con DAPI (azul), FOXA2 (rojo) y SOX17 (verde). Finalmente, a dia 13, tras
el tratamiento con P300i, las células se marcaron con DAPI (azul), FOXA2 y SOX17
(rojo) y PDX1 (verde). Barra de escala: 25 uM. Las imagenes mostradas son
representativas de 3 experimentos independientes.

FOXA2 / PDXI1

Dia 13

Dia 13
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4.2.3 Desarrollo de un protocolo de diferenciacion de células de

pluripotencia inducida humanas hacia células productoras de insulina

Llegados a este punto, quisimos dar un paso mas y comprobar si el protocolo
puede ser reproducible en células de pluripotencia inducida (iPSC) humanas. Para ello,
desarrollamos el protocolo de diferenciacion en la linea celular MSUHO0O01 y analizamos
la expresion génica a cada paso del protocolo de diferenciacion, de igual manera que se
hizo con la linea celular HS181. Los resultados mostraron que el tratamiento con
DETA-NO, incrementa la expresion PDX1 y NKX2.2, el cultivo con VA durante 6 dias,
incrementa los niveles de expresion de las marcadores de endodermo definitivo, FOXA2
y SOX17, y el tratamiento con P300i, induce un nuevo aumento de expresion de Pdx1,

de igual manera que sucede en las lineas celulares D3 y HS181 (Figura 49).

Protocolo Controles
Dias 0 5 6 12 13 H0O P

FOXA2

SOX17

PDX1

NKX2.2

B-ACTINA

Figura 49. Marcadores de endodermo definitivo y progenitor pancreatico durante
el desarrollo del protocolo de diferenciacion de células MSUHO001. Analisis de la
expresion por PCR cualitativa de genes endodermo definitivo (SOX17 y FOXA2) y
progenitor pancredtico (PDX1 y NKX2.2) a diferentes dias del protocolo de
diferenciacion (dia 0, 5, 6, 12 y 13). La expresion del gen S-ACTINA fue usado como
control de carga. Como control positivo se empleé muestra de ADN complementario de
pancreas humano comercial (P) y como control negativo, agua. Esta imagen es
representativa de 2 experimentos independientes.

Segun la expresion de los marcadores de endodermo definitivo, FOXA2 y
SOX17, y progenitor pancreatico, PDX1 y NKX2.2, parece ser que el protocolo de
diferenciacion hacia células productoras de insulina puede reproducirse en la linea
celular MSUHOO01. Sin embargo, la muerte celular durante el desarrollo del protocolo en

esta linea celular fue mucho méas pronunciada en comparacion con la linea celular
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HS181. La reduccion del sustituto de suero, KSR, hasta el 2% el dia 4 de cultivo, el
tratamiento con 500 uM de DETA-NO y la exposicion a 50 uM de P300i causaron una
muerte celular bastante significativa, pudiéndose observar tanto al microscopio
invertido como por el tamafio del pellet celular que se recoge en cada paso del
protocolo.

No obstante, decidimos estudiar la expresion a nivel de proteina de los
marcadores PDX1, SOX17 y FOXA2, mediante inmunofluorescencia. El resultado de
este ensayo indica que las células de la linea celular MSUHO001 expuestas a 500 uM de
DETA-NO, dia 6 de cultivo, expresan PDX1 con localizacién nuclear. Tras la
exposicion de las células a VA durante 6 dia consecutivos, dia 12 de cultivo, se observa
la expresion de FOX2 y SOX17, observandose de forma clara colocalizacion entre
ambos (Figura 50). La inmunofluorescencia tras el tratamiento con P300i, dia 13 de
cultivo, no mostro resultados claros, debido a la baja cantidad de células adheridas que
se encontrd en este punto del protocolo.

Estos resultados indican que el protocolo de diferenciacion desarrollado en la
linea celular HS181 podria ser reproducible en la linea celular MSUHO001. Sin embargo,
algunos ajustes deberian ser llevados a cabo para evitar, en la medida de lo posible, la
muerte celular que tiene lugar durante el desarrollo del protocolo de diferenciacion en

esta linea celular.

DAPI PDX1 PDX1/ 3/DAPI
B - - -
DAPI FOXA2

) 12- - -

Figura 50. Analisis de la expresion de PDX1 y marcadores de endodermo
definitivo. Las imagenes muestran las células de la linea celular MSUHO001 en dos
puntos del protocolo de diferenciacion. A dia 6, tras el tratamiento con DETA-NO, las
células se marcaron con DAPI (azul), PDX1 (rojo) y a-TUBULINA (verde). Tras los 6
dias de cultivo con exposicion a VA, dia 12, las celulas fueron marcadas con DAPI
(azul), FOXA2 (rojo) y SOX17 (verde). Barra de escala: 25 uM. Las iméagenes
mostradas son representativas de 2 experimentos independientes.
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4.2.4 Proceso de maduracion hacia células productoras de insulina en

la linea celular HS181

Nuestro objetivo principal es obtener in vitro celulas maduras productoras de
insulina, por lo que debemos continuar el protocolo disefiado previamente, al menos
hasta obtener sefial de expresion de insulina y otros marcadores caracteristicos de
células B. Para ello, utilizamos la linea celular HS181, que es la que mejores resultados
nos ha proporcionado y mejor ha respondido al protocolo, y procedemos a madurarlas
utilizando distintas estrategias. Para el paso de maduracion final, tras el protocolo de
diferenciacion desarrollado hasta la exposicién a P300i, cultivamos las células en
suspension y/o adherencia durante 3 y 6 dias con medio de cultivo al 2% de KSR y/o
suplementado con Insulina-Transferrina-Selenito de sodio (ITS), y adicién de pequefias
moléculas como nicotinamida (NC) y resveratrol (RV).

En primer lugar, procedimos a madurar las celulas mediante un cultivo en
suspension, para reproducir exactamente el protocolo de diferenciacion desarrollado en
células de ratdn. Después de 3 y 6 dias de cultivo en suspension con medio al 2% de
KSR, las células mostraron expresion de PDX1, FOXA2 y SOX17. Ademas, se observd
expresion de GLUT2 a 6 dia de cultivo, pero no expresion de insulina, que solo se
intuye muy ligeramente a dia 3 de cultivo (Figura 51A). Posteriormente, procedimos a
analizar si el cultivo en suspensién mejora la expresion de PDX1 con respecto a un
cultivo en adherencia, y si la adicién de 10 mM de NC durante 3 dias consecutivos,
puede ayudar a conseguir expresion de insulina. Para ello, cultivamos las células
durante 3 dias en adherencia y suspensién y adicionamos o no, NC. El resultado de este
ensayo mostré que el cultivo en adherencia y suspension presentan niveles de PDX1
bastante similares. Ademas, igual que el caso anterior, se observé expresion de insulina,
en células maduradas mediante cultivo en suspension durante 3 dias, pero el cultivo en
adherencia presentd mayor nivel de expresion de insulina. Por otro lado, la adicion de
NC no ayudd a incrementar los niveles de expresibn PDX1, y parece afectar
negativamente a la expresion de insulina (Figura 51B). A continuacién decidimos
analizar, si el medio condicionado con ITS produce algin efecto en la expresion de
PDX1. Ademas, volvimos a utilizar NC, ademas de RV a 75 uM. Para este ensayo las
celulas fueron cultivadas durante 3 dias en adherencia en medio KSR o KSR
suplementado con ITS y en presencia o ausencia de NC durante 3 dias, o NC durante 2

dias y los 2 dias finales con RV, solapandose de esta manera en cultivo a dia 2 con
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ambas moléculas. El resultado de este ensayo mostrd que la expresion de PDX1 parece
ser un poco mas elevada en medio suplementado con ITS, mientras que la adicion de
NC o NC maés RV no varié su expresion (las pequefias variaciones de expresion
observadas podrian deberse a cambios en el ARN de partida, pues la expresion de f-
ACTINA también presenta ligeros cambios). Ademdas, medimos la expresion de
glucoquinasa, no observandose cambios significativos en la expresion de la misma en
las diferentes condiciones de cultivo (Figura 51C). Finalmente, de la misma manera,
decidimos realizar cultivo celulares en medio KSR y suplementado con ITS, y o adicion
de NC y RV, pero esta vez durante 6 dias de cultivo. Por un lado, cultivamos las células
durante 6 dias en adherencia en medio KSR y KSR suplementado con ITS. Los primeros
3 dias en presencia de NC 10 mM vy los 3 dias siguientes con RV 75 uM. En estas dos
condiciones de cultivo, medimos la expresion de PDX1, la cual fue mas elevada en
medio KSR, al igual que la expresion de NKX2.2. Sin embargo, NKX6.1 parece mostrar
mayor expresion en medio suplementado con ITS. La expresion de insulina no se
detect6 en ninguno caso (Figura 51, panel izquierdo). Por otro lado, cultivamos las
células en adherencia por 3 dias y en presencia de NC, en medio KSR o KSR
suplementado con ITS y 3 dias en suspensidén en presencia o ausencia de RV. Los
resultados de PCR de este experimento, mostraron que la expresion de S-ACTINA fue
bastante diferente entre las células cultivas con medio KSR y KSR-ITS, por lo que sera
complicado poder comparar entre ellos la expresion de los genes de interés, si pudiendo
comprobar el efecto de adicion de RV pues la expresion de S-ACTINA es algo mas
similar. De esta manera, mediante este experimento podemos deducir que la adicién de
RV no afect6 a la expresion de PDX1, disminuye la expresién de NKX2.2 y parece
incrementar el nivel de expresion de NKX6.1, como ocurri6 en el caso anterior. Ademas,
se observd expresion de insulina en las células cultivadas en medio KSR-ITS y en
presencia de RV (Figura 54D, panel derecho). Como se puede comprobar, la
maduracion de las células humanas es un proceso complejo que requiere optimizar
rigurosamente las condiciones de cultivo para obtener la mejor condicion que ayude a

obtener células maduras in vitro.
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Figura 51. Marcadores de endodermo definitivo, progenitor pancreéatico y células
expresados tras el paso de maduracion final del protocolo de diferenciacion de
células HS181. A) Maduracion mediante cultivo en suspension durante 3 y 6 dias. B)
Maduracion mediante 3 dias de cultivo en adherencia y suspension y presencia o
ausencia (-) de nicotinamida 10 mM (NC). C) Maduracion mediante 3 dias de cultivo
celular en adherencia en medio KSR al 2%, y este mismo medio suplementado con
Insulina (1,72 uM)- Transferrina (0,069 uM)- Selenito de sodio (0,039 uM) (ITS), y/o
adicion de nicotinamida 10 mM (NC) durante las primeras 48 horas del cultivo y
resveratrol 75 uM (RV), las Ultimas 48 horas, solapadndose entre ellas 24 horas (dia 2).
D) Panel izquierdo: Maduracion mediante 6 dias de cultivo en adherencia en medio KSR
al 2% y en este mismo medio suplementado con ITS. Los 3 primeros dias se expuso el
cultivo a 10 mM de nicotinamida (NC), y los 3 dias finales a resveratrol 75 uM (RV).
Panel derecho: Maduracion mediante 3 dias de cultivo en adherencia y nicotinamida 10
mM (NC) y 3 dias consecutivos de cultivo en suspension en presencia 0 ausencia de
resveratrol 75 uM (RV). Ademas, se comparo entre los medios KSR al 2% y este mismo
suplementado con ITS (ITS). Como control negativo de la técnica se us6 agua, y como
control positivo ADNc de pancreas humano comercial (P). La expresion del gen f-
ACTINA fue usado como control de carga.

Segun los resultados obtenidos en estos experimentos de maduracién, podemos
concluir que el cultivo en adherencia durante 3 dias en medio KSR al 2% es eficaz
porque permite la expresion de PDX1, GCK e INS. Sin embargo, la adicion de
nicotinamida en este punto parece no ser beneficiosa. Por otro lado, la combinacion de
cultivo en adherencia con nicotinamida durante 3 dias y cultivo en suspension con

medio KSR-ITS hasta dia 6, junto con la exposicidn a resveratrol, también parece ser
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eficaz, encontrandose expresion de PDX1, INS y NKX6.1. Para conocer qué
procedimiento es mas eficaz deberemos realizarlos de forma simultdnea y compararlos
entre ellos, ademas de probar nuevas condiciones de cultivo, como este ultimo
protocolo de 6 dias de maduracion, combinando adherencia y suspension pero sin la
adicion previa de nicotinamida, ya que parece no ayudar en este punto a la expresion de
INS. Estos experimentos mencionados, juntos con otros que muestren la expresion a
nivel de proteinas, su localizacion celular y medida de la liberacion controlada de
insulina en respuesta a glucosa de las células obtenidas al final del protocolo, han

quedado pendientes de realizar.
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Blogue 3
4.3 Estudio de las Células T reguladoras de Cordén Umbilical

y Sangre Periférica de adulto

En este blogue de la tesis se realiza un estudio de caracterizacion comparativo
de células T reguladoras (Treg) derivadas de Sangre Periférica de Adulto y Sangre de
Corddén Umbilical. Ademas, las células procedentes de Cordon Umbilical son aisladas
mediante dos técnicas distintas, una basada en un sistema de separacion por columnas
(Miltenyi Biotec Kit) y una nueva tecnologia que parte directamente de la sangre total y
no requiere uso de columnas magnéticas (Streptamer). Este estudio tiene como objetivo
la busqueda de fuentes de células T reguladoras humanas para la terapia celular de la
DM y permitira conocer si la procedencia de las células T reguladoras y/o la técnica
empleada para su aislamiento pueden influir en sus caracteristicas. Los resultados
revelan que la capacidad de proliferacion in vitro es independiente de la procedencia
de las celulas y o técnica de seleccion utilizada; mientras que se muestran diferencias
significativas de pureza, expresion de marcadores caracteristicos de las células T
reguladoras y en el patron de liberacion de citocinas, segun la procedencia de las

células y la tecnologia usada para su seleccion.

4.3.1 Aislamiento de células T reguladoras

El primer paso para la realizacion del estudio fue la seleccion de las células Treg
de Sangre Periférica de Adulto (PB Treg) y de Sangre de Cordon Umbilical (CB Treg)
por el método de seleccidn basado en columnas, Miltenyi Biotec Kit. Este procedimiento
de seleccién parte del aislamiento previo de las células mononucleares de la sangre
mediante un gradiente de densidad con Ficoll. Las células Treg son seleccionadas de las
células mononucleares mediante marcaje con complejos del anticuerpo anti-CD25 y
particulas magnéticas, y pasadas por columnas colocadas en un soporte con campo
magnético. Para conocer la pureza de las células Treg aisladas, las células seleccionadas
son marcadas con el panel de anticuerpos CD45-AF700, CD4-FITC, CD25-APC y
CD127-PE. Ademas, también se marcaron las células mononucleares y las células no
retenidas a la columna, para saber cuanta proporcion de células Treg tiene el material de
partida, cuantas se pierden y cuantas se seleccionan al final del proceso, pudiendo

calcular asi el rendimiento de la técnica.
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Una imagen representativa del resultado para la seleccion de celulas PB Treg
(Figura 52) y CB Treg (Figura 53) con el sistema de seleccion Miltenyi Biotec Kit se

muestra a continuacion.
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Figura 52. Seleccién de células T reguladoras de Sangre Periférica de Adulto por
Miltenyi Biotec Kit. Las gréficas de puntos muestran el panel de citometria obtenido al
delimitar la poblacion celular sobre linfocitos / células vivas (DAPI) / CD45" / CD4" /
CD25* CD127”% En cada paso se muestra el porcentaje de células positivas. A)
Material de partida, células mononucleares aisladas tras el gradiente de densidad. B)
Fraccidon negativa, células no retenidas a la columna. C) Fraccion positiva, células
unidas a la columna. Imagen representativa de 8 experimentos independientes.
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Figura 53. Seleccidn de células T reguladoras de Sangre de Cordén Umbilical por
Miltenyi Biotec Kit. Las graficas de puntos muestran el panel de citometria obtenido al
delimitar la poblacion celular sobre linfocitos / células vivas (DAPI) / CD45" / CD4" /
CD25* CD127” En cada paso se muestra el porcentaje de células positivas. A)
Material de partida, células mononucleares aisladas tras el gradiente de densidad. B)
Fraccion negativa, células no retenidas a la columna. C) Fraccidn positiva, células
unidas a la columna. Imagen representativa de 8 experimentos independientes.

Por otro lado, se seleccionaron células Treg procedentes de Sangre Cordon
Umbilical mediante la tecnologia Streptamer. En este caso, la seleccidon se lleva a cabo
directamente de la sangre de cordon umbilical, sin necesidad del gradiente de densidad
previo. Las células nucleadas totales serdn marcadas con un complejo de particulas
magnéticas recubiertas con Strep-Tactin y fab anti-CD25. Las células marcadas con este
complejo seran seleccionadas mediante el uso de un soporte con un fuerte campo
magnético. Al igual que la seleccion por el sistema Miltenyi Biotec Kit, para calcular la
pureza de las células Treg aisladas, las células se marcaron con el panel de anticuerpos
CD45-AF700, CD4-FITC, CD25-APC y CD127-PE. Ademas, también se marcé el
material de partida, que en este caso son las celulas totales nucleadas, y las células no

retenidas al soporte magnético (Figura 54).
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Figura 54. Seleccion de células T reguladoras de Cordén Umbilical por Streptamer.
Las graficas de puntos muestran el panel de citometria obtenido al delimitar la
poblacién celular sobre linfocitos / células vivas (DAPIY) / CD45* / CD4" | CD25*
CD1277°%, En cada paso se muestra el porcentaje de células positivas. A) Material de
partida, células totales nucleadas. B) Fraccion negativa, células no unidas a la pared del
tupo Falcon situado en el campo magnético. C) Fraccidn positiva, células unidas a la
pared del tupo Falcon situado en el campo magnético. Imagen representativa de 4
experimentos independientes.

La media de todos los ensayos realizados mostr6 que las células mononucleares
(MC) de la sangre periférica de adulto y de cordon umbilical presentan una proporcion
de células Treg de 5,75 + 1,33 % y 4,91 + 1,47 % respectivamente, de las células CD4".
Por otro lado, las células nucleadas totales (TNC) de la sangre de cordén umbilical
presentan una media de 6,53 + 1,74 % de células Treg respecto a las células CD4*
(Figura 55A). Estos resultados son concordantes con los porcentajes de células Treg que
se han previamente descrito en otros ensayos (5-10%) [232, 319].

Por otro lado, respecto a las células Treg obtenidas en la fraccion negativa; es
decir, aquellas celulas Treg no seleccionadas, los resultados mostraron un 2,72 + 1,20 %
para las células PB Tregy 1,79 + 0,69 % para las células CB Treg, seleccionadas ambas
mediante Miltenyi Biotec Kit; y 3,56 + 0,43 % para células CB Treg seleccionadas por
Streptamer. Este ultimo resultado fue estadisticamente significativo con respecto al

porcentaje de ceélulas Treg encontradas en la fraccion negativa de las CB Treg
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seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit, encontrdndose un porcentaje menor en éstas
ultimas (Figura 55A). Esto parece indicar que la metodologia Miltenyi Biotec Kit es mas

efectiva, ya que consigue seleccionar més celulas Treg.
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Figura 55. Analisis de la seleccién de las células Treg de Sangre Periférica de
Adulto y Cordon Umbilical seleccionadas por las tecnologias Miltenyi Biotec Kit y
Streptamer. A) La gréafica de barras representa la media £ SD del porcentaje de células
Treg (CD25* CD12771° respecto a las células CD4*) en el material de partida, MC para
la seleccion con Miltenyi Biotec Kit y TNC para Streptamer; y el porcentaje de Treg en
la fraccion negativa. B) La gréafica representa la media + SD del porcentaje de células
Treg obtenidas en la fraccion positiva. C) La tabla muestra el nimero medio de células
utilizadas para la seleccion de Treg por ambas tecnologias y el nimero medio de células
Treg aisladas. D) La gréafica representa el rendimiento medio + SD de la seleccion de
células PB Treg y CB Treg por Miltenyi Biotec Kit y células CB Treg por Streptamer.
A, By C) PB Treg Miltenyi (n=8); CB Treg Miltenyi (n=8), CB Treg Streptamer (n=3).
D) PB Treg Miltenyi (n=7); CB Treg Miltenyi (n=7), CB Treg Streptamer (n=3).
*p<0,05, **p<0,01.

La pureza de las celulas Treg aisladas es un parametro de interes, ya que el
objetivo es seleccionar el mayor nimero de células Treg posibles, pero con el menor
namero de células contaminantes. Para ello, analizamos el porcentaje de células Treg,
CD45* CD4* CD25* CD1277°% obtenido en la fraccion positiva. El resultado mostrd
que existen diferencias significativas entre la pureza de las células PB Treg (78,8 + 11,2
%) y CB Treg (86,1 = 6,9 %) seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit. Esto es debido a la
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presencia de células CD25" CD127" en la sangre periférica de adulto, que son
seleccionadas por ser positivas para CD25, pero no son células T reguladoras sino
efectoras. Esto muestra que el CB es una excelente fuente de células Treg, por presentar
menor numero de células T efectoras, y poder conseguir asi una selecciébn mas pura de
células Treg. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre las células
CB Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit (86,1 £ 6,9 %) vy las células CB Treg
aisladas por Streptamer (91,7 + 4,8 %) (Figura 55B), lo que indica que la tecnologia
Streptamer es una buena herramienta para seleccionar células CB Treg con alta pureza.
Finalmente, para conocer el rendimiento o eficacia de la técnica de seleccion,
hay que tener en cuenta la cantidad de células de partida y las que se obtienen tras el
procedimiento. La figura 55C muestra una tabla donde se representa la media de las
células de partida, células mononucleares en el caso de la seleccion por Miltenyi Biotec
Kit y células nucleadas totales en la seleccion con Streptamer, y la media de células
Treg obtenidas en cada caso. El rendimiento de la técnica se calcul6 teniendo en cuenta
el nimero de células Treg presentes en el material de partida y el nimero y la pureza de
las células Treg seleccionadas. Los resultados mostraron que el rendimiento de la
metodologia Miltenyi Biotec Kit presenta diferencias estadisticamente significativas
para la seleccion de células PB Treg y CB Treg, encontrandose unas valores de
rendimiento de 39,55 + 14,85 % y 23,57 + 4,71 %, respectivamente. Respecto al
rendimiento conseguido con la tecnologia Streptamer, el valor medio obtenido fue 9,33
+ 1,70 %, bastante menor al rendimiento de la técnica Miltenyi Biotec Kit para células
CB Treg (Figura 55D). Estos resultados muestran que la tecnologia Miltenyi Biotec Kit
es méas eficaz para la seleccion de células Treg, en especial para células PB Treg,
aunque éstas presentan menor pureza que las CB Treg aisladas por esta misma
metodologia. Los resultados de proliferacién in vitro, expresién de marcadores y
liberacion de citocinas, nos daran mas datos para poder comparar la efectividad de las
técnicas y las células Treg en funcidon a su origen, y establecer que celulas y qué

metodologia es mas adecuada para el uso de células Treg en la terapia de la DM.

4.3.2 Anélisis de la proliferacion de las células T reguladoras
Una vez hemos aislado las células T reguladoras, procedemos a su cultivo y

activacion. Para ello, las células Treg que van a ser activadas se cultivan en pocillos
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recubiertos con el anticuerpo anti-CD3 (10 ug/ml), y en medio completo con 1000 U/ml
de IL-2 y 10 pg/ml de anticuerpo anti-CD28. Las células no activadas o resting se
cultivaran en medio completo con 1000 U/ml de IL-2. Para la medida de la
proliferacion, las células son contadas mediante tincion con azul de tripan y la ayuda de
un hemocitometro a dia de cultivo 0, 2 y 5. De esta manera podemos conocer la
capacidad de proliferacion de las células Treg, ya que sabemos el nimero de células que
cultivamos a dia 0, y el nimero de células que obtenemos a dia 2 y 5. Los resultados
obtenidos de estos ensayos muestran que las células que no son activadas in vitro
(resting) no presentan tasa de proliferacion, encontrdndose el mismo nimero de células
a dia 0, 2 y 5, tanto para células PB Treg y CB Treg aisladas por Miltenyi Biotec Kit,
como células CB Treg seleccionadas por Streptamer. De la misma manera, no se
observo proliferacion celular a dia 2 de cultivo para las células activadas. Sin embargo,
la activacion de las células Treg conlleva a un incremento en el nimero de células a dia
5, resultando en una tasa de proliferacion relativa aproximada de 4, no encontrandose
diferencias significativas segun el origen de las células Treg o técnica utilizada para su

seleccion (Figura 56).

PB Treg (Miltenyi) CB Treg (Miltenyi)

% 3k

oo
1
oo

(o))
L

[\
1

B— —
Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 0 Dia 2 Dia 5

(]

= e

Proliferacion Relativa
S
Proliferaciéon Relativa
TN NECN

(=}

CB Treg (Streptamer)

N
h

epm Treg Activadas

kK ok

== Treg Resting

Proliferacion Relativa

° v »

Dia 0 Dia 2 Dia 5

Figura 56. Tasa de proliferacion de las células T reguladoras activadas y resting. El
namero de células contadas a cada dia de cultivo fueron divididas entre el nimero de
celulas a dia 0, obteniéndose asi la tasa de proliferacion relativa y representando como 1
el valor de proliferacion a dia 0. Esta imagen muestra la media £ SD de la proliferacién
relativa de las células PB Treg seleccionadas por Miltenyi (n=8); CB Treg seleccionadas
por Miltenyi (n=12), y CB Treg aisladas por Streptamer (n=4). **p<0,01; ***p<0,001.
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4.3.3 Analisis de la capacidad de activacion de las células T
reguladoras

Tras contar el nimero de células Treg que tenemos en cada dia de cultivo al ser
activadas o no, procedemos a estudiar la expresion de marcadores caracteristicos de las
células T reguladoras, como son CD25 vy el factor de transcripcion FOXP3, ademas de
las proteinas de superficie GITR y CD69, conocidos por incrementar su expresion en
células Treg activas. El analisis de la expresion se llevo a cabo mediante citometria de
flujo y los resultados mostraron que el porcentaje de células Treg (CD25* CD127'%%)
aumenta ligeramente tras la activacion celular, al igual que el porcentaje de celulas Treg
positivas para FOXP3. La expresion del marcador GITR se vio significativamente
incrementada tras la activacion de las células a dia 2 y dia 5, y el marcador CD69
incrementd su expresion a dia 2, disminuyendo su expresiéon a dia 5, ya que es un
marcador de activacion temprano. Imagenes representativas de los resultados obtenidos
para células PB Treg (Figura 57) y CB Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit
(Figura 58) y CB Treg seleccionadas por Streptamer (Figura 59) se muestran a

continuacion.
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Figura 57. Analisis de la activacion de células T reguladoras de Sangre Periférica
de Adulto seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit. Las graficas de puntos muestran el
porcentaje de células positivas, sobre las células CD4", para la poblacion de células
Treg (CD25"9" CD1277'°%); porcentaje de células positivas para FOXP3 (sobre células
CD25* CD1277°%) y porcentaje de células positivas para GITR (sobre las células
CD4%). El histograma representa el porcentaje de células positivas para CD69 (respecto
a las células CD4%). Imagen representativa de 8 experimentos independientes. La
delimitacién de las células negativas se establecid segun las células no marcadas, y en el
caso de FOXP3, segln la fluorescencia emitida por todos los anticuerpos menos el de
FoxP3 (FMO). REST: células Treg sin activar o resting; ACT: células Treg activadas.
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Figura 58. Analisis de la activacién de células T reguladoras de Sangre de Cordén
Umbilical seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit. Las gréaficas de puntos muestran el
porcentaje de células positivas, sobre las células CD4", para la poblacion de células
Treg (CD25"9" CD1277'°%); porcentaje de células positivas para FOXP3 (sobre células
CD25* CD127”°%) y porcentaje de células positivas para GITR (sobre las células
CD4%). El histograma representa el porcentaje de células positivas para CD69 (respecto
a las células CD4%). Imagen representativa de 8 experimentos independientes. La
delimitacién de las células negativas se establecid segun las células no marcadas, y en el
caso de FOXP3, segun la fluorescencia emitida por todos los anticuerpos menos el de

FoxP3 (FMO). REST: células Treg sin activar o resting; ACT: células Treg activadas.
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Figura 59. Analisis de la activacién de células T reguladoras de Sangre de Cordén
Umbilical seleccionadas por Streptamer. Las graficas de puntos muestran el
porcentaje de células positivas, sobre las células CD4*, para la poblacién de células
Treg (CD25"9" CD1277°%), porcentaje de células positivas para FOXP3 (sobre células
CD25* CD127”°%) y porcentaje de células positivas para GITR (sobre las células
CD4"). El histograma representa el porcentaje de células positivas para CD69 (sobre las
células CD4"). Imagen representativa de 4 experimentos independientes. La
delimitacién de las células negativas se establecid segun las células no marcadas, y en el
caso de FoxP3, segun la fluorescencia emitida por todos los anticuerpos menos el de
FoxP3 (FMO). REST: células Treg sin activar o resting; ACT: células Treg activadas.
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El andlisis de activacion mostré6 que el porcentaje de células Treg (CD25*
CD127°%) de sangre periférica de adulto y de cordén umbilical, ambas seleccionadas
por Miltenyi Biotec Kit activadas a dia 2 y 5, presentan diferencias significativas
respecto a las células no activadas. Sin embargo, las células CB Treg aisladas por
Streptamer no muestran cambios significativos ni a dia 2 ni a dia 5 tras la activacion. El
dia 0, corresponde con los datos de pureza comentados previamente, en los que se
observaron diferencias significativas entre las células PB Treg y CB Treg seleccionadas
por Miltenyi Biotec Kit (Figura 60A). Respecto al estudio del factor de transcripcion
FOXP3, no existen diferencias de expresion significativas a dia 0 y dia 2 de cultivo,
encontrandose valores de 70-90% de células FOXP3* de células CD25* CD1277°". Sin
embargo, a dia 5 se observaron diferencias significativas entre las células CB Treg
aisladas por Miltenyi Biotec Kit y aquellas aisladas por Streptamer, tanto en estado
resting como activadas, presentando mayor nivel de FOXP3 las células CB Treg

seleccionadas por la tecnologia Streptamer (Figura 60B).
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Figura 60. Estudio de los marcadores CD25 y FOXP3 a diferentes dias de cultivo
para celulas T reguladoras seleccionadas por ambas tecnologias, activadas y
resting. Las graficas muestran los porcentajes de células A) CD25*CD127"% de las
células CD4*; B) FOXP3* de las células CD25*CD127"%. Cada punto representa un
experimento y se muestra la media = SD. R: células resting; A: células activadas; Milt:
células seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit; Strep: células seleccionadas por

Streptamer. *p<0,05; ***p<0,001.
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De la misma manera se hizo el estudio para los marcadores de activacion GITR
y CD69. Los resultados mostraron que el porcentaje de células GITR" a dia 0 de cultivo,
es practicamente nulo, mientras que la activacion a dia 2 y 5 incrementd de forma muy
significativa la expresion de GITR (Figura 61A). Igual sucede con la expresion del
marcador CD69, ya que a dia 0 la expresion de CD69 fue casi inexistente y la activacion
a dia 2 y 5 de cultivo increment6 significativamente el porcentaje de células CD69*
(Figura 61B). La diferencia entre GITR y CD69, es que el primero se expresa tras la
activacion indistintamente a dia 2 y 5, mientras que CD69, es un marcador de activacion
temprano y puede observarse como a dia 2 encontramos una media de porcentaje de
células CD69" aproximada de 60% Yy a dia 5 de cultivo entre 20 y 30% Ademas, se
encontraron diferencias de expresion de GITR y CD69 entre las células CB Treg
seleccionadas por Miltenyi y las células CB Treg aisladas por Streptamer activadas a dia

5 de cultivo, presentando niveles mas bajos de expresion las seleccionadas por

Streptamer.
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Figura 61. Estudio de los marcadores GITR y CD69 a diferentes dias de cultivo
para células T reguladoras y seleccionadas por ambas tecnologias, activadas y
resting. Las graficas muestran los porcentajes de células A) GITR* de las células CD4";
B) CD69" de las células CD4*. Cada punto representa un experimento y se muestra
media £ SD R: células resting; A: células activadas; Milt: células seleccionadas por
Miltenyi Biotec Kit; Strep: células seleccionadas por Streptamer. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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Ademas de estudiar el porcentaje de células positivas, hicimos un analisis de la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF). Los resultados para el marcador CD25
mostrd que la IMF se vio incrementada significativamente tras la activacion adia2 y 5
de cultivo. La IMF de FoxP3 mostré que a dia 2 de cultivo en células activadas, se
incrementa la IMF significativamente, siendo este incremento muy discreto a dia 5. Para
los marcadores CD25 y FoxP3 no se encontraron diferencias significativas entre PB
Treg y CB Treg, ni entre las dos técnicas de aislamiento celular. El resultado de la IMF
para GITR mostrd que la activacion incrementa la IMF, tanto a dia 2 como a dia 5 de
cultivo. Ademas, se observan diferencias bastante significativas entre las células PB
Treg y CB Treg, presentando mayor nivel de IMF para GITR las células Treg de sangre
periférica de adulto. Por altimo, la IMF del marcador CD69, mostré lo mismo que el
porcentaje de células CD69*. La IMF aument6 significativamente en células activadas a
dia 2, mientras que a dia 5 la IFM fue similar entre células activadas y resting. Sin
embargo, la IMF no mostro diferencias significativas entre los tipos celulares PB Treg y
CB Treg, ni entre las distintas técnicas de aislamiento (Figura 62).

CD25
80000
60000
o
= 40000
20000
0 0
0 2R2A5R 5A 0 2R2A 5R 5A 0 2R2A 5R 5A 0 2R2A5R 5A 0 2R2A5R 5A 0 2R2A 5R 5A
PB Miltenyi CB Miltenyi CB Streptamer PB Miltenyi CB Miltenyi CB Streptamer
GITR CD69

0 2R2A5R 5A 0 2R2A SR SA 0 2R2A 5R 5A 0 2R2A5R 5A 0 2R2A 5R 5A 0 2R2A 5R 5A

PB Miltenyi CB Miltenyi CB Streptamer PB Miltenyi CB Miltenyi CB Streptamer

Figura 62. Analisis del efecto de la activacion celular sobre la IMF de los
marcadores CD25, FOXP3, GITR y CD69. Las gréaficas de barras representan la
media de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) £ SD. R: células resting; A:
células activadas; 0, 2 y 5: dia 0, 2 y 5 de cultivo. PB Miltenyi: células PB Treg
seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit; CB Miltenyi: células CB Treg seleccionadas por
Miltenyi Biotec Kit; CB Strep: células CB Treg seleccionadas por Streptamer *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Un marcador importante para estudiar la capacidad supresora de las células T
reguladoras es TGF-B1 y puede ser medido facilmente mediante el estudio del péptido
asociado a latencia o LAP, por encontrarse en la superficie celular. Por ello, llevamos a
cabo un estudio mediante citometria de flujo de la presencia de este péptido en la
membrana celular de las células Treg de sangre de cordon umbilical. Los resultados
mostraron que la activacion de las células Treg conllevé a un incremento significativo
del porcentaje de células que presentan LAP en la superficie celular, tanto a dia 2 como
a dia 5 de cultivo (Figura 63A). La media de todos los ensayos realizados mostrd que a
dia 0 de cultivo, un 25% de células Treg son LAP* respecto a las células CD4",
manteniéndose estos valores en las células CB Treg resting. Sin embargo, las células
CB Treg activadas mostraron ser un 85-90% LAP* respecto a las células CD4" (Figura
63B). Los valores de IMF también se vieron incrementados de forma significativa tras

la activacion de las células CB Treg (Figura 63C).
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Figura 63. Efecto de la activacion sobre la expresion de LAP en células T
reguladoras de Sangre de Corddn Umbilical seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit.
A) Grafica de puntos representativa del porcentaje de células LAP™ de las células CD4".
La delimitacion de las células negativas se establecio segun las células no marcadas. B)
La grafica representa todos los experimentos realizados para la medida de células LAP*
de células CD4" (n=6-7). C) La grafica de barras representa la media de la Intensidad
Media de Fluorescencia (IMF) + SD. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. REST: células
CB Treg resting; ACT: células CB Treg activadas.
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Ademas decidimos estudiar la expresion de TGF-£/ a nivel de expresion de
ARN mensajero, asi como la expresion del factor de transcripcion FOXP3 y la IL-10,
los cuales son conocidos por jugar un papel importante en la capacidad supresora de las
células T reguladoras. Los resultados de PCR mostraron que la expresion de TGF-451 e
IL-10 se vieron disminuidas a dia 2 y 5 de cultivo, independientemente de la activacion
celular, siendo esta caida de expresion, en el caso de IL-10, més dréstica en células
activadas a dia 2 que las células resting. La expresion de FOXP3 se mantuvo los 5 dias
de cultivo en células activadas. Sin embargo, la expresion de FOXP3 en las células
resting a dia 5 de cultivo se vio disminuida, encontrandose diferencias significativas

respecto a las células activadas (Figura 64).
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Figura 64. Analisis de la expresion de marcadores importantes para el
funcionamiento de las células T reguladoras. Analisis de la expresion de los
marcadores TGF-£1, IL-10 y FOXP3 por PCR cuantitativa en células Treg procedentes
de sangre de cordon umbilical y seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit. La grafica
muestra la media de la expresion relativa de 4 experimentos independientes + SD. La
expresion relativa fue calculada con el algoritmo AACt, tomando como control
enddgeno la expresion del gen S-ACTINA y como muestra calibradora la expresion a dia
0. **p<0,01.
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4.3.4 Analisis de liberacion de citocinas

Finalmente, realizamos un analisis multiple de liberacion de citocinas de las
células Treg procedentes de sangre periférica de adulto y de cordén umbilical, y éstas
ultimas seleccionadas mediante las dos tecnologias diferentes, para caracterizarlas mejor
e indagar en su mecanismo de accion. Para ello, utilizamos los sobrenadantes de las
células activadas y resting, cultivadas durante 2 y 5 dias, que habian sido guardados a -
20°C, y el kit FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex Kit (IFN-y, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, TNF-a,, TNF-B). De esta forma podemos estudiar la
liberacion de las citocinas de Tipo 1, que incluyen IL-2, IFN-y, IL-12, TNF-o. y TNF-$
y, por lo general, favorecen una fuerte respuesta inmune celular, y las de tipo 2, 1L-4,
IL-5, IL-6 y IL-10, que por lo general favorecen el desarrollo de una fuerte respuesta

inmune humoral.

El resultado de este experimento mostro que las citocinas de Tipo 2, IL-4, IL-5,
IL-6 y IL-10, ademaés de la IL-8, fueron secretadas en mayor medida por las células T
reguladoras procedentes de sangre periférica de adulto. En concreto, la concentracion de
IL-4 encontrada en células PB Treg activadas a dia 2 de cultivo, fue significativamente
mucho mayor a la concentracion medida en células CB Treg (Figura 65A). La IL-5, fue
encontrada en mayor concentracion en células PB Treg, aumentado esta concentracion
tras la activacion a dia 2, pero no se observd cambios muy significativos entre las
células activadas y resting a dia 5 (Figura 65B). De forma muy similar sucede con las
citocinas IL-6 e IL-10, encontradas con mayor concentracion en células PB Treg
activadas a dia 2 y 5 de cultivo, siendo la concentracién muy baja en las células CB
Treg seleccionada por ambas tecnologias (Figura 65C y D) . El nivel de IL-8 encontrada
en células PB Treg y CB Treg aisladas por Miltenyi Biotec Kit fue mayor en células
activadas a dia 2 y 5 de cultivo, siendo mayor la concentracion en células PB Treg a dia
5 (Figura 65E).

En cuanto a las citocinas de Tipo 1, los resultados fueron mas variados. Al igual
que las citocinas de Tipo 2, el IFN-y fue encontrado en mayor concentracion en el
sobrenadante de las células PB Treg activadas a dia 2 y 5 de cultivo, siendo casi
inexistente la presencia de IFN-y en el sobrenadante de las células CB Treg, sobre todo
en aquellas seleccionadas por Streptamer (Figura 65F). Por el contrario, la

concentracion de TNF-p fue mayor en las células CB Treg seleccionadas por Miltenyi
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Biotec Kit, siendo mas significativa esta diferencia en células activadas a dia 2 de
cultivo (Figura 65G). La concentracion de IL-2 fue bastante similar entre las células PB
Treg y CB Treg seleccionadas con Miltenyi, siendo més elevada que la concentracion de
IL-2 encontrada para células CB Treg seleccionadas con Streptamer (Figura 65H). La
citocina IL-12 p70 no fue encontrada en el sobrenadante de ningun tipo celular ni
ninguna condicion de cultivo (datos no mostrados). Por ultimo, la concentracion de
TNF-a se encontrd incrementada en el sobrenadante de células PB Treg y CB Treg
seleccionadas por Miltenyi activadas a dia 2 y en menor medida, a dia 5, no
encontrandose en el sobrenadante de células CB Treg aisladas por Streptamer (Figura
651) y la citocina IL-1p solo fue hallada en el sobrenadante de células CB Treg
seleccionadas por Miltenyi de células no activadas a dia 5 de cultivo, pero a niveles muy
bajos (Figura 65J).

De esta forma, este estudio revela patrones de liberacion de citocinas claramente
diferenciables. Por lo general, las células PB Treg al ser activadas liberan mayor
cantidad de citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-8 e INF-y, mientras que el factor TNF-
B fue encontrado en mayor concentracion en las células CB Treg. La concentracion de
IL-2 fue similar entre las células PB Treg y CB Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec
Kit, pero este hallazgo puede ser debido a la IL-2 adicionada al medio de cultivo para
promover la supervivencia y proliferacion celular. Sin embargo, es de extrafiar que las
células CB Treg seleccionadas por Streptamer no presenten IL-2 en sus sobrenadantes,
ya que fueron crecidas en un medio similar. La citocina IL12 p70 no fue hallada en
ningun sobrenadante. Por lo general, las células CB Treg seleccionadas por Streptamer
parecen ser las células que menos citocinas liberan, encontrandose en la mayoria de

citocinas analizadas valores de concentracion muy bajos.
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Figura 65. Analisis comparativo de liberacion de citocinas entre las células T
reguladoras de sangre periférica de adulto y de cordén umbilical y las técnicas de
seleccién Miltenyi y Streptamer, bajo condiciones de cultivo activadoras y resting.
La gréfica de barras muestra la media de la concentracion de citocinas liberadas en
pg/ml por cada 100.000 células cultivadas £SD. PB Miltenyi (n=8); CB Miltenyi (n=8);
CB Streptamer (n=4). R: células resting; A: células activadas.
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Como conclusion, podemos decir que existen diferencias en el patréon de
liberacion de citocinas segun la procedencia de las células Treg y segun la tecnologia
usada para su seleccién. El hecho de encontrar en mayor medida citocinas pro-
inflamatorias en los sobrenadantes de las células PB Treg seleccionadas por Miltenyi
Biotec Kit puede deberse a la menor pureza en su seleccion, comparado a las células CB
Treg. Esto se justifica por la presencia de células T CD25" efectoras presentes en la
sangre periférica de adulto y ausentes en cordon umbilical. Este aspecto favorece el uso
de células CB Treg para la terapia celular, ya que la liberacion de estas citocinas podria
generar efectos inmunoldgicos no deseados. Ademas, segun los datos obtenidos, la
seleccion por la metodologia Miltenyi Biotec Kit parece ser la mejor opcién, pues las
células aisladas por esta técnica presentan una pureza similar a las seleccionadas por la
tecnologia Streptamer, pero el rendimiento de la seleccion es mayor. Asimismo, la
expresion de CD25, GITR y CD69 tras la activacion de las células CB Treg es mayor
para células asiladas por Miltenyi Biotec Kit, aunque la expresion de FOXP3 parece ser
controversial. Finalmente, para corroborar esta idea seria conveniente realizar ensayos
de supresion in vitro para comprobar la accion de cada tipo celular y decantarnos

finalmente por el uso de PB Treg o CB Treg seleccionadas por una u otra tecnologia.
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Blogue 1

5.1 Estudio de la Regulacion de la Expresion de Pdx1l por

Altas Concentraciones de Oxido Nitrico

Pdx1 es un factor de transcripcion necesario para el desarrollo pancreatico [42] y
la diferenciacion hacia tipos celulares especificos en la region “foregut” posterior y en
la formacion de los primordios [45, 46], y exhibe un patron de expresion bifasico
durante la embriogénesis del pancreas [320]. Ratones y humanos homocigotos con
mutaciones de Pdx1, que conllevan a su inactivacion, son apancreaticos y humanos
heterocigotos desarrollan una diabetes no dependiente de insulina. Ademas mutaciones
en Pdx1 causan diabetes tipo MODY, denominada MODY4 [44, 47]. De esta forma, la
expresion y regulacion de Pdxl1 es de vital importancia para el correcto desarrollo y
funcionamiento de la célula B, asi como, para la generacion de células productoras de

insulina desde células madre pluripotentes in vitro.

El presente estudio muestra que la exposicion de dos lineas celulares de CMEr,
R1/E y D3, a altas concentraciones del donador de 6xido nitrico DETA-NO, induce un
aumento de la expresion de Pdxl a nivel de ARN mensajero (Figura 23A). El
tratamiento con 500 uM de DETA-NO induce ademas la expresion de PDX1 a nivel de
proteina en ambas lineas celulares (Figura 23B). De esta manera, esta concentracion de
DETA-NO fue usada como herramienta para inducir la expresion de Pdx1 en la linea
celular R1/E (Figura 24) y estudiar la regulacion de este gen en CME murinas. Ademas,
mediante inmunofluorescencia determinamos que el tratamiento con 500 uM es efectivo
en inducir la expresion proteica de PDX1 en células cultivadas en presencia y ausencia

de LIF, con localizacion nuclear de la proteina (Figura 25).

Se ha descrito que el NO induce modificaciones en la metilacion del ADN [321].
Por otro lado, se ha encontrado que la isla de metilacion proximal del promotor de Pdx1
estd asociada con su silenciamiento y con retraso en el crecimiento intrauterino del feto
(IUGR), que se acomparia de un desarrollo de diabetes tipo 2 en la edad adulta [322,
323]. Por ello, estudiamos el grado de metilacién del promotor de Pdxl tras el
tratamiento con DETA-NO, para comprobar si este mecanismo epigenético esta

relacionado con la induccion de su expresion en CME. En primer lugar, mediante el
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software Methyl Primer Express dilucidamos la presencia de las islas de metilacion
CpG presentes en el promotor de Pdx1 (Figura 26). Decidimos centrarnos en la isla
CpG distal, ya que las areas conservadas Il y Il del promotor de Pdx1 (-2800 y -1600
pb) [55] se localizan en esta region; y en la isla CpG proximal, por la relacion entre
metilacion y silenciamiento génico de Pdx1 reportado en modelo de IUGR en la zona
promotora (-275 y +1 pb) [322, 323]. Ademas, entre estas dos islas de metilacion
encontramos una region rica en sitios CpG, a la cual denominamos zona media. Esta
zona también fue objeto de estudio, por su riqueza en sitios CpG, su cercania al inicio
de la transcripcién y la posibilidad jugar un papel relevante en la regulacion de Pdx1.
De esta manera, estudiamos el grado de metilacion de estas tres regiones mediante dos
técnicas distintas, secuenciacion por PCR dependiente de bisulfito (BSP) y
pirosecuenciacion, encontrando resultados similares con ambas metodologias. Este
estudio revel6 que la isla CpG distal y la zona media presentan en todas las condiciones
de ensayo un porcentaje de metilacién superior al 50 y 70%, respectivamente; mientras
que en la isla CpG proximal, el porcentaje de metilacion no superd en ningun caso el
20% de metilacion. Ademas, el tratamiento con DETA-NO incrementd ligeramente el
porcentaje de metilacion en las tres regiones (Figura 28). Estos datos son interesantes
debido a que la isla CpG distal representa las regiones conservadas Il (-2139, -1958 bp)
y I (-1879, -1799 bp) descritas por Gerrish y colaboradores [54], y donde se ha
encontrado la union de factores de transcripcion importantes en el desarrollo
pancreatico e implicados en la regulacién de Pdx1 como PAX6 y FOXA2 [58], MAFA
[61], HNF6 [59] y PTF1a [60]. Por tanto, estos cambios de metilacion en sitios CpG
especificos inducidos por el NO en la isla CpG distal, podrian influir en la ocupacién de
estos factores de transcripcién. Por otro lado, la isla CpG proximal envuelve la regién
analizada en el estudio de metilacién realizado en el promotor de Pdx1 en modelo de
IUGR (-275 y +1 pb) por Park y colaborares [322], donde describen el requerimiento de
la desmetilacion de esta region para la expresion del gen. Nuestros resultados revelan
que las CME de la linea celular R1/E presentan esta region practicamente desmetilada
(Figura 27-29), lo que sugiere que la represion de la expresion de Pdx1 en células madre
pluripotentes debe ser controlada por la metilaciébn en otras regiones de su zona
promotora 0 por otros mecanismos. En concreto, en la isla CpG proximal nos
encontramos dos sitios CpG que incrementan ligeramente su metilacion (sitios CpG 33
y 57), y un sitio CpG que se desmetila (sitio CpG 51), tras la exposicion al NO (Figura

28), lo que podria estar afectando a la ocupacion de factores de transcripcion que
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controlan la expresion de Pdx1 y hace que su estudio sea interesante. Asimismo, es de
especial interés como la retirada de LIF del medio de cultivo y el tratamiento con NO
inducen un patron de metilacion muy similar al que presenta la linea celular de
insulinoma de rata, INS-1E (Figura 29), sugiriendo que el incremento de metilacion
observado en ciertos sitios CpG favorecen la expresion de Pdx1. Parte de la region de la
isla CpG proximal no se encuentra conservada en rata, y por tanto no se ha estudiado en
la linea celular INS-1E. Curiosamente, en esta regién no conservada no se observaron
cambios de metilacion en la condicion ausencia de LIF y NO. El hecho de que solo en la
region conservada de la isla CpG proximal se observen cambios en el patron de
metilacion refuerza la hipétesis de que la metilacion puede jugar un papel importante en
la regulacién de Pdx1. En cuanto a la region media, los resultados fueron similares a la
isla CpG distal, encontrandonos un alto nivel de metilacion en la condicion de
pluripotencia e incrementos de metilacion en ciertos sitios CpG, lo que condujo a un
aumento de la metilacion global de esta region (Figura 27-29). Estos datos también
podrian ser de gran relevancia y manifiesta el interés en estudiar la union de factores de
transcripcion a esta region, lo que podria revelar nuevos mecanismos que controlan la
expresion de Pdxl1. Este campo centrd nuestra atencion, y como se discutira mas
adelante, encontramos que el factor de transcripcion EGR-1 ocupa esta zona promotora,
controla la expresion de Pdx1 en CMEr y su union depende de la metilacion del ADN.
Sin embargo, hay que mencionar que esta region no se encuentra conservada en rata,
por lo que el mecanismo de regulacion de Pdx1l por EGR-1 puede que tampoco se

encuentre conservado entre especies.

Las ADN metiltransferasas, 0 DNMT, son las responsables del mantenimiento
del patrén de metilacion de la hebra complementaria de ADN tras la division celular
(metilasas de mantenimiento), como de la incorporacion de nuevas marcas de
metilacion (metilasas “de novo™). Por ello, se analiz6 la expresion de estas proteinas y
estudio si el NO induce cambios en su expresion que pudieran estar relacionados con
los cambios de metilacion del promotor de Pdx1. Los resultados revelaron que el
tratamiento con NO induce un incremento significativo en la expresion, a nivel de ARN
mensajero, de la ADN metiltransferasa de mantenimiento, Dnmtl, no observandose
cambios sustanciales en los niveles proteicos (Figura 30). Por otro lado, las DNMT de
“de novo”, Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmt3l, presentan un patron de expresion similar entre

ellas, pero opuestos a la Dnmtl, ya que la expresion se vio incrementada en condiciones
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de cultivo en ausencia de LIF, pero el tratamiento con NO, redujo significativamente

este aumento de expresion (Figura 30).

En la actualidad, existen estudios que tratan de relacionar el efecto de la
metilacion con el estado de pluripotencia y diferenciacion de las células madre. Las
primeras evidencias surgieron tras estudiar el nivel de metilacion de los promotores de
los genes implicados en el mantenimiento de la pluripotencia. Estos estudios revelaron
que los genes que controlan la pluripotencia y la autorrenovacién, como son Nanog y
Oct4, presentan sus promotores hipometilados en células madre pluripotentes, mientras
que la metilacion se incrementa durante el proceso de diferenciacion [324-327]. Por otro
lado, la implicacién de la metilacibn de ADN en el control de los procesos de
diferenciacion de las células madre se ha apoyado por la diferenciacion inducida por
agentes desmetilantes. En este sentido, se han disefiado protocolos de diferenciacion de
CME hacia células endoteliales, mediante el uso de 5-aza-2"-desoxicitidina [328] o

hacia cardiomiocitos, con 5-aza-2"-desoxicitidina o zebularina [329-331].

Previos estudios en nuestro laboratorio mostraron que la exposicion de CME a
altas dosis de NO, inducen la represion de marcadores de pluripotencia, como Nanog y
Oct4, y favorece la expresion de marcadores de diferenciacion temprana [188, 332].
Ahora, los resultados de este trabajo apuntan a que el incremento de expresion de Pdx1
puede estar relacionado con los cambios en el patrén de metilacion de su promotor
inducido tras la exposicion al NO. Los datos de expresion de las DNMT muestran que
el NO disminuye significativamente la expresion de las metilasas de “de novo”, Dnmt3,
Dnmt3b y Dnmt3l. Asi, posiblemente, el sitio CpG del promotor de Pdx1 que se ha
encontrado desmetilado por el tratamiento con NO (sitio CpG 51), deba su
desmetilacién a este hecho. Ademas, la represion de la expresion de las DNMT “de
novo” puede implicar el silenciamiento o activacion de otros genes que controlan la
pluripotencia y la diferenciacion. De esta forma, el NO podria actuar de manera similar
a como lo hacen los agentes desmetilantes, favoreciendo la diferenciacion, este caso
hacia un linaje pancreatico. Por otro lado, la metiltransferasa DNMT1 no ve afectada su
expresion a nivel de proteina de forma significativa, sin embargo existen estudios que
han reportado el incremento de su actividad tras la exposicion a NO [321]. De este
modo, la DNMTL1 podria ser la responsable del ligero incremento de metilacion
encontrado en el promotor de Pdxl. De gran interés seria estudiar el patron de

metilacion en otros genes, tales Nanog y Oct4, tras el tratamiento con altas dosis de NO,
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ya que posiblemente la metilacion tenga una implicacion importante en su

silenciamiento y consecuente induccién de la diferenciacion.

La remodelacion de la cromatina inducida por la metilacion/desmetilacion del
ADN, va asociada a las modificaciones postraducionales de las colas de las histonas.
Asimismo existen estudios en CME que relacionan la metilacion de los residuos de
lisina 4 y 27 de la histona H3 (H3K4me3 y H3K27me3) con nivel de expresion de los
factores que controlan la pluripotencia y la diferenciacion [135, 136], o el patron de
estas marcas en genes que controlan la diferenciacion cardiaca y pancreética [138-140].
Ademas, se ha descrito que los genes reguladores especificos de linaje son doblemente
marcados con H3K4me3 y H3K27me3, creando un estado bivalente en el cual los genes
estan preparados para una futura activacion, pero permanecen inactivos hasta que la
marca represora sea eliminada (“estado poised”) [148]. Debido a la importancia de las
marcas bivalentes durante la diferenciacion, decidimos estudiar las marcas K4me3 y
K27me3 de las histonas H3 presentes en la zona proximal del promotor de Pdx1.
Nuestros resultados de ChIP mostraron un ligero descenso de H3K27me3 e incremento
de H3K4me3 tras el tratamiento con NO (Figura 34A), sin embargo los resultados no
son significativos, existiendo variabilidad en los datos. No obstante, al graficar el %
porcentaje de input, podemos comparar la ocupacién que representa cada marca de
histona, simbolizando la dinamica de ocupacién entre H3K27me3 y H3K4me3 en las
condiciones control y tras la exposicion a NO. Estos datos revelan que las CMEr
pluripotentes presentan un mayor porcentaje de ocupacion de H3K27me3 en el
promotor de Pdx1; y tras el tratamiento con NO este ratio se equilibra. En presencia de
LIF, la ocupacion de H3K4me3 aumenta de un 25% a un 40% y en ausencia de LIF, de
un 10% a un 40%; mientras que la ocupacion de H3K27me3 se reduce de 75% a 60% y
de 90% a 60%, respectivamente en ambas condiciones de cultivo (Figura 31B). Este
resultado concuerda con previos estudios que muestran el progresivo descenso en la
relacién de H3K27me3/H3K4me3 en el promotor de Pdx1 durante la diferenciacion
pancreatica [139]. Segun este estudio, conforme avanza el proceso de diferenciacion la
balanza se inclina de manera mas significativa hacia la prevalencia de ocupacion de
H3K4me3 con respecto a H3K27me3. Por tanto, el estudio de las marcas bivalentes
sobre el promotor de Pdx1 podria ser una herramienta interesante para conocer en qué
punto del proceso de diferenciacion del pancreas nos encontramos en un protocolo de

diferenciacion in vitro. En el mismo contexto, la acetilacion de las colas de las histonas
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en los residuos de lisina también se relaciona con la expresion génica, en concreto con
la activacion transcripcional. En este estudio, los resultados obtenidos mostraron que la
ocupacion de la H3 acetilada no se ve alterada tras el tratamiento con NO,
encontrandose presente en todas las condiciones estudiadas (Figura 31C). La
persistencia de ambas marcas, H3 acetilada y H3K27me3, encontrada en CMEr
pluripotentes sobre el promotor de Pdx1, se ha descrito previamente en hepatoblastos,
donde Pdx1 esta silenciado [333-335]. Es posible que la presencia de H3 acetilada en el
promotor de Pdx1 pueda contribuir también al “estado poised” de este gen durante las

fases tempranas del desarrollo pancreatico.

Se ha descrito que la expresion de multitud de genes especificos de estadio estan
controlados por proteinas del grupo Polycomb (PcG), siendo este mecanismo de gran
importancia en el control de estos genes esenciales en el desarrollo, ademas del
mantenimiento de la pluripotencia y diferenciacion, plasticidad y especificacion hacia
un destino celular [139, 144, 146, 336, 337]. Dentro de este grupo de proteinas se
encuentra el Complejo Polycomb Represor 2 (PRC2), el cual regula negativamente
genes implicados en el desarrollo que deben ser reprimidos para mantener la
pluripotencia en CME y que se encuentran en “estado poised” para ser activados
durante la diferenciacion [147]. De las proteinas que conforman este complejo, EZH2 es
de especial relevancia, ya que es la responsable de la di- y tri- metilacion del residuo de
lisina (K) 27 de la histona H3 (H3K27me2/3) [141-143]. Ademas, también podemos
destacar a JARID-2, cuya principal funcion es la de reclutar al complejo PRC2 y unirlo
al ADN. De hecho, estudios de silenciamiento de Jarid-2 han mostrado que la reduccién
de los niveles de expresion de esta proteina conlleva la disminucién de la union del
resto de proteinas de PRC2 a sus genes diana [153, 338, 339]. Asimismo, se ha
encontrado que las CME deficientes en Jarid-2 muestran, ademas de un reducido
reclutamiento de PRC2, una reducida marca H3K4me2/me3 y H3K27me3, sugiriendo
que las marcas bivalentes en CME pluripotentes son dependientes de JARID-2 y que
esta proteina es esencial para el proceso de diferenciacion hacia los diferentes linajes
[340]. En este mismo contexto, se ha descrito que la sobreexpresion de Jarid-2, y otras
unidades que conforman el complejo, favorecen la reprogramacion de fibroblastos
embrionarios murinos hacia células iPSC, mientras que su silenciamiento inhibe este

proceso [341].
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Debido a la gran importancia que tienen las proteinas del grupo Polycomb en el
desarrollo y, en concreto, en la regulacion de genes especificos de estadio, en esta tesis
se ha realizado un estudio del papel de PRC2 sobre la expresion de Pdx1 en CMEr
tratadas con DETA-NO. Los resultados muestran que la expresion de Jarid-2 disminuye
por la exposicion a NO, mientras que la expresion de Ezh2 solo disminuye ligeramente
a nivel de ARN mensajero tras el tratamiento con NO en presencia de LIF. En cambio,
la expresion proteica no se vio afectada en ninguna condicion (Figura 32). Ademas,
mostramos que JARID-2 se encuentra en el promotor de Pdx1 en CMEr pluripotentes, y
que se separa del ADN tras la retirada de LIF del medio de cultivo y el tratamiento con
NO (Figura 34A). Para demostrar si la presencia de JARID-2 en el promotor de Pdx1 en
condiciones de pluripotencia permite la ocupacion del complejo PRC2, se llevd a cabo
una co-inmunoprecipitacion para detectar la presencia de complejos JARID-2/EZH2.
Los resultados de este estudio muestra la presencia de estos complejos (Figura 34B).
Estos resultados apuntan a que la unién del complejo PRC2 al promotor de Pdx1 en
condiciones de pluripotencia estan implicados en su represion, y que la retirada de LIF
del medio del cultivo y el tratamiento con NO inducen la liberacién del complejo del
promotor. Estos resultados son consistentes con estudios previos que describen la
ocupacion del promotor de Pdx1 por JARID-2 y EZH2 en CME y que el silenciamiento
de la expresion de Jarid-2 conlleva a una disminucion en la ocupacion de EZH2 y un
incremento en la expresion de Pdx1. Uno de estos estudios fue realizado por Peng y
colaboradores [339], y en este contexto requiere una mencion especial, ya que
realizaron un analisis de ocupacion de las proteinas que componen el complejo PRC2 en
el genoma completo de CME humanas. Los resultados revelaron que el 99,2 y el 99,8%
de los sitios de union de JARID-2 al ADN, son enriquecidos a su vez con SUZ12 y
EZH2, respectivamente, y presentaron a su vez correlacion con la marca H3K27me3.
Ademas, desarrollaron experimentos de silenciamiento de Jarid-2, y observaron una
disminucion de ocupacion tanto de JARID-2 como de EZH2 en los promotores de sus
genes diana. Interesantemente, a pesar de que la marca H3K27me3 practicamente no se
vio modificada, la expresion de los genes que se encuentran regulados por este complejo
se vio incrementada, como fue el caso de Pdxl; y esta sobreexpresion fue
correlacionada con un incremento modesto de los niveles de H3K4me3. Este ultimo
fendomeno también es de especial relevancia para nuestro estudio, ya que concuerda con
los cambios de ocupacion de las marcas bivalentes observados tras el tratamiento con

NO, que no fueron especialmente significativos, como si lo fue la expresion de Pdx1.
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Otro estudio de gran relevancia, fue el realizado por Xie y colaboradores en 2013 [139],
quienes desarrollaron un protocolo de diferenciacion in vitro de CME humanas a células
endocrinas funcionales y analizaron los cambios globales de expresion génica, asi
como, un estudio de ocupacién de las marcas bivalentes H3K27me3 y H3K4me3 en seis
estadios definidos del desarrollo. Los resultados mostraron que, en CMEh pluripotentes,
un 17% de los transcritos conocidos mostraron marcas bivalentes y un 78% de estos,
resolvieron la bivalencia durante la diferenciacion; mientras otros adquirieron la
ocupacion de estas marcas bivalentes durante el proceso. La mayoria de estos
promotores, cambiaron en gran medida el estado de H3K27me3, mientras la marca
H3K4me3 fue menos dinamica, lo que implica un papel importante de las proteinas PcG
en la remodelacion de la cromatina durante la diferenciacion endocrina. Ademaés,
agruparon los genes que resolvieron la bivalencia durante la diferenciacion en diferentes
grupos. Por ejemplo, los genes caracteristicos de progenitores pancreaticos fueron
agrupados segun el tiempo transcurrido en el que la represion por proteinas PcG era
revertida. Entre estos genes se encuentran Pdx1 y Sox9, que resolvieron su bivalencia en
un estadio mas temprano, mientras que la bivalencia de Nkx6.1 o Pftla fue resuelta méas
tarde, concordando con el proceso de embriogénesis murino. En resumen, estos
resultados demostraron que la induccion de los genes especificos endocrinos durante la
diferenciacion pancreatica esta asociada tanto a la pérdida de la marca represora

H3K27me3, como a la adquisicion “de novo” de la marca activadora H3K4me3.

Considerando tanto nuestros resultados como toda la informacion reportada en la
bibliografia, se puede afirmar que el tratamiento con DETA-NO en CME murinas
induce la represion de Jarid-2, reduciéndose el reclutamiento del complejo PRC2 sobre
el promotor de Pdx1, lo que conlleva una ligera disminucion de la marca H3K27me3 e
incremento de H3K4me3, y su activacion transcripcional.

Por otro lado, hemos realizado un estudio de la histona acetiltransferasa P300
sobre la expresion de Pdxl, ya que se conoce su papel como coactivador de las
transcripcion en una amplia variedad de procesos celulares [129, 130]. Ademas, se ha
descrito que P300 es necesaria para la especificacion de progenitores endodérmicos
hacia higado, no favoreciendo la diferenciacion de progenitores pancreaticos, un estudio
gue discutiremos mas adelante [335]. En este contexto, nos centramos en primer lugar,
en el andlisis de la expresion de P300 en células expuestas a NO. Los resultados

mostraron que el NO no modifica los valores de expresion a nivel de ARN mensajero.
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En cambio, los niveles de proteinas se vieron disminuidos considerablemente tras el
tratamiento (Figura 34). Ademas, los datos revelan la ocupacion de P300 en la zona
promotora proximal de Pdx1 en condiciones de pluripotencia, y su liberacién bajo
condiciones diferenciadoras (Figura 34A). El hecho de encontrar una ocupacion de
JARID-2 y P300 en la misma zona promotora de Pdxl1, plantea la posibilidad de
interaccion. De este modo, se llevd a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion de
proteinas, que demostraron que JARID-2 y P300 interaccionan en condiciones de
pluripotencia, sugiriendo un papel represor de P300 en la expresion de Pdxl. Para
comprobar esta hipdtesis se empled un inhibidor de P300, encontrdndose que la
exposicion a 50 uM de P300i induce un incremento significativo de expresion de Pdx1
respecto a las células control, actuando incluso de manera sinérgica junto el NO (Figura
35). Estos datos confirman el papel represor de la histona acetiltransferasa P300 sobre la
expresion de Pdx1 en CMEr y son consistentes con previos estudios que demuestran el
papel represor de P300 independientemente de su actividad acetiltransferasa [342-345].
La adicion de un grupo SUMO [344] y /o el reclutamiento de otros componentes
represores como HDAC1 o HDACG [345] esta relacionado con la actividad represora de
P300, por lo que el estudio de estas proteinas sobre el promotor de Pdx1 y ensayos de

coinmunoprecipitacion podrian proporcionar mas datos interesantes.

El estudio realizado por Xu y colaboradores en 2011 [335], en el que se analizan
las marcas epigenéticas de las histonas en células de endodermo embrionario de raton y
hepatoblastos presenta resultados de interés. Este estudio mostré que genes propios de
hepatoblastos presentan marcas de histonas represoras, como H3K27m3, tanto en
estadios de endodermo embrionario como en hepatoblastos, donde estos genes se
expresan. No obstante, las marcas activadoras H3K9me3K14me3 presentaron una
mayor ocupacion en hepatoblastos, relacionandose con la expresion de estos genes. Sin
embargo, el promotor de Pdx1 presento, en sus cuatro areas conservadas, ocupacion de
las marcas activadoras y represoras, en ambos estadios, donde Pdx1 no es expresado.
Por otro lado, observaron una significativa disminucién del nimero de hepatoblastos,
con un reducido nivel de H3 acetilada, en embriones P300*". No obstante, estos
embriones presentaron mas células de endodermo ventral positivas para PDX1, pero sin
diferencias en el endodermo pancreatico dorsal. Para comprobar si estos resultados se
producen como consecuencia de la heterogeneidad de P300, y no por otras vias

indirectas, trataron embriones murinos durante 24 horas con el inhibidor de P300, y los
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resultados fueron equivalentes al de los embriones P300*": reduccion del nimero de
hepatoblastos, disminucion de la expresion de los genes caracteristicos de higado y un
incremento de la expresion de Pdx1. De esta forma demostraron, por vias genéticas y
farmacoldgicas, que P300 modula la especificacion hacia higado o pancreas. Ademas,
también estudiaron el papel de Ezh2 en la toma de esta decision. Experimentos de ChIP
revelaron que EZH2 ocupa el promotor de Pdx1 en células de endodermo embrionario,
donde colocaliza con la marca represora de histona H3K27me3. Asimismo, la delecién
de EZH2 condujo a un aumento del dominio progenitor pancreatico ventral positivo
para PDX1, pero sin cambios en el dominio dorsal. Asi demostraron que EZH2
promueve indirectamente el programa hacia higado, mediante la restriccion de la
extension del pancreas ventral en el endodermo. Anteriormente, este mismo grupo
demostré que la sefializacién por BMP favorece la formacion del higado sobre la
pancreatica en el endodermo ventral, pero poco tiempo después, BMP promueve la
especificacion del péancreas [346]. Ahora en este nuevo estudio, revelaron que la
sefializacion por BMP es mediada por SMADA4, el cual recluta a P300 en los elementos
reguladores del higado, lo que conduce a la acetilacion de las histonas y la activacion
génica. Este excelente estudio muestra claramente como P300 favorece la
especificacion hacia higado en detrimento de la especificacion pancreatica, al igual que
lo hace EZH2, y la persistencia de ambas marcas epigenéticas H3 acetilada y
H3K27me3 en el gen Pdxl silenciado, siendo estos resultados andlogos con los

obtenidos en nuestro trabajo en CME murinas.

Indagando mas en el proceso que controla la regulacién de Pdx1 en CME,
analizamos unas 2000 pb de su regidén promotora con la base de datos JASPAR, para
dilucidar sitios de unién consenso de factores de transcripcion. El resultado de esta
basqueda fue una amplia lista de factores de transcripcion implicados en el
mantenimiento de la pluripotencia y factores de transcripcion involucrados en la
especificacion hacia el linaje pancreatico, entre otros. Ademas, encontramos algunos
factores de transcripcion tempranos, como es el caso de EGR-1, que presenta un sitio de
unién a Pdx1 entre -1064 y -1054 pb aguas arriba del inicio de la traduccion, localizado
en la zona media en la cual realizamos el estudio de metilacion. Ademas, este sitio
consenso (TGCGGGGGGGG) presentd un score de 10,403 y un score relativo de
0,8688, considerandose estos valores favorables a que exista una union real entre la

proteina y el ADN. Por otro lado, se ha descrito que EGR-1 controla la expresion de
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numerosos genes implicados en la diferenciacion y el crecimiento en respuesta a sefiales
ambientales tales como factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores, estrés
celular, dafio, mitdégenos y citocinas [143, 144]. Se sabe ademés que EGR-1 se induce
en respuesta a hipoxia, hiperoxia, sefializacion mediada por ROS e inflamacién [145-
147]. Por todo ello, se ha estudiado la capacidad de EGR-1 de regular la expresion de
Pdx1.

Para ello, se midi6 en primer lugar la expresion de Egr-1 a nivel de ARN
mensajero y de proteina. Los resultados muestran que la expresion de Egr-1 se ve
disminuida significativamente tras la retirada de LIF del medio de cultivo, pero el
tratamiento con NO no induce cambios en su expresion (Figura 36A y B). Asimismo, se
estudio la ocupacion de EGR-1 en la zona media del promotor de Pdx1 mediante ChlIP.
Los resultados muestran claramente que EGR-1 ocupa el promotor de Pdx1 en CME
pluripotentes y el tratamiento con NO induce su liberacion (Figura 36C). Estos
resultados fueron significativos en células cultivadas en presencia y ausencia de LIF, y
sugirieron el posible papel represor de EGR-1 sobre la expresion de Pdx1. Para
corroborar el papel represor de EGR-1 sobre la regulacion de Pdx1 en CMEr, se
Ilevaron a cabo experimentos de pérdida y ganancia de funcion de Egr-1. Los resultados
de estos ensayos revelaron un incremento significativo de la expresion de Pdx1l en
células donde Egr-1 fue silenciado (Figura 37A y B), reforzandose la idea de que EGR-
1 regula negativamente la expresion de Pdx1l en CMEr. Sin embargo, la ganancia de
funcion de Egr-1 no modifico la expresion de Pdx1 (Figura 37C y D), fendmeno que
puede estar relacionado al nivel de metilacion de ADN en células expuestas al NO, y

que se discutird mas adelante.

En contraposicion a estos, se ha descrito un papel activador de EGR-1 sobre
Pdx1 en células de insulinoma de ratén, MING6 [347]. Este estudio reveld la unién de
EGR-1 a varios sitios dentro del promotor de Pdxl, lo que favorece su activacion
transcripcional. En concreto, describieron que la sobreexpresion de Egr-1 incrementa la
activacion transcripcional de la zona promotora situada a -4500 pb y las regiones
altamente conservadas I, 1l y Ill. Ademéas, mutaciones de los sitios consensos
localizados en la zona 11l y la zona 1V disminuyeron sustancialmente la activacion de
Pdx1 mediada por EGR-1. Por tanto, para reforzar nuestras resultados, desarrollamos un
ensayo ChlIP en la zona promotora distal de Pdx1 (-2000 pb aguas arriba del inicio de la

traduccion, aproximadamente) en condicion control y en células expuestas a NO. Los
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resultados mostraron que EGR-1 se encuentra unido a la zona distal del promotor de
Pdx1 y el tratamiento con DETA-NO induce su liberacién de forma significativa
(Figura 38A), como lo hace con la ocupacion de EGR-1 en la zona promotora media.
Para asegurar que la diferencia de nuestros resultados con los de Eto K. y colaboradores
es debida a la linea celular, y probablemente al estado de diferenciacidn de estas células,
desarrollamos una co-inmunoprecipitacion de cromatina en células de insulinoma de
rata, INS-1E, en el area conservada Il del promotor de Pdx1. Los resultados mostraron
qgue EGR-1 se encuentra ocupando esta region del promotor de Pdx1 en la linea celular
INS-1E, como habia sido previamente reportado (Figura 38B), lo que sugiere que la
ocupacion de EGR-1 y su actividad sobre el control de la regulacion génica depende de
la linea celular y/o estado de diferenciacion.

Finalmente, para revelar qué mecanismos estan implicados en la liberacion de
EGR-1 del promotor de Pdx1 tras el tratamiento con NO, e intentar explicar por qué el
experimento de ganancia de Egr-1 no resultd en un incremento de expresion de Pdx1,
decidimos estudiar la posible implicacién de la metilacion del ADN y el estado de
acetilacion de EGR-1 en este fendmeno. Previos estudios han reportado que la union de
EGR-1 al ADN esta condicionada a la desmetilacion de los sitios CpG localizados en su
sitios consenso [160, 163, 348]. Los resultados del andlisis de metilacion de la zona
media del promotor de Pdx1, y en concreto, el estado de metilacion del sitio CpG
presente en la secuencia consenso de unién de EGR-1 (TGCGGGGGGGQG), sitio
numerado como CpG 18, revelaron que este sitio CpG aumenta su metilacion tras el
tratamiento con NO (Figura 27, 29 y 39A). Teniendo en cuenta que tras la exposicion a
NO este sitio se encuentra hipermetilado, esto explicaria por qué la union de EGR-1
podria verse afectada. En la condicion control o ausencia de NO, la sobreexpresion de
Egr-1 tampoco afecta a la expresion de Pdx1, pero si tenemos en cuenta que Pdx1 no es
expresado en células pluripotentes no es de extrafiar esta falta de respuesta. No obstante,
es curioso que el incremento de metilacion observado en el pirosecuenciamiento del
sitio CpG 18 es muy ligero, comparado con la dréstica liberacion de EGR-1 del
promotor de Pdx1 en células tratadas con NO. Jian Xu y colaboradores encontraron que
EGR-1 induce represion o activacion transcripcional dependiendo del estimulo, y
explicaron este papel dual, en parte, por la acetilacion del complejo EGR-1/P300/CBP
[349]. Demostraron ademas que después de un estimulo exdgeno, como la radiacion

UV, EGR-1 se desacetila y el promotor p300/CBP se reprime. Asi, el estado de
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acetilacion de EGR-1 y su union a otras proteinas, como P300, puede regular su
capacidad de unioén al ADN y modular su actividad. Por tanto, decidimos estudiar la
ocupacion de EGR-1 en el promotor de Pdxl en células tratadas con un agente
desmetilante de ADN, como es la 5-Aza-2"-desoxicitidina, y con el inhibidor de P300
para corroborar nuestra hipotesis. Los resultados de ChIP desvelaron que el tratamiento
con 5-Aza-2"-desoxicitidina, evita la liberacion de EGR-1 del promotor de Pdx1
inducida por el NO; mientras que el tratamiento con P300i impide su ocupacién (Figura
39B). Un estudio realizado en nuestro laboratorio, mediante la co-inmunoprecipitacion
de EGR-1 y revelado con un anticuerpo anti-panAcetil, reveld que el nivel de
acetilacion de EGR-1 se ve disminuido tras el tratamiento con NO (datos no mostrados).
Por tanto, se demuestra que la exposicion a NO induce la metilacion del sitio CpG de la
secuencia consenso de union de EGR-1, y esto conlleva a su liberacion del ADN; y por
otro lado, que el NO disminuye la expresion de P300, favoreciendo la liberacién de

EGR-1, posiblemente a través de su desacetilacion.
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Blogue 2

5.2 Desarrollo de un protocolo de diferenciacion de células

madre hacia células productoras de insulina

En la actualidad, hay numerosos cientificos dedicados al disefio de protocolos de
diferenciacion in vitro de células madre pluripotentes hacia células productoras de
insulina, con objeto de reemplazar las células beta dafiadas en pacientes diabéticos. Sin
embargo, este proceso no sencillo, ya que hay que dirigir su diferenciacion hacia el
linaje pancreatico y, en concreto, hacia células endocrinas y células . La mayoria de
los protocolos existentes a dia de hoy, tratan de reproducir el desarrollo pancreatico
mediante la generacion in vitro de los diferentes estadio que suceden durante la
embriogénesis del pancreas, como endodermo definitivo, intestino primitivo o “gut
tube”, intestino anterior o “foregut”, endodermo pancreatico, progenitores endocrinos y
celulas beta funcionales.

De esta manera, el primer paso para diferenciar las CM hacia un linaje
pancredtico, es inducir su diferenciacién hacia endodermo definitivo. Gracias a los
estudios realizados en el desarrollo embrionario murino, se conoce que una de las vias
de sefializacion implicada en este proceso es la sefializacion mediada por Nodal, que
controla la especificacion hacia endodermo o mesodermo, segun la intensidad y
duracién de la sefial. Por tanto, en el desarrollo de los protocolos de diferenciacion se
utilizan Activina A o Nodal para activar la via de sefializacion Nodal y favorecer la
generacion de endodermo definitivo [212, 223, 350, 351]. Ademas, se conoce que la
induccion de la via Nodal es realmente eficaz en la diferenciacion hacia endodermo
definitivo cuando la via de sefializacion de PI3K se encuentra silenciada, lo que se
consigue con la reduccion del suero del medio de cultivo o mediante inhibidores
especificos [207, 208, 212, 213]. Asimismo, la via de sefializacién Wnt, también tiene
un papel relevante en este paso, controlando la expresion de Brachyury, implicado en la
diferenciacion mesoendodérmica [352]. Asi, los protocolos de diferenciacion utilizan el
ligando Wnt3a para activar la via de sefializacion de Wnt y favorecer la formacién de
endodermo definitivo [212, 214, 220]. De esta forma, la adicion de Activina A/Nodal,
inhibidores de PI3K y Wnt3 son utilizados en la actualidad para la diferenciacion de

celulas madre humanas a endodermo definitivo de manera eficiente (Anexo 3).

- 187 -



5. Discusién — Bloque 2

En este trabajo, nos hemos centrado en el diseio de un protocolo de
diferenciacion hacia células productoras de insulina, partiendo de un protocolo disefiado
previamente en nuestro laboratorio con CME murinas, de la linea celular D3. Este
protocolo fue exitoso en diferenciar CMEr hacia endodermo definitivo mediante la
utilizacion de pequefias moléculas adicionadas de forma secuencial, como es el DETA-
NO vy el &cido valproico, junto con la reduccion de la concentracién de suero del medio
de cultivo [188]. Tras 10 dias de protocolo, se consiguid la expresion significativa de
genes de endodermo definitivo como FoxA2, Sox17 o Hnfl4. Aunque este protocolo no
se basa en la mimetizacion del desarrollo embrionario del pancreas, en cuanto a las vias
de sefalizacion y los ligandos utilizados, consigue, de forma eficaz y simple, la
generacion de endodermo definitivo.

Los siguientes pasos del proceso de diferenciacién pancreatica es la formacion
del intestino primitivo o “gut tube” e intestino anteroposterior o “posterior foregut”. En
esta fase del desarrollo, y la formacion de los primordios dorsal y ventral, participan
varias sefiales procedentes de la notocorda y la aorta, como la Activina A y el bFGF,
que inducen el silenciamiento de Sonic Hedgehog y expresion de Pdx1 [22, 23], por lo
que los protocolos de diferenciacion in vitro utilizan inhibidores de SSh, como
ciclopamina o SANT1 [207, 214, 220, 222]. Ademas, sefiales procedentes del
mesodermo cardiaco y septum transversum, bFGF y BMP, silencian Pdx1 favoreciendo
el desarrollo del higado y del sistema biliar [24]. Asi, se puede observar como una
misma molécula, bFGF, puede tener un efecto opuesto. Este efecto dual se ha descrito
ser dependiente de dosis; ya que bajas dosis de bFGF inducen la generacién del higado,
niveles intermedios favorecen la diferenciacion pancredtica y altas concentraciones
generan precursores de intestino delgado [218]. Por tanto, inductores de la via FGF e
inhibidores de BMP son ampliamente utilizados en protocolos de diferenciacion de CM
humanas hacia un linaje pancreatico [208, 217, 218, 220, 222, 226]. Ademas, se ha
descrito que el &cido retinoico (RA) tiene un papel importante en la diferenciacion
pancreatica, por lo que muchos protocolos de diferenciacion hacia linaje pancreético lo
incluyen [214, 229, 353]. Como resumen, podemos destacar el uso de inhibidores de
Ssh (Ciclopamina y SANTL1), inductores de FGF (bFGF, FGF4 o FGF7), inhibidores de
BMP (Noggin) y RA para favorecer la generacion de endodermo pancreatico (Anexo 3).

En nuestro caso, para conseguir la formacion de progenitores pancreaticos, asi
como la expresion de Pdx1, decidimos basarnos en el control de la represion de Pdx1

que ejerce P300, segun los resultados obtenidos en el primer bloque y los datos
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descritos en la bibliografia sobre el papel de P300 y su control en la especificacion de
progenitores hepaticos y pancreaticos [335]. De esta manera, continuamos el protocolo
de diferenciacion mediante la exposicion durante unas 20-22 horas con 50 uM del
inhibidor de P300, lo que generé una muerte celular considerable y un cambio en la
morfologia de las células supervivientes, ademas de un aumento significativo de
expresion de Pdxl, Pax4 y Kir6.2 (Figura 41 y 42). Esto demuestra que en esta etapa
del desarrollo, Pdx1 sigue siendo reprimido por P300 y la inhibicion de la actividad de
P300 es crucial para favorecer el desarrollo pancreatico. Asi, el tratamiento con P300i,
combinado con pequefias moléculas como el DETA-NO y el VA, permite la activacion
secuencial de marcadores necesarios para la diferenciacion del linaje pancreatico.
Finalmente, el ultimo paso consiste en la induccion de la diferenciacion
endocrina y la obtencion de células B maduras. Se conoce que el equilibrio entre la
diferenciacion acinar y la endocrina se mantiene por el antagonismo entre Ptfla y
Nkx6.1 en los progenitores multipotentes [28]. Ademas, se ha descrito que la distincion
de los precursores endocrinos de los ductales esta modulada por el factor de
transcripcion Ngn3, y que la via de sefializacion celular de Notch tiene un papel
relevante en la especificacion de los linajes pancreéaticos y en la expresion de este factor
de transcripcion [30]. Por otro lado, se ha descrito el papel fundamental de Nkx2.2, Pax4
y Arx, conociéndose la funcion antagdnica que existe entre Pax4 y Arx para la inducir la
formacion de células B o a, respectivamente [36]. Por tanto, los protocolos de
diferenciacion existentes tratan de modular la actividad de la via de sefializacion Notch,
exponiendo a las células a inhibidores como DAPT, un inhibidor de la y-secretasa [214,
224] o GsiXX [227], siendo este ultimo mas eficaz al favorecer en mayor medida la
generacion de células endocrinas en detrimento de las exocrinas. Por otro lado, se han
disefiado protocolos de diferenciacion que favorecen la diferenciacion endocrina
mediante la formacion de estructuras tridimensionales, favoreciendo la agregacion de
los progenitores pancreaticos mimetizando la estructura de los islotes de Langerhans
[222, 228, 229]. Asimismo, la obtencion de células B funcionales, es un tema de
especial relevancia, y para el paso final de maduracion final, se han probado multitud de
moléculas como IGF1, exedin-4, HGF, suplemento B27, betacelulina o nicotinamida,
entre otras [224, 227]. Sin embargo, sélo tres de los protocolos de diferenciacion
disefiados hasta la fecha, han obtenido in vitro células B maduras, capaces de liberar

insulina en respuesta a la concentracion de glucosa extracelular; anteriormente sélo se
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habia conseguido después del trasplante de progenitores endocrinos en modelos
murinos [220, 222, 226, 354]. Por ello, estos estudios son de gran relevancia, y han
supuesto un paso de gigante en este terreno. Por un lado, el grupo de Melton publicé en
2014 un protocolo de diferenciacion escalable de células productoras de insulina a partir
de células madre pluripotentes humanas, capaces de responder a los cambios de glucosa
in vitro, y que revertia la hiperglicemia en ratones diabéticos [221]. Por otro lado, el
laboratorio de Kieffer publicd, ese mismo afio, otro protocolo de diferenciacion
completamente in vitro que diferencia eficazmente CME humanas en células
productoras de insulina maduras capaces de revertir la diabetes en modelos murinos. No
obstante, la dindmica de estimulacion con glucosa reveld semejanzas, pero también
diferencias, entre las células productoras de insulina generadas in vitro y las células
humanas [227]. Ademas, el grupo de Soria y colaboradores ha reportado recientemente
un protocolo de diferenciacion optimizado, el cual se basa en la formacion de agregados
celulares y adicién de resveratrol en su paso de maduracion final, obteniendo células
productoras de insulina maduras que consiguen revertir la hiperglucemia en ratones
diabéticos de forma transitoria [228].

En el trabajo actual, hemos conseguido también células productoras de insulina
maduras a partir de CME murinas, a través del cultivo en suspension y la formacién de
agregados celulares. En el paso anterior, ya encontramos un incremento de expresion de
Kir6.2, una subunidad del canal de potasio (K*) dependiente de ATP, y Pax4, un
marcador de progenitor pancreatico, que segun se ha descrito, favorece la formacién de
células P respecto a las células a. Por ello, intuimos que el tratamiento con P300i
favorece la diferenciacion pancreatica, y en concreto, la diferenciacion hacia célula j,
aunque hay que mencionar que la expresion de Arx no fue analizada. En esta Gltima fase
del protocolo, mediante el cultivo en suspension, se generaron estructuras
tridimensionales homogéneas en su morfologia y aspecto (Figura 40), y se indujo la
expresion de marcadores caracteristicos de células B, como Pdxl, Glut2, Insulina,
Kir6.2 y Glucoquinasa (Figura 41 y 42). Ademas, se puede comprobar que la expresion
de Nkx6.1 es mayor que la expresion de Ptfla, lo que muestra que el cultivo en
suspension favorece la diferenciacion endocrina respecto a la acinar. Para comprobar la
presencia en el cultivo de otras células endocrinas, se analizd la expresion de Glucagon
y Somatostatina, como marcadores caracteristicos de células a y 8, respectivamente.

Asimismo, se midio la expresion Amilasa2, para analizar la presencia de células
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exocrinas. Los resultados no mostraron indicios de expresion de estos genes (Figura
41), demostrando que los agregados generados in vitro son exclusivamente
monohormonales. Mediante inmunofluorescencia de finos cortes de los agregados, se
comprobd la expresion proteica y colocalizacion de PDX1 y GLUT2. Ademas, se
analizé la presencia de PEPTIDO-C, para verificar la capacidad de los agregados
celulares de expresar, generar y procesar la insulina (Figura 44A). Finalmente, para
conocer si los agregados son maduros y capaces de responder a secretagogos se
estimularon con baja (3 mM) y alta (25 mM) concentracion de glucosa, asi como con
una solucion con KCI (25 mM), el cual induce una despolarizacion de la membrana
plasmaética, y los sobrenadantes fueron utilizados en un ensayo de ELISA de insulina. El
resultado de este experimento confirmé que los agregados generados en cultivo in vitro
son maduros, siendo capaces de responder a los cambios de glucosa del medio y al KCI
(Figura 44B). De este modo, presentamos en este trabajo un innovador y sencillo
protocolo de diferenciacion basado en la adicion de pequefias moléculas al medio de
cultivo consistente en 5 pasos, en los cuales las células son diferenciadas en un sistema
completamente in vitro hacia células productoras de insulina, con fenotipo maduro y
capaz de responder a diferentes secretagogos.

Nuestra finalidad, es obtener células productoras de insulina de origen humano,
por lo que analizamos la reproducibilidad de este protocolo en células madre
embrionarias humanas, en la linea celular HS181. Ademés, mantuvimos las células
pluripotentes y desarrollamos el protocolo de diferenciacion, en medio condicionado
con sustituto de suero (KSR), para posibilitar su uso en terapia celular. Para ajustar el
protocolo en células humanas, modificamos por un lado el nimero de dias de cultivos
previo al tratamiento con DETA-NO; y por otro, el momento de la disminucion del
sustituto de suero (KSR), de manera que el protocolo consiste en seis pasos, con un
namero final de dias comprendidos entre 16 y 19. El paso de maduracion final, esta
siendo optimizado mediante el cultivo de las células en suspension y/o adherencia,
durante 3 o 6 dias, y empleo de pequefias moléculas, como nicotinamida o resveratrol
(Figura 45).

En primer lugar, analizamos la expresion génica de marcadores de endodermo
definitivo (SOX17, FOXA2 y HNF1p) y progenitor pancreatico (PDX1 y NKX2.2), en
cada fase del protocolo. Los resultados mostraron que el tratamiento con DETA-NO,
incrementd la expresion PDX1 y NKX2.2, la exposiciéon a acido valproico durante 6

dias, aumento el nivel de expresion de las marcadores de endodermo definitivo, FOXA2,
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SOX17 y HNF1py el tratamiento con P300i, indujo un aumento de expresion de PDX1,
por lo que lo que el patron de expresion génica es similar al encontrado en CME de
origen murino (Figura 46 y 47). Ademas, los experimentos de inmunofluorescencia
revelaron que las células HS181 mantenidas en condiciones de pluripotencia presentan
altos niveles de expresion de NANOG y OCT4, el tratamiento con DETA-NO induce
un incremento de la expresion de PDX1, el acido valproico favorece la expresion de
FOXA2 y SOX17 vy el tratamiento con P300i, induce la colocalizacion FOXA2 y
SOX17, con PDX1 (Figura 48). Teniendo en cuenta estos resultados, podemos deducir
que, hasta este punto, el protocolo de diferenciacion es reproducible en CME de origen

humano.

Por otro lado, quisimos comprobar la reproducibilidad del protocolo de
diferenciacion en iPSC, ya que estas células ademas de evitar los problemas éticos que
supone el uso de las células madre embrionarias humanas, al poder ser derivadas del
propio paciente, omiten los problemas de rechazo en el trasplante. De esta forma,
utilizamos células de la linea celular MSUHO001, y desarrollamos el protocolo de
diferenciacion, tal y como se hizo con las células HS181. Los resultados de expresion
génica en cada fase del protocolo fue muy simular al obtenido con las células HS181,
mostrandose un incremento de expresion de PDX1 y NKX2.2, tras el tratamiento con
DETA-NO, una induccion de la expresion de FOXA2 y SOX17, tras el tratamiento
consecutivo con acido valproico y un nuevo aumento de expresion de PDX1 tras la
exposicion a P300i (Figura 49). Ademas, la expresion proteica de PDX1, FOXA2 y
SOX17, observada mediante inmunofluorescencia, corroboraron estos resultados
(Figura 50). Sin embargo, la muerte celular durante el desarrollo del protocolo en esta
linea celular fue mucho méas pronunciada en comparacion con la linea celular HS181, de
tal manera que la cantidad de celulas adheridas que se encontro tras el tratamiento con
P300i, fue muy escasa, y la inmunofluorescencia no pudo realizarse con éxito en este
punto del protocolo. La muerte celular observada fue bastante significativa tras la
reduccion del KSR, el tratamiento con 500 uM de DETA-NO vy la exposicion a 50 uM
de P300i. Por tanto, para reproducir de forma mas eficaz el protocolo de diferenciacion
en esta linea celular, habria que redisefiar estos puntos, como cambios de concentracion
u horas de exposicion, e intentar disminuir asi la muerte celular acontecida. Asimismo,
podrian utilizarse otras lineas celulares de iPSC, para comprobar si s una cuestion

concreta de esta linea celular o es debido a las diferencias existentes entre las células
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madre embrionarias y las célula madre de pluripotencia inducida, como plasticidad, y
perfiles genéticos y epigenéticos [91-93].

Finalmente, decidimos continuar el protocolo de diferenciacion en células
HS181, hasta la obtencion de células productoras de insulina in vitro, el igual que
hicimos con las CME murinas. Para el proceso de maduracion, utilizamos distintas
estrategias, como cultivo en suspension y/o adherencia, medio suplementado con
Insulina-Transferrina-Selenito (ITS), y adicién de moléculas, como nicotinamida y
resveratrol. Por un lado, el cultivo en suspensién, ya ha mostrado ser eficaz en inducir
maduracion de las células CME de raton en nuestro estudio, asi como en previos
protocolos de diferenciacion con células madre pluripotentes humanas [222, 228, 229].
Por otro lado, el medio suplementado con ITS favorece el crecimiento celular en medio
con suero reducido, y se ha utilizado en etapas finales de diversos protocolos de
diferenciacion hacia linaje pancreédtico [228, 229]. Finalmente, se ha descrito en
diversos protocolos de diferenciacion el uso de nicotinamida y resveratrol para
favorecer la diferenciacion pancreatica y la maduracién de las células beta [206-208,
228].

Segln los resultados obtenidos en los distintos ensayos de maduracion,
podemos concluir que el cultivo en adherencia durante 3 dias en medio KSR al 2%
podria ser una alternativa eficaz para madurar las células, ya que favorece la expresion
de PDX1, GCK e INS (Figura 51B). Por otro lado, el uso de medio KSR suplementado
con ITS, y la combinacion del cultivo en adherencia durante 3 dias con 10 mM de
nicotinamida y cultivo en suspension con 75 uM de resveratrol durante otros 3 dias,
también parece ser eficaz, encontrandose expresion de PDX1, INS y NKX6.1 (Figura
51D). Por tanto, nos encontramos con dos procesos alternativos de maduracion que
parecen favorecer la expresion de insulina en las células HS181, asi como genes
caracteristicas de células 3. No obstante, estos resultados son preliminares, y requieren
ser reproducidos nuevamente, ademas de ser corroborados con otras metodologias que
muestren la expresion a nivel de proteina. Ademas, queda pendiente comprobar la
capacidad de liberar insulina en respuesta a la glucosa extracelular, para determinar si
las células obtenidas in vitro son maduras, y en este caso, calcular la proporcion de
células funcionales obtenidas al final del protocolo para conocer la eficacia del mismo.

Como conclusién de este bloque podemos mencionar que, mediante la adicion
secuencial de pequefias moléculas al medio de cultivo, como DETA-NO, acido
valproico (VA) y P300i, junto con el cultivo en suspension, hemos conseguido
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desarrollar un protocolo de diferenciacion de CME murinas hacia células productoras de
insulinas maduras. Este protocolo es innovador, ya que no se basa en la mimetizacion
del desarrollo embrionario del pancreas, como lo hacen la mayoria de los protocolos
disefiados hasta el momento (Anexo 3), sino en la expresion controlada del factor de
transcripcion Pdx1. Ademas, los resultados obtenidos hasta la fecha, muestran su
capacidad de ser reproducido en células madre de origen humano. Por tanto, nos
encontramos frente a un nuevo mecanismo para diferenciar células madre pluripotentes
hacia linaje pancredtico, y en concreto hacia célula B, de una manera sencilla y
controlada, ademas de economica, ya que se prescinde del uso de factores de
crecimiento, como Activina A o Nodal, Wnt3a, FGF y Noggin, entre otros, que

encarecen de forma significativa el desarrollo de los protocolos de diferenciacion.
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Blogue 3

5.3 Estudio de las Celulas T reguladoras de Sangre de Cordon

Umbilical y Sangre Periferica de adulto

El hallazgo de una asociacion entre la disfuncion de las células Treg y la
aparicion de la DM tipo 1 [312, 313], permite proponer la idea de que la expansion y/o
activacion de este tipo celular podria frenar el ataque inmunitario sobre la célula 3. De
este modo, varios estudios se han centrado en el uso de mono-inmunoterapias, mediante
la administracion de anti-CD3, anti-CD20 o CTL4-Ig [71-73], o la aplicacién de IL-2
[316-318], con la finalidad de expandir la poblacion de células Treg in vivo. Respecto a
la terapia celular con células Treg, ya fue probada con éxito en varios modelos diabetes
en murinos [307-309] vy, recientemente, se ha descrito el primer ensayo clinico con
células Treg en fase | con pacientes diabéticos obteniéndose resultados prometedores
[76]. En este sentido, nos encontramos un paso mas cerca de un posible tratamiento de
la DM de origen inmune, aunque hoy en dia sigue siendo objeto de estudio por
numerosos cientificos la caracterizacion, los mecanismos de activacion y expansion in
vitro y estudio de la funcion y estabilidad de las células Treg para tratar de optimizar su

uso en terapia.

El uso de cordén umbilical como fuente de células Treg para la terapia celular se
ha convertido en los Gltimos afios en una alternativa atractiva. Esto es debido a que las
células Treg de CB son una poblacion mucho mas homogénea, y mantienen la
expresion de FoxP3 y la capacidad de supresién después de su expansién in vitro,
aunque este aspecto ha generado algunas controversias [288-291]. Asimismo,
recientemente se ha hecho un verdadero progreso en la evaluacion de la seguridad del
uso de células CB Treg en la clinica. Brunstein y colaboradores publicaron, en 2011, el
primer ensayo en fase | donde se utilizaron células CB Treg expandidas in vitro, en
pacientes trasplantados con HSC procedentes de dos cordones umbilicales para tratar la
enfermedad injerto contra huésped (GvHD) [79]. Sin embargo, aln existen
complicaciones como la escasez en su persistencia y tolerancia en el organismo, lo que
requiere un conocimiento mayor sobre las condiciones Optimas bajo las cuales las
células CB Treg presentan capacidad supresora y mantienen sus propiedades con el fin

de alcanzar los tejidos diana in vivo. De este modo, en este bloque del trabajo nos hemos
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centrado en la caracterizacion de células Treg de sangre de cordon umbilical, mediante
un analisis comparativo con células Treg de sangre periférica, en base a su capacidad
proliferativa, expresion de marcadores de activacion y patron de liberacion de citocinas,
bajo condiciones estimuladoras de su receptor TCR a distintos tiempos. Ademas, hemos
desarrollado estos analisis utilizando dos técnicas de seleccion distintas, para comprobar

si el proceso de aislamiento influye en las caracteristicas de las células CB Treg.

Las células Treg presentan una expresion elevada de CD25. Sin embargo, este
marcador no es especifico para células T reguladoras CD4", por lo que el uso de CD25
para la seleccion de las células Treg tiene algunas limitaciones. En primer lugar, CD25,
es un marcador tradicional de activacion de células T, por lo que su expresion se
incrementa en células T CD4" no reguladoras tras la activacion de su receptor TCR
[232, 288]. En segundo lugar, aunque la poblacion de células T CD4" CD25" esté
enriguecida en células con funciones supresoras, poblaciones de células T CD4* CD25
también pueden presentar un papel regulador después de su expansién clonal in vitro.
Incluso, las células Treg CD25" pueden perder la expresion de este marcador tras
diferentes estimulaciones in vivo [355]. Por otro lado, existe un panel de moléculas,
como GITR [356], CTL4-A [357], CD103 [358], entre otras, que se han relacionado con
las células Treg, pero ninguna de ellas se califica como marcador exclusivo de células
Treg [359, 360]. En este sentido, el descubrimiento del factor de transcripcion FoxP3,
como factor clave en el desarrollo de las células Treg y en su actividad, representd uno
de los avances mas significativos en la biologia de las células Treg. Ademas, se ha
descrito que solo las células que expresan un alto nivel de CD25 y Foxp3 presentan
capacidad supresora [232, 361], ya que algunas células T efectoras también lo expresan,
pero en menor nivel y de forma transitoria [362]. En este mismo contexto, el grupo de
Boehmer y colaboradores mostrd que células T naive murinas podian ser convertidas en
células Treg, mediante la sobreexpresion de FoxP3, fendbmeno que se vio favorecido tras
la adicion de TGF-B o la reduccion de 1L-2, indicando que las células Treg son aquellas
que expresan altos niveles de FoxP3 independientemente de su origen [363]. Por otro
lado, fue demostrado que la baja expresion de la cadena a del receptor IL-7 (CD127) se
correlaciona con una alta expresién de FoxP3, por lo que es posible identificar las
células Treg como CD4* CD25M"9" CD127'% sin requerir la tincion intracelular de
FoxP3 [364], ya que esto imposibilita su uso en experimentos funcionales.
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La pureza tras el proceso de seleccion y el rendimiento de los métodos de
aislamiento de células Treg, suponen todavia un reto importante para su uso en terapia.
Por eso, quisimos analizar la pureza conseguida tras la seleccion de las células Treg con
la nueva tecnologia de aislamiento Streptamer, y compararla con el método tradicional
basado en columnas magnéticas. En nuestro estudio, para la medida de la pureza hemos
considerado a las células Treg como la poblacion: CD45* CD4* CD25"9" y CD127'°W,
ya que, segun hemos comentado anteriormente, es la caracterizacion mas apropiada sin
requerir la tincién intranuclear de FoxP3. Los resultados mostraron que las células
mononucleares (MC) de la sangre periférica de adulto y de cordon umbilical presentan
una proporcién de células Treg de 5,75 + 1,33 % y 4,91 + 1,47 % respectivamente,
respecto a las células CD4". Por otro lado, las células nucleadas totales (TNC) de la
sangre de corddén umbilical presentan una media de 6,53 £ 1,74 % de células Treg
respecto a las células CD4* (Figura 55A). Estos resultados concuerdan con los datos que
se han previamente descrito en otros ensayos (5-10%) [232, 319]. Por otro lado, el
andlisis de la pureza mostro que existen diferencias significativas entre las células PB
Treg (78,8 £ 11,2 %) y CB Treg (86,1 = 6,9 %) seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit.
Esto es debido a la presencia de células T efectoras CD25" en la sangre periférica de
adulto. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre las células CB
Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit (86,1 + 6,9 %) vy las células CB Treg
aisladas por Streptamer (91,7 + 4,8 %) (Figura 55B), lo que indica que la tecnologia
Streptamer es una buena herramienta para seleccionar células CB Treg y que la sangre

de cordon umbilical es una magnifica fuente de células Treg con alta pureza.

Respecto al rendimiento de las metodologias, los resultados mostraron la
seleccion por Miltenyi Biotec Kit presenta diferencias estadisticamente significativas
para la seleccion de células PB Treg y CB Treg, encontrandose unas valores de
rendimiento de 39,55 + 14,85 % y 23,57 = 4,71 %, respectivamente. Respecto al
rendimiento conseguido con la tecnologia Streptamer, el valor medio obtenido fue 9,33
+ 1,70 %, bastante menor al rendimiento de la técnica Miltenyi Biotec Kit para células
CB Treg (Figura 55D), demostrandose que la tecnologia Miltenyi Biotec Kit es mas
eficaz para la seleccion de células Treg, en especial para células PB Treg, aunque éstas

presentan menor pureza que las CB Treg aisladas por esta misma metodologia.

La elevada cifra de células Treg que son necesarias para su empleo en terapia

celular implica la necesidad de su expansion in vitro. Un ejemplo de esto es el ensayo
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clinico en fase | publicado Bluestone y colaboradores, basado en el uso de células Treg
en pacientes diabéticos, donde utilizan células Treg aut6logas expandidas in vitro con
diferentes concentraciones celulares (desde 0,05 x 108 hasta 26 x 10® células) [76]. Por
otro lado, el grupo de Trzonkowski ha publicado un ensayo clinico con células Treg en
nifios diabéticos [365-367], para el cual han utilizado una dosis celular de 10-30 x 10°
células Treg por Kg del individuo. De esta manera, la expansion in vitro de las células
Treg es un tema de especial relevancia, y los protocolos de expansion siguen en
continua investigacion. Ademas, no sélo es importante obtener un nimero elevado de
células, sino que tras el protocolo de expansion las células Treg sigan manteniendo sus

propiedades supresoras.

En nuestro estudio, la metodologia seguida para la expansion y activacion de las
células Treg ha consistido en la adicién de 10 ug/ml de anti-CD3 unido a la placa,
mediante su incubacion durante 2 horas o toda la noche a 37°C, y 10 pug/ml de anti-
CD28 soluble. La utilizacion del anticuerpo monoclonal anti-CD3 para la estimulacion
del receptor TCR se ha venido estudiando y utilizando desde hace ya varias décadas, y
se ha demostrado que su adicion de forma soluble o unido a la placa tiene efectos
diferentes [368, 369]. Por un lado, se ha comprobado que el anticuerpo anti-CD3
soluble favorece una estimulacion gradual, mientras que anti-CD3 unido a la placa
induce una estimulacion mas fuerte del receptor TCR en un menor periodo de tiempo y
menor variabilidad entre las muestras, siendo estos efectos dependientes también de la
concentracion de anticuerpo utilizada [370]. Por otro lado, la estimulacién de la proteina
de membrana CD28 es necesaria para la completa activacion de la célula T, mediada in
vivo por la union de las proteinas CD80 o CD86 de las APC [255]. De esta manera, la
utilizacién de anti-CD3 y anti-CD28 favorece la activacion in vitro de las células Treg
aisladas. Asimismo, suplementamos el medio de cultivo con 1000 U/ml de IL-2, ya que
se conoce que IL-2 favorece la proliferacion y supervivencia de las células T y es un
componente esencial en todos los protocolos publicados para la expansion in vitro de
células Treg, junto con la activacion del receptor TCR y CD28 [371-376]. Incluso, se ha
descrito la incapacidad de proliferacion de las células CB Treg bajo condiciones
estimulantes de receptor TCR en ausencia de IL-2 [377]. Nuestros resultados de
proliferacion celular concuerdan con estos datos, ya que se observd una tasa de
proliferacion relativa aproximada de 4, para las células Treg estimuladas con anti-

CD3/anti-CD28 junto con IL-2, tras 5 dias de cultivo; mientras que las células no
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estimuladas (resting), solo cultivadas en presencia de IL-2, no presentaron tasa de
proliferacion. Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre las células PB
y CB Treg y las diferentes técnicas de aislamiento (Figura 56). Estos datos indican que
la estimulacién con 10 ug/ml de anti-CD3 unido a la placa y 10 ug/ml de anti-CD28
soluble, junto a la adicion de 1000 U/ml de IL-2, es eficaz para inducir la expansion de
las células Treg in vitro, independientemente de su origen o técnica de seleccion
empleada. Sin embargo, un ensayo realizado por Theil y colaboradores mostro
diferencias significativas en la capacidad de proliferacion de las células CB Treg y las
células PB Treg y PB Treg naive [378]. Ademas, este grupo demostro que la mayoria de
las células CB Treg (aproximadamente el 85%) presentan un fenotipo naive (RAY);
mientras que las células PB Treg de adultos jovenes, presentan solo un 30% de Treg
RA", y este porcentaje disminuye con la edad. Para la activacion de las células Treg y su
expansion in vitro, desarrollaron dos rondas de activacidn con particulas anidas a anti-
CD3/anti-CD28, y suplemento de IL-2, con un total de 14 dias en cultivo. Tras este
tiempo observaron que las células CB Treg tienen una mayor capacidad de expansion
in vitro. Ademas, tras este periodo las células CB Treg presentaron mayor expresion del

factor de transcripcion FOXP3.

Por tanto, es importante destacar que aunque en nuestro estudio no hallamos
observados diferencias significativas en cuanto a la capacidad de proliferacion de las
células PB Treg y CB Treg, ensayos a largo plazo si podrian mostrar diferencias.
Asimismo, es necesario disefiar un protocolo de expansion en un periodo de tiempo mas
prolongado para llegar a obtener un namero de células apropiado para el uso en terapia.
Teniendo en cuenta que, en el caso del corddén umbilical y la seleccion de células Treg
por la metodologia Miltenyi Biotec Kit, obtuvimos en torno a 1 millén de células, y que
tras 5 dias de cultivo conseguimos una tasa de proliferacion de aproximadamente 4, en
este punto del protocolo tendriamos s6lo unos 4 millones de células Treg, lo que
conlleva a estricta necesidad de un protocolo continuado. El disefio de un protocolo de
expansion a largo plazo podria incluir la estimulacion con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2
en sucesivas ocasiones, asi como la division de las células en distintos pocillos para
evitar una confluencia excesiva que pudiera ocasionar su muerte, a la vez que afadir

medio de cultivo fresco.

Por otro lado, para obtener un fenotipo mas completo de las células Treg,

analizamos el efecto de la estimulacion del receptor TCR y la proteina CD28 sobre la
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expresion de los marcadores caracteristicos de las células Treg, como son CD25 y
FOXP3, y marcadores de membranas, tales como GITR, CD69 y LAP.

CD25 es una de tres las subunidades que conforman el receptor de alta afinidad
de IL2 (IL-2R): a (IL-2Ra. 0 CD25), B (IL-2Rp 0 CD122) y y (IL-2Ry 0 CD132). La
IL-2 es una pequefia citocina (15KDa) producida principalmente por células T
activadas, lo que induce su respuesta bioldgica al unirse a su receptor de alta afinidad.
Es conocido que IL-2 tiene un papel relevante en el desarrollo de las células Treg [379],
y es esencial para su funcion reguladora [380], y la privacion IL-2 es uno de los
mecanismos por los que las Treg suprimen la funcién de las células efectoras [298].
Todos estos mecanismos por los que 1L-2 afecta al desarrollo y a la funcion de las Treg,
implican la funcién de su receptor y, en concreto, a la actividad de CD25, por lo que

hace que el estudio de la expresidn de esta proteina sea de gran interés.

Por ello, estudiamos la expresion de CD25 tras la activacién del receptor TCR in
vitro, a través de su incubacion con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2. Nuestros resultados
mostraron que el porcentaje de células PB y CB Treg (CD4* CD25* CD127ow)
seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit y activadas a dia 2 y 5 presentan diferencias
significativas respecto a las células no activadas. Sin embargo, las células CB Treg
aisladas por Streptamer no presentaron cambios significativos tras la activacién, e
incluso a dia 2 presentaron menor porcentaje de CD25" respecto a las CB Treg
seleccionadas por el método de columnas (Figura 60A). De forma similar, el analisis de
la intensidad media de la fluorescencia (IMF) revel6 un incremento de la sefial de CD25
tras la estimulacion tanto a dia 2 como a dia 5, a excepcion de las células CB Treg
seleccionadas por Streptamer, cuyo incremento no fue significativo a dia 5 (Figura 62).
Aunque los resultados de la IMF indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambas metodologias, el resultado global de la grafica, sumado a la
falta de respuesta a la estimulacion observado en el porcentaje celular y al menor
nimero de células CD4* CD25* CD127"°" encontrado tras la activacion a dia 2 en las
células CB Treg seleccionadas por Streptamer, conduce a la idea de que esta tecnologia
estd modificando de alguna forma la expresion de CD25. Cabe pensar que este resultado
puede ser debido a un artefacto de la técnica y que necesite ser optimizada en cuanto a
la cantidad de anticuerpo Fab-CD25 que se esta utilizando en el proceso de seleccion,
ya que un exceso de anticuerpo puede quedar adherido a la proteina y dificultar su

lectura real mediante citometria. El analisis de la expresion de CD25 a nivel de ARNm
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o de proteina mediante western blotting podria ser interesante en este punto, ya que
podria ayudar a descartar que estos resultados sean producidos como consecuencia de
un exceso de anticuerpo acoplado a la proteina, o se debe realmente a qué la técnica de

seleccion modifica la expresion proteica.

El analisis de factor de transcripcion FOXP3 también nos ha proporcionado
datos interesantes a este estudio. Como ya fue descrito, las células Treg se caracterizan
como células T CD4* CD25* CD1277°%, ya que la baja expresion de la cadena o del
receptor IL-7 (CD127) directamente se correlaciona con una alta expresion de FOXP3
[364]. Nuestros resultados concuerdan con este estudio, ya que las células Treg CD4"
CD25* CD1277°" correlacionaron, en los tres casos estudiados, con células con alta
expresion de FOXP3 en mas de un 70%, no existiendo diferencias significativas entre
los tipos celulares o técnicas de seleccién empleadas. El andlisis del porcentaje de
células CD4* CD25"9" CD1277°" FoxP3"9" no mostr6 diferencias estadisticamente
significativas bajo condiciones activadoras; sin embargo, si se encontraron diferencias
entre ambas tecnologias a dia 5 de cultivo (Figura 60B). En este caso, el porcentaje de
células FOXP3* fue mayor en células CB Treg seleccionadas por la tecnologia
Streptamer. No obstante, los resultados obtenidos de la IMF indican que la activacion a
dia 2 de cultivo incrementa la expresion de FOXP3, tanto en células PB Tregy CB Treg
seleccionadas por ambas metodologias, pero a dia 5 de cultivo el incremento es muy
discreto, no llegando a ser significativo en ningin caso. Ademas no se encontraron
diferencias significativas entre ambos métodos de seleccion (Figura 62). Estos datos
muestran que la activacion de las células Treg mediante su cultivo con anti-CD3/anti-
CD28 tiene un efecto inductor en la expresion de FOXP3 a dia 2 de cultivo, pero los
efectos se ven disminuido a dia 5. Para confirmar estos datos, se analizé la expresion de
FOXP3 mediante PCR a tiempo real. Los resultados mostraron que la estimulacién del
receptor TCR permite mantener el nivel expresion de FOXP3 constante hasta el quinto
dia de cultivo, mientras que las células no activadas o “resting”, presentan una
expresion disminuida el dia 5 (Figura 64). Por tanto, se demuestra que la activacion del
receptor TCR es eficaz en mantener un nivel estable de expresion de FOXP3, aunque
los niveles de proteinas si parecen decaer ligeramente tras el quinto dia de cultivo.
Debido a la importancia de FOXP3 para la capacidad de supresion de las células Treg
[232, 361], lo ideal seria que su expresion se mantuviera estable y elevada durante todos

los dias de expansion in vitro. Por ello, quizas seria interesante analizar los efectos de
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una segunda estimulacion, tras el segundo o tercer dia de cultivo y comparar los niveles
de expresion de FOXP3 a dia 5 o incluso en un periodo de tiempo méas prolongado para

obtener un mayor numero de células Treg con alta funcionalidad.

GITR se expresa en células tTreg y pTreg y en otros grupos de células T
reguladoras, incrementandose su expresion tras la estimulacion de las células T [276,
362]. Ademas, en menor medida, las células T no reguladoras activadas, las células B,
monocitos, macrofagos, células dendriticas y mastocitos tambien expresan GITR [381-
385]. El receptor GITR se activa por el ligando GITRL, el cual se expresa
principalmente en APC y en células endoteliales [386, 387]. La estimulacion de GITR
activa el receptor TCR de las células T CD4" y CD8*, promoviendo su proliferacion y la
produccion de citocinas, tales como IL-10 [276, 388, 389]. Sin embargo, varios estudios
centrados en la funcion de GITR revelaron su papel inhibidor sobre la actividad
supresora de las células Treg. Estos estudios mostraron mediante el co-cultivo de
células Treg y células T efectoras que la activacion de GITR induce la proliferacién de
las células T efectoras [381, 385]. Mas tarde se encontrd que este efecto es indirecto, ya
que la estimulacion de GITR en células T no reguladoras les permite escapar de la
supresion mediada por las células Treg [390]. No obstante, otros estudios describieron
que la sobreestimulacién de GITR en células Treg conlleva la disminucion de la
expresion de granzima B y la degradacion de FOXP3, entre otros efectos que afectan a
la capacidad supresora de las células Treg; aunque también se ha propuesto que estos
efectos son transitorios y que se producen como consecuencia de una condicion de
sobreestimulacion no fisioldgica y que incluso depende del contexto en el que se
produzca [276]. De este modo, la activacion de GITR parece tener distintos efectos en la

interaccion de células Treg-T efectoras y es un tema actual de debate.

En este estudio, estudiamos la expresion de GITR, tras aislar las células PB y
CB Treg mediante las dos metodologias empleadas en este trabajo, asi como tras la
estimulacion de las células Treg, tal y como hicimos con el resto de marcadores. Los
resultados obtenidos mostraron que la proporcion de células CD4* CD25* CD1277"W
GITRY, se vio significativamente incrementada tras la activacion de las células PB y CB
Treg a dia 2 y dia 5 de cultivo, en células Treg seleccionadas por ambas tecnologias,
siendo este porcentaje mas bajo en el caso de las células CB Treg seleccionadas por
Streptamer a dia 5 de cultivo (Figura 61A). Un dato muy interesante fue el obtenido tras

el anélisis de la IMF para GITR, ya que mostrd diferencias bastante significativas entre
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las células PB Treg y CB Treg, presentando mayor nivel de IMF las células Treg de
sangre periférica de adulto (Figura 62). Este hecho podria estar implicado en las
diferencias funcionales entre las PB y CB Treg descritas en la bibliografia, e incluso con
la capacidad de liberacion de IL-10, como ya se ha descrito previmante. Por tanto, seria
de gran interés realizar estudios comparativos de supresion in vitro con PB y CB Treg
en condiciones de activacion y bloqueo de GITR, ya que podrian revelar nuevos datos

acerca de la actividad de este receptor.

La expresion del marcador CD69 también es de gran importancia en el estudio
de las células Treg. CD69 es un receptor de membrana glicoproteico de la familia de las
lectinas tipo C, y es una de las moléculas que mas rapidamente son inducidas tras la
activacion de todas las células derivadas de la médula Gsea, a excepcion de los
eritrocitos [391, 392]. La expresion de CD69 en las células T induce su estimulacion y
proliferacion [393]. Por otro lado, varios estudios han mostrado que la activacion de
CD69 induce la activacion de la via ERK y la transcripcion de los genes IL-2 y INF-y,
modula los niveles de TGF-B y favorece la proliferacion de las células T [394-396]. Ya
que TGF-B participa en la diferenciacion tanto de células Treg como de células Thl7
[397, 398], se cree que CD69 puede regular la respuesta inmune a través de la
diferenciacion de las células T, ademas de ser un receptor critico para el control de la
funcién supresora de las células Treg [399]. Por ello, decidimos analizar la expresién de
este receptor tras la estimulaciéon del receptor TCR de las células Treg en nuestro

estudio.

Los resultados muestran que la poblacion CD4* CD25" CD1277°% CD69* fue
casi inexistente tras la seleccion de las células PB y CB Treg seleccionadas por ambas
metodologias, pero la activacion con anti-CD3/anti-CD28 e IL-2 increment6 la
expresion de CD69 significativamente tras 2 dias de cultivo. Es importante destacar que
este receptor es un marcador de activacion temprano, lo que podria explicar que su
expresion se vea disminuida al quinto dia de cultivo tras la activacion (Figura 61B).
Otro aspecto interesante, es la diferencia significativa encontrada entre la expresion de
CD69 en las células CB Treg seleccionadas por Miltenyi y las aisladas por Streptamer
activadas a dia 5 de cultivo, presentando niveles méas bajos de expresion las células Treg
seleccionadas por Streptamer. Sin embargo, aungue el anélisis de la IMF de CD69 fue

concordante con el incremento de expresion de CD69 tras la estimulacion al segundo
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dia de cultivo, no se observaron diferencias significativas entre las dos técnicas de
seleccion a dia 5 de cultivo (Figura 62). Una posible explicacion de por qué la
proporcion de células CB Treg CD69" seleccionadas por Streptamer al quinto dia de
cultivo es menor, seria que la técnica de seleccion afecta ligeramente a la cinética de
expresion del gen, aunque las células que lo siguen expresando lo hacen con la misma
intensidad que las CB Treg seleccionadas por el método de columnas. Para verificar
esto, podria analizarse la expresion de CD69 cada 12-24 horas y obtener una cinética de

expresion mas precisa.

Para mejorar el fenotipo de las CB Treg analizamos también la expresion del
péptido asociado a latencia o LAP, es cual es asociado a la funcionalidad de las células
Treg. LAP es una molécula que permanece unida de forma no covalente a TGF-f en un
complejo denominado TGF-f latente [400]. Se ha descrito que TGF-3 puede ejercer su
funcién supresora unido a la membrana plasmatica de las células Treg, lo que requiere
contacto celular, o mediante su liberacion [292]. Tras la estimulacion del receptor TCR,
LAP sufre cambios conformacionales o es degradado por proteasas, permitiendo la
liberacion de TGF-p del complejo y la unién con su receptor [293]. De esta forma, la
expresion de LAP puede ser directamente asociada con la disponibilidad de TFG-f en
su forma soluble o unida a la membrana en las células Treg [294]. Los resultados de
nuestro estudio mostraron que la estimulacion del receptor TCR de las células Treg
conlleva a un incremento significativo del porcentaje de células que presentan LAP en
su superficie celular, encontrando un 85-90% de células CB Treg LAP, tanto a dia 2
como a dia 5 de cultivo, mientras que las células no estimuladas no presentaron
practicamente expresion (Figura 63B). Estos resultados son consistentes con otros datos
publicados que muestran que la expresion de LAP se ve incrementada tras la
estimulacion del receptor TCR en células Treg [401]. De este modo, se demuestra que
la estimulacién del receptor TCR con anti-CD3 unida a placa y anti-CD28 soluble, junto
con la adiccion de I1L-2, consigue incrementar los niveles de expresion de LAP de forma
significativa. Esto podria suponer una mayor capacidad reguladora, ya que se ha
descrito que las células CD4* CD25" LAP* tienen mayor capacidad de supresion in
vitro e in vivo, comparado con las células CD4" CD25" LAP- [402]. Cabe sefialar, que la
expresion de LAP fue analizada en PB Treg y en CB Treg, seleccionadas por
Streptamer, pero por diversos problemas que tuvimos con el anticuerpo empleado y con

la compensacion del citémetro, asociado a la falta de tiempo, fue imposible obtener
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resultados concluyentes. Hubiera sido de gran interés comparar los resultados entre las
distintas células Treg y las metodologias de seleccion, para hacer un estudio mas
exhaustivo de la caracterizacion de las células Treg.

Por otro lado, debido a la gran relevancia que tienen TGF-f1 y la IL-10 en el
desarrollo de las celulas Treg [250, 272, 281], asi como en su capacidad supresora [292,
293, 403, 404], decidimos analizar la expresion génica de estas moléculas en células CB
Treg. Los resultados de PCR mostraron que la expresion de TGF-1 e IL-10 se vieron
disminuidas a dia 2 y 5 de cultivo, independientemente de la activacion celular (Figura
64). Estos resultados indican que las células CB Treg, pierden la expresion de TGF-B1 e
IL-10 cuando son cultivadas in vitro y que la activacion del receptor TCR mediante
cultivo con anti-CD3/anti-CD28 no induce la expresion de estos genes. De esta forma,
debido a la importancia de la expresion y liberacion de IL-10 y TGF-B1, y otras
citocinas, en la capacidad de supresion de las células Treg, el estudio de la liberacién de
citocinas al medio de cultivo es una cuestion interesante para indagar en su mecanismo

de accion.

Las células Treg se clasifican principalmente en dos grupos: las células Treg
derivadas del timo o naturales (tTreg o nTreg) y las células Treg derivadas de la
periferia o inducibles (pTreg o iTreg). Se conoce que las tTreg ejercen su funcion
supresora principalmente a través del contacto celular por proteinas unidas a la
membrana, de una manera no especifica de antigeno; es decir, la supresion es
independiente de la especificidad del antigeno de la poblacion de las células T efectoras.
Las proteinas GITR, OX40, CD62L, CTLA-4, TFG-1p y FoxP3 se enfocan como las
principales participes de su acciéon reguladora, pero aun en la actualidad existen
controversias acerca de su funcién [405]. Por otro lado, las células iTreg median su
funcion reguladora a través de la liberacion de citocinas supresoras como IL-10 y TGF-
B1. Dentro de este grupo de células Treg se han descrito dos subtipos de células T
reguladoras: Trl y Th3. Las células Trl se definen por su capacidad de liberar una alta
cantidad de IL-10, en menor medida IL-5 e IFN-y, muy poca concentracion de TGF-
B1,y no liberan IL-2 ni IL-4, y su funcidn supresora es especifica de antigeno. Las
células Th3 producen preferencialmente TGF-f1, y su accion supresora no es especifica
de antigeno [405]. Asi, las distintos tipos de células Treg presentan un patron de

liberacion de citocinas diferentes, por lo que un estudio de liberacién de citocinas mas
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exhaustivo puede darnos una informacion valiosa acerca de su mecanismo de accion.
Por ello, decidimos hacer un ensayo multiple de liberacion de citocinas mediante el uso
del kit FlowCytomix™ Multiple Analyte Detection System Th1/Th2 1lplex Ready-to-
Use, el cual permite detectar citocinas propias de células Thl y Th2 en los
sobrenadantes. De este modo, hicimos un analisis con los sobrenadantes de las células
PB Treg y CB Treg, aisladas por ambos procedimientos, y cultivadas in vitro bajo
condiciones activadoras o resting del receptor TCR, a dia 2 y 5 de cultivo.

Las citocinas de tipo 1 que fueron analizas en los sobrenadantes con el kit
FlowCytomix son I1L-2, IL-12, IFN-y, TNF-a y TNF-. Los resultados mostraron que la
concentracion de IFN-y es mayor en el sobrenadante de las células PB Treg activadas,
comparado al valor hallado en células CB Treg. Por el contrario, la concentracion de
TNF-B fue mayor en las células CB Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit, siendo
mas significativa esta diferencia en células activadas a dia 2 de cultivo. Por otro lado, no
se encontraron diferencias significativas en la concentracion de TNF-a e IL-2 en los
sobrenadantes de las células PB Treg y CB Treg seleccionadas por Miltenyi; y la
citocina IL-1B solo fue hallada en el sobrenadante de células CB Treg resting
seleccionadas por Miltenyi de células a dia 5 de cultivo. La citocina IL-12 (p70) no fue
encontrada en el sobrenadante de ningln tipo celular ni en ninguna condicion de cultivo
(datos no mostrados). En cuanto a las citocinas de tipo 2, se midié la concentracion en
el medio de cultivo de las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, y los resultados mostraron
que toda ellas, ademas de la IL-8, fueron secretadas de forma significativa en mayor
medida por las células PB Treg tras la activacion del receptor TCR. Es interesante
destacar que las células CB Treg seleccionadas por Streptamer son las células que
menos citocinas liberan, encontrandose valores de concentracion muy bajos en la

mayoria de las citocinas analizadas (Figura 65).

Aunque la expresion de IL-10 esta asociada a una respuesta de Th2, su funcién
es mas relevante en células Treg, en concreto en las células Trl, y su ausencia en el
sobrenadante de las células CB Treg activadas ya se ha descrito anteriormente por
Godfrey y colaboradores en 2005 [406]. Este grupo realizo un analisis comparativo de
liberacion de citocinas entre células CD4" CD25" y CD4* CD25" procedentes de CB y
reveld que las células CB CD4" CD25", tras 24 horas bajo estimulacién de su receptor

TCR con particulas unidas a anti-CD3/anti-CD28 e IL-2, liberan bajos niveles de IL-5,
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IL-8, TNF-a y TGF-B1, y la concentracion de IL-2, IL-10 y IFN-y en el medio fue
practicamente nula, pero observaron capacidad de supresion in vitro. De esta manera se
demostrd que las células CB Treg ejercen su funcion supresora mediada por contacto
celular y no por liberacion de citocinas, al igual que lo hacen las nTreg. Otro estudio
realizado por Theil y colaboradores mostré diferencias significativas en la capacidad de
secrecion de citocinas por las células CB Treg y las células PB Treg y PB Treg naive
[378]. Este grupo describié que las células CB Treg y PB Treg naive (Treg RA")
expandidas in vitro, presentan en el sobrenadante baja concentracion de TNF-a. e IL-10;
mientras que las células PB Treg, liberan altas cantidades de IL-10, IFN-y, IL-17 e IL-5,
moderados valores de IL-4, y una concentracion similar de TNF-a al encontrado en las
células CB Treg. Estos resultados con concordantes a los nuestros, donde hemos
observado que las células CB Treg seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit liberan bajas
concentraciones de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-8, y la cantidad de IL-10 e IFN-y fue
practicamente nula. Los valores de concentracion de TNF-a fue similar entre ambos
tipos celulares, al igual que demostro el estudio anteriormente citado. Un dato mas que
aporta nuestro estudio, es la concentracion del factor TNF-B, encontrado con mayor
concentracion en las células CB Treg. La cantidad de IL-2 fue analoga entre PB Treg y
CB Treg, pero al suplementar el medio con esta citocina, no podemos conocer si es
debido al suplemento del medio afiadido o a su liberacion. En nuestro estudio no fue
analizada la concentracion de TGF-B1 en los sobrenadantes, pero los niveles de ARNm
mostraron una baja expresion de este factor en células CB Treg aisladas por Miltenyi
Biotec Kit, al igual que muestran estos ensayos una vez més llegando a la conclusion de
que las células CB Treg ejercen su funcion supresora por contacto celular y no mediante

por liberacion de citocinas.

De este modo, los resultados muestran que las células PB Treg y las células CB
Treg presentan un patron citocinas diferentes, y la metodologia de seleccion de las
células CB Treg es un factor que influencia claramente al fenotipo celular. EI hecho de
que la activacion de las células PB Treg favorezca la aparicion en el sobrenadante de
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y, e IL-10, podria deberse a que la aislacion de células
CD25" por Miltenyi Biotec Kit se realiza con menor pureza al partir de sangre periférica
de adulto, lo que también fue demostrado en el analisis de pureza en el momento de la
seleccidn, y nos encontramos ante una poblacion mixta de células Treg, Thly Th2. Este

aspecto favorece a la hipotesis del beneficio de usar células CB Treg para la terapia
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celular de la DM, y no ceélulas PB Treg, ya que la liberacion de estas citocinas podria
generar efectos inmunologicos nocivos. Asimismo, segun los datos obtenidos, la
seleccion por la metodologia Miltenyi Biotec Kit parece ser la mejor opcién, pues las
células aisladas por esta técnica presentan una pureza similar a las seleccionadas por la
tecnologia Streptamer, pero el rendimiento de la seleccidon es mayor, al igual que lo es
la expresion de los marcadores CD25, GITR y CD69 tras la activacion de las células CB
Treg. Sin embargo, para decidir el uso de células PB Treg o CB Treg para su uso en
terapia celular, seria conveniente realizar ensayos de supresion in vitro con ambos tipos

celulares, y mediante la seleccion con ambas metodologias.

Como resumen de este bloque podemos decir que, este trabajo demuestra que la
sangre de cordon umbilical es una fuente excelente de células Treg y las técnicas de
seleccion Miltenyi Biotec Kit y Streptamer son una buena herramienta para la seleccion
de CB Treg con alta pureza, presentando mas rendimiento la tecnologia Miltenyi Biotec
Kit, aungue quizas sea debido a la falta de optimizacién de la tecnologia Streptamer.
Ademas, la activacion mediante anti-CD3 unido a la placa, anti-CD28 soluble y adicion
de IL-2, es una buena estrategia para inducir la proliferacion in vitro de células Treg,
aunque es necesario disefiar protocolos con tiempos mas prolongados para llegar a
obtener un gran nimero de células Treg para su uso en terapia. Asimismo, esta técnica
de activacién / expansion de células Treg es efectiva en inducir la expresion de los
marcadores caracteristicos de celulas Treg como CD25, FOXP3, GITR, CD69 y LAP.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas de esta tesis son:

1.

La expresion del factor de transcripcion Pdx1 se ve incrementada de forma

significativa tras la exposicion a 500 uM de DETA-NO durante 19 horas en CMEr.

El tratamiento con 500 uM de DETA-NO induce cambios epigenéticos en el
promotor de Pdx1 en CMEr (R1/E), incluyendo cambios en la metilacion de sitios
CpG especificos y en el balance de ocupacion de las histonas
H3K27me3/H3K4me3.

Las subunidades del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2), JARID-2 y EZH2 y
la Histona Acetiltransferasa P300 ocupan e interaccionan en el promotor de Pdx1
en CMEr pluripotentes (R1/E) y el tratamiento con 500 uM de DETA-NO induce
su liberacion. El efecto represor de P300 sobre la expresion de Pdx1 es comprobado
por el efecto del inhibidor de P300 (P300i) en CMEt.

El factor de transcripcion Egr-1, actia como represor de la transcripcion de Pdx1 en
CMEr (R1/E). Sin embargo, en células de insulinoma de rata (INS-1E), donde

Pdx1 se expresa de forma constitutiva, Egr-1 aparece unido al promotor de Pdx1.

La adicion secuencial de pequefias moléculas al medio de cultivo, como DETA-
NO, acido valproico y P300i, junto con la reduccion del porcentaje de suero y
finalmente el cultivo en suspension, consigue el desarrollo de un protocolo de

diferenciacion de CMEr (D3) hacia células productoras de insulina maduras.

Los resultados obtenidos hasta la fecha, muestran que el protocolo de
diferenciacion desarrollado en CMEr, puede ser reproducido en CME humanas
(HS181). Sin embargo, el protocolo produce una muerte celular considerable en
células IPSCs (MSUHO001), por lo que para su reproducibilidad en este tipo celular
hay que considerar cambios de concentracion, tiempos y/o uso de otra linea celular.

La maduracion del protocolo de diferenciacion en CME humanas (HS181) esta
actualmente en fase de optimizacion. Los datos preliminares muestran que el

cultivo con medio KSR al 2% y/o suplementado con ITS, nicotinamida y resveratrol
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10.

11.

12.

13.

puede ser una buena alternativa, pero es necesaria su comprobacion mediante

réplicas y otras metodologias.

El método de seleccion de células Treg basado en columnas magnéticas, Miltenyi
Biotec Kit, presenta un porcentaje mayor de pureza de células CD45" CD4*
CD25"" CD1277° en células CB Treg, comparado al aislamiento de células PB
Treg. Sin embargo, no existen diferencias significativas en el porcentaje de pureza
para las células CB Treg entre los métodos de seleccion Miltenyi Biotec Kit y

Streptamer.

El rendimiento del método de seleccion de células Treg basado en columnas
magnéticas, Miltenyi Biotec Kit, es significativamente mayor al aislar células PB
Treg comparado con la seleccion de CB Treg. Por otro lado, el rendimiento de la
metodologia Streptamer fue significativamente menor al rendimiento de la Miltenyi

Biotec Kit al seleccionar células CB Treg.

Las células Treg presentan una misma tasa de proliferacion in vitro, a dia 5 de
cultivo, tras la estimulacion de su receptor TCR, la proteina de membrana CD28 y
el cultivo con IL-2, independientemente de su origen y técnica de seleccion
empleada. Para la obtencidn de un mayor nimero de células Treg seria conveniente

disefiar un protocolo de expansion /activacion mas prolongado en el tiempo.

La estimulacion del receptor TCR vy la proteina de membrana CD28, junto con el
cultivo con IL-2, es eficaz en incrementar la expresion de los marcadores CD25,
FoxP3, GITR, CD69 y LAP, existiendo diferencias significativas entre PB Treg y

CB Treg, y la técnica de aislamiento utilizada.

La estimulacién de las células Treg induce la liberacidn de citocinas, con un patron
diferencial entre las células PB Treg y CB Treg, y las células CB Treg

seleccionadas por Miltenyi Biotec Kit y Streptamer.

Teniendo en cuenta la pureza y el rendimiento de la técnica, junto con la medida de
la expresion de marcadores y el patron de citocinas liberadas, las células Treg
procedentes de sangre cordon umbilical, seleccionadas con la metodologia Miltenyi
Biotec Kit, parece ser la mejor alternativa para el uso de células Treg en terapia

celular.
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Conclusions

The conclusions of this thesis are:

1. The expression of the transcription factor Pdx1 is significantly increased after
exposure to 500 uM of DETA-NO for 19 hours in mouse embryonic stem cells
(mESC).

2. Treatment with 500 uM of DETA-NO induces epigenetic changes in Pdxl
promoter in mESC (R1/E), including changes in methylation of CpG specific sites
and the occupancy balance of H3K27me3 / H3K4me3.

3. The Polycomb Repressor Complex 2 (PRC2) subunits, JARID-2 and EZH2, and
Histone Acetyltransferase P300 occupy and interact on Pdx1 promoter in
pluripotent mMESC (R1/E) and the treatment with 500 uM of DETA-NO induces
their release. P300 repressor effect on Pdx1 expression is proved by the effect of
the inhibitor of P300 (P300i) in mESC.

4. The transcription factor EGR-1 acts as a repressor of Pdx1 in mESC (R1/E).
However, EGR-1 binds to Pdx1 promoter and plays an activator role of Pdxl
expression in rat insulinoma cells (INS-1E) where this gene is constitutively

expressed.

5. Sequential addition of small molecules to the culture medium, as DETA-NO,
valproic acid and P300i, with percentage of serum reduced and finally suspension
culture, achieve the development of a differentiation protocol of mESC (D3) to

mature insulin producing cells.

6. The differentiation protocol developed in mESC (D3) can be replicated in human
ESC (hESC), HS181. However, the protocol produces a considerable cell death in
human iPSCs (MSUHO0O01). In order to reproduce the differentiation protocol in this
cell type could be considered some concentration and time changes and/or using

another cell line.

7. The maturation process of the differentiation protocol in hESC (HS181) is currently
undergoing optimization. Preliminary data show that the 2% KSR culture medium
and/or supplemented with ITS, nicotinamide and resveratrol could be a good tool to
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10.

11.

12.

13.

maturate the cells. Nevertheless, checking with replicas and other methodologies

are necessary.

The method of selecting Treg cells based on magnetic columns, Miltenyi Biotec Kit,
presents a greater purity percentage of CD45" CD4* CD25"" CD1277°% CB Treg
cells, compared to cells PB Treg isolation. However, no significant differences
were found between the purity percentage of CB Treg cells by Miltenyi Biotec Kit
and Streptamer isolation.

The recovery of PB Treg cells was significant higher compared to CB Treg
isolation by Miltenyi Biotec Kit. Moreover, significant differences were found
between CB Treg isolation by Miltenyi Biotec Kit and Streptamer, being Miltenyi

Biotec Kit more effective.

Treg cells have the same rate of proliferation in vitro after stimulation of their TCR
receptor and the membrane protein CD28 and culture with IL-2, regardless their
origin and selection technique employed. In order to get a high number of cells to
use them in the cell therapy, the design of a expansion /activation protocol is

required.

Stimulation of TCR receptor and the membrane protein CD28, along with IL-2, is a
effective tool to increase the expression of CD25, FoxP3, GITR, CD69 and LAP
markers. Significant differences were observed between PB Treg and CB Treg

cells, and the technique used to isolate them.

Stimulation of Treg cells induces the release of cytokines, with a differential pattern
according to their origin or technique used for the selection. PB Treg release high
amounts of pro-inflammatory cytokines which could be due to the isolation of
effector T cells, while CB Treg release low concentration of these cytokines. The
concentrations of cytokines measured for CB Treg isolated by Streptamer were

almost zero.

Given the purity, performance, marker expression and cytokine pattern, Treg cells
from umbilical cord blood and Miltenyi Biotec Kit isolation methodology seem to

be the best alternative for the use of Treg cells in cell therapy.
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ANEXO 1. Estimaciones de la Federacion Internacional de Diabetes
(FID) en 2015 y en 2040.

Poblacion
Poblacion Mundial Total 7301 millones 9001 millones
Poblacion Adulta (20-79 afios) 4720 millones 6160 millones
Poblacion Infantil (0-14 afios) 1920 millones -
Diabetes
Prevalencia Global 8,8 % (7,2-11,4 %) 10.4% (8.5-13.5%)
642 (521-829)
NUmeros de Personas con Diabetes 415 (340-536) millones millones
Numeros de Muertes debido a
Diabetes 5 millones -

Gasto en Salud debido a Diabetes
(20 - 79 afnos)
673.000 millones de ~ 802.000 millones de
Total de gastos dolares dolares
Hiperglicemia durante el Embarazo
(20 - 79 anos)
Proporcion de nacidos vivos
afectados 16,2 % -

NuUmero de nacidos vivos afectados 20,9 millones -
Intolerancia a la Glucosa
(20 - 79 afnos)

Prevalencia Global 6,7 % (4,5-12,1 %) 7.8% (5.2-13.9%)
Numero de personas con Intolerancia 318 (212,2-571,6) 481 (317,1-855,7)
a la Glucosa millones millones
Diabetes Tipo 1 (0 - 14 afios)
NUmero de nifios con DM tipo 1 542.000 -
Nuevos casos diagnosticados cada
afio 86.000 -

Anexo 1. La tabla muestra las proyecciones del nimero de personas y los gastos en
salud relacionados con problemas de la diabetes (20 y 79 afios), hiperglicemia durante el
embarazo, intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 1. Tabla realizada con datos
recogidos del Atlas de la diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes 2015
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ANEXO 2. Diferencia temporal y de expresion génica entre el

desarrollo pancreatico murino y humano.

Gastrulacion E6.5 G14-16d
Primordio Dorsal E9.5 (o) G26d
Primordio Ventral E10 G32d
Fusion E115 Géw
22 Transicion E13.5 G8w (ay B) / G11w (acinos)
Islotes E18-21 G17-19w
Islotes GSIS P8 G>20w
Pdx1 Primordios Vy D Mas tardio
Gatad Primordio V Mas tardio
Sox17 Primordio V Primordios V'y D
Nkx2.2 MPC Progenitor endocrino
Nkx6.1 Dominio Tip hasta E14 Expresion méas duradera en Tip
Ngn3 2° Transicion Expresion més prolongada
MafB Ausente en células Presente en células

Anexo 2. A) Muestra los procesos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario
del pancreas y el momento en el que se producen en ambas especies. E: dia
embrionario, P: dia posterior al nacimiento, G-d: dia de gestacion, G-w: semana de
gestacion. B) Muestra las principales diferencias de expresion génica durante el
desarrollo pancreatico de raton y humano. V: ventral, D: Dorsal, MPC: célula
pancreatica Multipotente.
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ANEXO 3. Principales protocolos de diferenciacion, y estrategias y

mecanismos implicados en el proceso de diferenciacion.

ANO
2000

2002

2004

2005

2006

2007

2007

2007

2008

2009

2009

2009

AUTORES

Soria B y col.

Hori Y y col.

Leon-Quinto T
y col.

D"Amour K 'y
col.

D"Amour K 'y
col.

Mc Lean AB y
col.

Jiang Jy col.

Shim y col.

Kroon E y col.

Zhang D y col.

Borowiak M y
col.

Johannesson M

REVISTA

Diabetes

PNAS

Diabetologia

Nat Biotechnol

Nat Biotechnol

Stem Cells

Stem cells

Diabetologia

Nat Biotechnol

Cell research

Cell stem cell

PloS one

ESPECIE MECANISMO

Raton

Rat6n

Ratén

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano
(CME,
iPSC)

Humano
(CME,
iPSC)

Humano

Transfeccion
PI3K
FGF
PI3K
PI3K

Transfeccion
PI3K
SSH

Nodal
PI3K
Witn

Nodal
PI3K
Win
RAR
SSH

Nodal
PI3K
Nodal
HDAC
RAR
Nodal
RAR

Agregados
celulares

Nodal
Wnt
FGF
BMP
SHH

Nodal

PI3K
RAR

Via TGF-b

Nodal

ESTRATEGIA

INS+
Nicotinamida
bFGF
Nicotinamida
Ly294002
Nkx6.1+
Nicotinamida
Anti-Patched

Activina A/Nodal
Reduccion de suero
Whnt3a

Activina A/Nodal
Reduccion de suero
Whnt3a
RA
Ciclopamina

Activina A/Nodal
Inhibidores
Activina A

Sodio Butirato
RA
Activina A
RA
ITS/ Fibronectina

Suspensién
Activina A
Whnt3a
FGF7
Noggin
Ciclopamina
Activina A/Nodal

Wortmannin
RA

IDE1/ IDE2

Indolactam V
Activina A
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y col. Witn Whnt3a
RAR RA
FGF FGF4
2010 Ameri Jy col. Stem Cells Humano Nodal Activina A
Wnt Whnt3a
FGF bFGF
2012  Schulz TCy col. PloS one Humano Nodal Activina A
Whnt Whnt3a
FGF FGF7
BMP Noggin
SHH Ciclopamina
Cultivo Rotacién
2012 Rezania Ay col. Diabetes Humano Nodal Activina A
Whnt Whnt3a
FGF FGF7
BMP Noggin
RAR RA
SHH SANT1
TFG-b AIK5i
Agregados
celulares Suspensién
Pagliuca FW'y
2014 col Cell Humano Nodal Activina A
Whnt CHIR
FGF FGF7
RAR RA
SHH SANT1
EGFR Betacelulina
TFG-b AIK5i
T3
2015 Pezzolla Dy col. PloS one Humano Nodal Activina A
Whnt Whnt3a
FGF FGF7
BMP Noggin
SHH Ciclopamina
RAR RA
ITS/Fibronectina
Agregados
celulares Suspensién
SIRT1 Resveratrol

Anexo 3. Muestra los principales protocolos de diferenciacion disefiados hasta hoy y las
vias de sefializacidon que son modificadas durante el proceso de diferenciacion, asi como
las moléculas utilizadas para ello. Verde: activacion; Rojo: inhibicion.
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ANEXO 4. Listado de proteinas de membrana, genes y citocinas referidos a las células T reguladoras

Proteinas de membrana

Descripcion Funcion Células que lo expresan

CD45 Antigeno comun de leucocitos, Tirosina fosfatasa Desfosforilacion de CD28 Leucocitos

CD3 Complejo Proteico asociado con TCR Estimulacion de TCR Linfocitos T

CD4 Co-receptor de MHC tipo Il Estimulacion de TCR Linfocitos Th / Treg, monocito, macréfagos, CD
CD25 Cadena o del receptor de IL-2 Receptor de IL-2 Linfocitos T efectores (CD25+) / Treg (CD25 high)
CD127 Cadena o del receptor de IL-7 Receptor de IL-7 Linfocitos T memoria

CD28 Interaccion con CD80 y CD86 de APC Activacion de linfocitos T (2° sefial) Linfocitos T

GITR Receptor de TNF inducido por glucocorticoide Activacion de TCR, regulacién de Treg Ve, (L 25 B,mn;gg%(i:;gzs, MEEIETEEeS, G,

LAP Homodimero del complejo TGF-b latente Regulacion de la secrecion de TGF-$ Linfocitos T, B, macr6fagos

CD69 Marcador de activacién temprano Estimulacién y proliferacion (Cetlolles insties oy ess EeGels (Eyelo,

eritrocitos)

Genes

Descripcion Funcién Células que lo expresan
FoxP3 Facfor de transcripcion (forkhead box P3) Implicado en el desarrollo y funcién de Treg Linf T efectores (FoxP3+) / Treg (FoxP3 high)
IL-10 Citocina anti-inflamatoria Limita la respuesta inmune Treg, pero también por Th2, Thl17 y B
TGF-1 Factor de crecimiento transformante 1 beta Inhibe activacion y proliferacién de Ty B Treg, linfocitos B,
Inhibe la diferenciacién de Thly Th2 y Treg, Breg

favorece el desarrollo y supervivencia de Treg
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https://en.wikipedia.org/wiki/Fork_head_domain

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por la
presencia de elevados niveles de glucosa en sangre, como consecuencia de un fallo en la
produccién de insulina por el pancreas y/o por la ineficacia de su uso por el organismo. El
trasplante de pancreas, al igual que sucede en cualquier trasplante de 6rganos, esta someti-
do a la escasez de donantes, y debido a la alta prevalencia de la diabetes a nivel mundial y
la estimacién de su incremento en los préximos afios, este problema se ve agravado. Por
ello, cientificos de todo el mundo tratan de encontrar fuentes alternativas para la terapia
de la diabetes, que puede ser enfocada desde dos perspectivas distintas. Por un lado, la
sustitucion de las células beta pancredticas productora de insulina, ambito en el cual las
células madre (CM) han ganado terreno en las ultimas décadas, gracias a su capacidad de
proliferacion y diferenciacion hacia los distintos linajes. Y, por otro lado, la deteccion de
la destruccidn de las células beta mediante el control del sistema inmune. En este sentido,
el papel de las células T reguladoras (Treg) parecen ser fundamental debido a su capaci-
dad de mediar el balance entre la tolerancia y la autoinmunidad.

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la regulacién del factor de transcripcidon
Pdx1 en células madre embrionarias de raton (CMEr), debido a su implicacion en la em-
briogénesis y funcion pancreatica. El estudio epigenético del promotor de Pdx1, asi como
el estudio de la regulacion por distintos factores de transcripceidn, nos ha permitido desa-
rrollar un protocolo de diferenciacion de CMEr hacia células productoras de insulina. Este
protocolo esta basado en la adicion de pequefias moléculas, y consigue la obtencion de cé-
lulas productoras de insulina maduras in vitro. Asimismo, este protocolo parece ser repro
ducible en c¢lulas madre humanas, por lo que puede ser una alternativa o proporcionar
complementariedad a los protocolos de diferenciacidn existentes, reduciendo de forma
significativa su costo y complejidad. En este trabajo nos hemos centrado también en el es-
tudio y caracterizacion de células Treg procedentes de sangre de cordén umbilical y
sangre periférica de adulto, ademds de comparar dos técnicas de seleccion distintas. Este
estudio ha revelado que existen diferencias significativas en funcion de la procedencia y
técnica de aislamiento empleada, por lo que este analisis proporciona datos interesantes a
tener en cuenta para el uso de las células Treg en terapia celular.
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Thl Funcién

IL-2 Activacion y proliferacion de Linfocitos T, B y NK. Importante en el desarrollo de las Treg.

IL-12 Producida principalmente por macrofagos. Promueve la diferenciacion de linfocitos Thl e inhibe la diferenciacion de Th2.

IFN-y Liberado por linfocitos T y B activados, y NK. Inhibe la diferenciacion de linfocitos Th2 y la proliferacion de células infectadas.
TNF-a Citocina pro-inflamatoria. Recluta a células inflamatorias en el sitio dafiado e induce la liberacion de otras citocinas inflamatorias.
TNF-B Citocina pro-inflamatoria liberada por linfocitos activados.

Th2 Funcion

IL-4 Liberada por Th2 activados y NKT. Favorece la diferenciacion de Th2, y el crecimiento y la supervivencia de linfocitos T, B y mastocitos

IL-5 Promueve la proliferacion, activacion y diferenciacion de eosindfilos y la generacion de linfocitos T citotdxicos.

IL-6 Secretada por una gran variedad de células del sistema inmune tras suchtizvsacién, induce diferenciacién de linfocitos T y B, y expresion de IL-2 y

IL-8 Quimioquina secretada por monocitos, neutrofilos y células T, entre otras tipos celulares. Atrae a los granulocitos al sitio de la infeccion

IL-10 Producida principalmente por Treg, pero también por Th2, Th17 y B, entre otras. Limita la respuesta inmune para evitar el dafio del huésped.

Anexo 4. La tabla muestra el listado de proteinas de membrana y genes caracteristicos de células Treg y a los que nos referimos en el blogque 3 de
este trabajo. Se muestra una breve descripcidn, la funcion y las células donde son expresados en cada caso. Ademas, la tabla muestra las citocinas
de tipo 1 (Thl) y de tipo 2 (Th2) que se han analizado en el ensayo de liberacion de citocinas con inmunoensayo FlowCytomix™ Multiple
Analyte Detection System Th1/Th2 11plex Ready-to-Use, y una breve descripcién de su funcion.
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