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@ Resumen:

Gen quimérico que permite expresar el gen o el cDNA

del factor de crecimiento simirar a la insulina de tipo

| (IGF-1) en pancreas y su utilizacién para la terapia
énica de la diabetes mellitus.

e refiere a un gen quimérico que utiliza el gen o el
c¢DNA del factor de crecimiento similar a la insulina
de tipo | (IGF-I) dirigido por un promotor o fusién
de promotores que permite la expresidn regulada del
IGIRI en pancreas. [ambién se refiere a un vector de
expresién que permite expresar IGF-l en pancreas.
También se refiere a una célula pancreatica que ex-

resa dicho gen quimérico.

Finalmente, se refiere a la utilizacién de dicho gen
gquimérico o de dicho vector de expresién utilizarse
en el desarrollo de aproximaciones terapéuticas para
la diabetes mellitus.
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DESCRIPCION

Gen quimérico que permite expresar el gen o el
¢DNA del factor de crecimiento similar a [a insu-
lina de tipo I (IGF-I) en pancreas y su utilizacién
para la terapia génica de la diabetes mellitus.
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un gen
quimérico que contiene el gen o el cDNA (ADN
complementario) del factor de crecimiento simi-
lar a la insulina de tipo I (IGF-1) dirigido por un
promotor o fusién de promotores que permiten
expresar IGF-I en pancreas y su utilizacién para
la terapia de la diabetes mellitus.
Antecedentes de la invencidn

La diabetes mellitus es la enfermedad me-
tabdlica mds comin. Comprende una gran va-
riedad de sindromes con distintas etiologias que
afectan colectivamente de un 2 a un 7% de la
poblacién mundial. De un 5 a un 10% de los pa-
cientes se les puede agrupar en la categoria de dia-
betes mellitus dependiente de insulina o diabetes
tipo 1. la cual se manifiesta generalmente antes
de los 40 afos, frecuentemente durante la adoles-
cencia. v es el resultado de la destruccién autoin-
mune de las células .7 de los islotes de Langerhans
en el pancreas, lo que lleva a una deficiencia de
insulina. hiperglucemia y al desarrollo de compli-
caciones microvasculares. macrovasculares v neu-
roldgicas. El riesgo de sufrir estas complicaciones
se incrementa en funcion del grado de hipergluce-
mia. Los pacientes de diabetes tipo 1 dependen
dramdticamente de la administracién de insulina.
La interrupcidn o la falta del tratamiento con in-
sulina conduce, en primer lugar. a hiperglucemia.
posteriormente a coma y finalmente a muerte del
enfermo si la hormona no es inyectada. Si bien
la terapia con insulina permite a la mavorfa de
pacientes llevar una vida activa. esta sustitucion
es imperfecta y afecta en gran manera a su estilo
de vida. La terapia intensiva con insulina (tres o
mas inyecciones diarias) puede retrasar v enlente-
cer la aparicién y progresién de las complicaciones
microvasculares. Sin embargo, esta clase de tra-
tamiento no se puede llevar a cabo en todos los
pacientes diabéticos. siendo desaconsejable tanto
en ninos como en personas mayores. Ademas. los
pacientes sometidos a este tratamiento intensivo
con Insulina presentan un elevado riesgo de sufrir
episodios de hipoglucemia.

Actualmente. la mayoria de pacientes son tra-
tados con inyecciones subcuténeas de preparacio-
nes de insulina humana recombinante que inten-
tan mimetizar los perfiles fisiolégicos de la hor-
mona (niveles basales bajos a los que se super-
ponen picos postpandriales de secrecién de insu-
lina). La insulina administrada en solucién es
rapidamente absorbida, v es de accién rapida.
mientras que suspensiones de particulas de insu-
lina de diferentes tamanos proporcionan accién
intermedia y larga. Sin embargo. la mezcla de in-
sulina soluble con lenta reduce la disponibilidad
de los componentes de accién répida [Heine et al.
(1985) Bio. Med. J. 290. 204-205]. Una de las
principales deficiencias de las insulinas de accién
retardada es la absorcién variable a partir del te-
Jido subcutaneo [Binder et al. (1984). Diabetes
Care 7. 188-199]. Ademas. las preparaciones de
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accion retardada no son generalmente capaces de
producir niveles basales de insulina adecuados, re-
sultando en muchos casos en la aparicién tanto de
hiperglucemia como de hipoglucemia. Por tanto,
los niveles de insulina circulante que se consiguen
con las terapias actuales estdn bastante alejados
de los que se obtendrian si las células 3 funciona-
sen correctamente.

Debido a que la terapia sustitutoria con in-
sulina no es perfecta. se han intentado levar a
cabo trasplantes de pancreas y también trasplan-
tes de islotes [Remuzzi et al. (1994). Lancet 343.
27-31]. Estas aproximaciones pretenden eliminar
las inyecciones diarias de insulina. pero requie-
ren Inmunosupresion crénica v los resultados no
han sido muy exitosos. Ademas. los donantes son
muy hmitados y. por lo tanto. el tratamiento de
un gran nimero de pacientes no parece muy rea-
lista. Otra aproximacién se hasa en la regeie-
racién de las células 3 a partir de los precursores
de las células de los islotes o bien en la induccidn
de la proliferacién de aquellas células .3 que ain
no hayan sido destruidas durante el proceso au-
tommune en los pacientes diabéticos de tipo 1.
Se ha observado que la expresién de IGF-1 au-
menta en las dreas de regeneracion tras pancrea-
tectomia parcial. lo cual sugiere que IGF-1 puede
tener un importante papel en el crecimiento y di-
ferenciacion del tejido pancredtico [Smith et al.
(1991) Enhanced insulin-like growth factor I gene
expression in regenerating rat pancreas.  Proc.
Natl. Acad. Sci. .54, 88, 6152-6156].  Asi
pues, la expresion local en pancreas del factor de
crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (1GF-
[) permitiria contrarrestar la diabetes tipo 1 me-
diante induecion de la proliferacion v neogénesis
de los islotes pancredticos.  El factor de creci-
miento similar a la insulina-1 (1GF-1) es un po-
lipéptido que presentan una alta homologra de
secuencia con la insulina [Le Roith. D. (1997)
Insulin-like growth factors. N Engl.  J. Med.
336. 633-6-10: Schofield. P.N. (ed.) (1992). The
insulin-like growth factors: structure and biolo-
gical function. Oxford Univ. Press. Orford). Su
principal accidn es estimular la proliferacién’y di-
ferenciacion celular. El IGF-I circulante es ma-
yoritariamente producido por el higado. si bien
se ha observado que en ratén adulto el pancreas
expresa niveles elevados de IGF-1 [Mathews et
al. (1986) Regulation of insulin-like growth fac-
tor I gene expression by growth hormone. Proc.
Natl. Acad. Ser US4, 83, 9343-9347]. Nuestra
aproximacion para la terapia génica de la diabe-
tes se basa en la utilizacién de vectores que per-
mitan manipular genéticamente el pancreas para
que produzea 1GF-1. lo que induciria la regene-
racién de las células 3 pancredticas, mediante un
mecanisnio de accién autocrino o paracrino, para
asi recuperar la produccién de insulina por parte
del pancreas del propio paciente.

Descripcidn de-la invenecién

La presente invencién se refiere a un gen
quimérico que utiliza el gen o el ¢cDNA de] fac-
tor de crecimiento similar a la insulina de tipo
[ (IGF-1) dirigido por un promotor o fusién de
promotores que permite la expresién de IGF-1 en
pancreas durante el proceso diabetico. Dicho gen
quimérico puede contener un promotor o fusién



3 ES 2 156 769 Al 4

de promotores que permiten la expresidn regu-
lada de IGF-I en pancreas endocrino o exocrino
durante el proceso diabético.

La presente invencidn también se refiere a un
vector de expresién que permite expresar el gen
quimérico descrito anteriormente en pancreas.
Dicho vector puede ser un pldsmido, un vector
viral o un vector no viral.

Cuando se trata de un vector viral, éste puede
ser un vector retrovirico, un vector adenovirico,
un vector virico adenoasociado, un vector virico
Sindbis, un vector lentivirico o un vector derivado
del herpes virus.

Es objeto de la presente invencidn la uti-
lizacién del gen quimérico para el desarrollo
de aproximaciones terapetticas para la diabetes
mellitus, asi como la utilizacién del vector de ex-
presion de la invencidn para su utilizacién en el
desarrollo de aproximaciones terapetiticas para la
diabetes mellitus.

Se llevd a cabo una aproximacién in vive para
la terapia génica de la diabetes mediante la ob-
tencidn de animales transgénicos que sobreexpre-
san IGF-I en células 3 pancreaticas bajo el control
del promotor del gen de la insulina. En particu-
lar. dicho animal transgénico es un ratén.

En primer lugar. se obtuvo el gen quimeérico v
se microinyecto a oocitos fecundados para generar
los ratones transgénicos. Posteriormente. una vez
1dentificados los transgénicos. se determind la dis-
tribucion tisular de la expresion del transgén. Asi.
se determind la presencia de mRNA de IGF-I en
el pancreas de los ratones transgénicos. lo que in-
dicaba que el promotor de la insulina era capaz de
dirigir la expresién del IGF-I en aquellos tejidos
donde se expresa el gen de la insulina enddgeno.
Estos resultados indicaban que la expresién de
IGF-I por parte del pancreas en estos animales
transgénicos era compatible con la superviven-
cia normal del animal. A los 2 meses de edad.
los ratones transgénicos alimentados presentaban
unos niveles tanto de insulina como de glucosa en
suero similares a los de los ratones control (glu-
cosa: 14046 mg/dl control frente a 13745 mg/dl
transgénico; insulina: 1,5040,15 pxIU/ml control
frente a 1,840,25 uIU/ml transgénico).

Los ratones transgénicos que sobreexpresan
IGF-I presentan hiperplasia de los islotes con la
edad (mas de 6 meses). Por ello, procedimos
al estudio del comportamiento de dichos rato-
nes transgénicos en condiciones inductoras de hi-
perglucemia para determinar si estos animales
podian contrarrestar las alteraciones diabéticas,
provocadas por el tratamiento con Stz, mediante
la formacién de nuevos islotes o bien mediante
la induccién de la regeneracién de los islotes resi-
duales. Para ello, se indujo. tanto en ratones con-
trol como en ratones transgénicos, diabetes expe-
rimental mediante la inyeccidn durante cinco dias
consecutivos del toxico estreptozotocina (Stz) por
via intraperitoneal. La administracién de Stz a
bajas dosis durante cinco dias consecutivos lleva
al desarrollo de inflamacién y a la destruccién au-
toinmune de las células 3 [Rossini et al. (1977)
Genetic influence of the streptozotocin-induced
mnsulitis and hyperglycemia. Diabetes, 26, 916-
920].

En primer lugar. se determinaron las concen-
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traciones en suero de glucosa v de insulina 30 dias
¥ 90 dias en controles y transgénicos y 180 dias
en transgénicos después de la dltima inyveccidn de
Stz tal y como se muestra en la Tabla 1 que sigue.

TABLA 1

Niveles de glucosa e insulina en suero de
animales tratados con STZ

Control

dia 0 dia 30 drfa 90
Glucosa 14046 579416 >700
(mg/dl)
Insulina 1.54+0.2 0.6+0.1 0,310.1
(pIU/ml)

Transgénico

dia 0 | dia 30 | dia 90 [ dia 180
Glucosa | 13745 | 5304£32(225+30(215+23
(mg/dl)
Insulina | 1.840.3}0.7+0.1{1.5+0.4]1.6+0.4
(£IU /ml)

Asi. se observa que tras tratamiento con Stz
todos los animales controles desarrollan gran hi-
perglucemia, ya que carecen de insulina, ¥ no so-
breviven mas de tres meses tras el tratamiento.
En cambio. los animales transgénicos que expre-
san IGF-I tratados con Stz. tras desarrollar hi-
perglucemia. recuperan la normoglucemia 2 me-
ses después del tratamiento. mantienen el peso
corporal y sobreviven mds alla de un ano al tra-
tamiento con Stz. Analisis histolégicos e in-
munohistoquimicos del pancreas de estos anima-
les transgénicos muestran que si bien existe un
proceso de insulitis en los islotes pancreaticos en
los estadios iniciales, éste desaparece posterior-
mente, detectandose un gran numero de células
productoras de insulina en los islotes, lo cual in-
dica que se ha establecido un proceso de repli-
cacion de las células 3. Ademas. se observa un
gran incremento en nimero de nuevos islotes a
partir de células de los conductos ¥ una dismi-
nucioén en la apoptosis. Estos resultados indican
que la transferencia del gen del IGF-I a pancreas
de pacientes de diabetes tipo 1 induciria un pro-
ceso de proliferacidn que llevarfa a un incremento
en la masa de células 3 y. por tanto, a una terapia
curativa de esta enfermedad.

Ejemplos

Los ejemplos que siguen son ilustrativos y no
limitantes de la invencién. A menos que se in-
dique lo contrario, los reactivos se obtuvieron de
proveedores comerciales v, donde corresponda. se
emplearon de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Ejemplo I

Obtencién de un gen quimérico que incluye el
c¢DNA del factor de crecimiento similar a la in-
sulina de tipo I (IGF-I)

Para la construccién del gen quimérico
RIP/IGF-I se partié del plasmido pKCR3 que
contiene el gen de la J-globina de conejo. El
fragmento BamHI-Xhol de dicho gen se introdu-
jo en los lugares de restricién BamHI-Xhol del
polylinker del vector plasmidico Bluescript Sk+.
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Este fragmento del gen de la 3-globina contiene
los dos ultimos exones, el dltimo intrén, y la re-
gion 3’ ligada al enhancer del SV40. El fragmento
Sacl-BamHI (-570 pb a +3 pb) del promotor de
la insulina de rata-I (RIP-I) se introdujo en los
lugares Sacl-BamHI en el polylinker del vector
Bluescript. Finalmente, el fragmento EcoRI (577
pb) que contenia el cDNA completo del IGF-I de
rata se introdujo en la diana EcoRI del segundo
exén del gen de la 3-globina. El pldsmido final
resultante se denomind pRIP/IGF-I.

Ejemplo 11

Ratdn transgenico que exrpresa el ¢cDNA del fac-
tor de crecimiento similar a la insulina de tipo I
(IGF-I) en células 3 pancredticas

II.1. Generacion del ratdn transgénico

El ratén transgénico se obtuvo a partir de la
microinyeccion del fragmento Sacl-Xhol de 3.4
Kb que contiene el gen quimerico RIP/IGF-I des-
crito en el ejemplo anterior.

Los oocitos fertilizados se recogieron mediante
el vaciado de los oviductos de las ratonas donan-
tes 12 horas después del apareamiento. A con-
tinuacion se inyectaron de 2 a 3 pl de una so-
lucién de DNA (4 ng/ul) en el pronicleo del zi-
goto. Los zigotos invectados se implantaron en el
oviducto de hembras pseudogestantes. aproxima-
damente 10 zigotos por lado [Hogan et al. (1986)
Manipulating the Mouse Embryo. 4 Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor. New York].

A las 3 semanas después del nacimiento se
analizé la presencia del transgén en la descen-
dencia mediante analisis de transferencia e hibri-
dacion Southern (Southern blot) de 10 ug de DN A
procedente de la cola de cada uno de los animales.
Las muestras de DN A fueron digeridas con un en-
zima de restriccién adecuado. resultando los frag-
mentos caracteristicos, la presencia de los cuales
tan solo es detectable en los ratones transgénicos.

11.2. Andlisis de la expresion del transgén

Se pudo comprobar la expresién del gen qui-
mérico en el pancreas de los ratones transgéni-
cos mediante el andlisis del RNA total extraido
del pancreas de los animales control y transgéni-
cos. EIRNA total se obtuvo empleando el método
del isotiocianato y, a continuacién, se separaron
muestras de RNA en un gel de electroforesis de
agarosa que contenia formaldehido se transfirid
(Northern blof) a una membrana para su hibrida-
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cién con una sonda del IGF-1. Para ello, se marcé
dicha sonda con [a-3?P]dCTP siguiendo el método
de oligopriming segiin las instrucciones del fabri-
cante. Las membranas de transferencia se pusie-
ron en contacto con peliculas Kodak XAR-5. La
presencia de hibridacién en las muestras de RNA
correspondientes a los pancreas en los ratones
transgénicos indica la expresién del gen quimérico
en dicho tejido. Posteriormente, se obtuvieron
pancreas de animales controles y transgénicos v se
incluyeron en parafina. Los cortes histolégicos ob-
tenidos de estos pancreas se analizaron mediante
estudios inmunohistoqumicos utilizando un anti-
cuerpo especifico anti-IGF-1. Esto permitié detec-
tar la presencia de proteina IGF-I especificamente
en las células 3 pancredticas. lo que indicaba que
el gen quimeérico se expresaba de forma adecuada.

11.3. Andlisis de los niveles de glucosa ¢ insu-
lina

Se obtuvieron muestras de sangre de ratones
control y transgénicos antes (dia 0) del trata-
miento con estreptozotocina (Stz) y a los (dia)
v (dia) dias después del tratamiento.

La concentracién de glucosa se determind me-
diante el sistema Glucometer Elite™ de Bayer.
La insulina se determiné mediante radicinmuno-
ensayo (RIA) con el kit comercial de INSULIN-
CT de CIS Biointernational, Francia.

I1.4. Obtencién de los ratones diabéticos

Se indujo diabetes experimental en ratones
controles y transgénicos de semanas de edad me-
diante inyeccidn intraperitoneal durante 5 dias
consecutivos de 40 mg Stz/Kg de peso vivo [Ros-
sini et al. (1977) J. Am. Diab. Assoc. 26. 916~
920]. La Stz fue disuelta en una solucién 10 mM
de citrato sédico que contenia un 0.9 % de cloruro
sédico a pH 4.5 inmediatamente antes de la ad-
ministracién. Se confirmé la diabetes mediante la
medida de los niveles sanguineos de glucosa.

Como se puede observar en la Tabla 1, v a dife-
rencia de los ratones control, cuyos valores de glu-
cosa sanguinea aumentaron a lo largo de la reali-
zacion del experimento, los animales transgénicos
diabéticos presentaban una normalizacién en los
niveles de glucosa sanguinea a partir de los 2 me-
ses después del tratamiento con Stz. as{ como una
recuperacién de los niveles de insulina en suero
debido a la regeneracién de las células 3 pan-
creaticas.
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REIVINDICACIONES

1. Gen quimeérico que utiliza el gen o el cDNA
del factor de crecimiento similar a la insulina de
tipo I (IGF-I} dirigido por un promotor o fusidn
de promotores que permite la expresién del IGF-I
en pancreas.

2. Gen quimérico segun la reivindicacién 1,
conteniendo un promotor o fusién de promotores
que permiten la expresion regulada del factor de
crecimiento similar a la insulina de tipo I (IGF-I)
en pancreas exocrino.

3. Gen quimérico segln la reivindicacién 1,
conteniendo un promotor o fusién de promotores
que permiten la expresién regulada del factor de
crecimiento similar a la insulina de tipo I (IGF-I)
en cualquiera de los tipos celulares del pancreas
endocrino.

4. Gen quimérico segin la reivindicacién 1.
conteniendo un promotor o fusidn de promotores
que permiten la expresién regulada del factor de
crecimiento similar a la insulina de tipo I (IGF-I)
en células J pancredticas.

5. Gen quimérico segin la reivindicacién 1.
contentendo un promotor o fusion de promotores
que permiten la expresidn regulada del factor de
crecimiento simtilar a la insulina de tipo I (IGF-I)
en células .7 pancredticas. siendo este promotor el
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promotor de la insulina.

6. Vector de expresién que permite expresar
el gen quimeérico segin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 5 en pancreas.

7. Vector de expresion segin la reivindicacién
6, siendo este vector un plasmido.

8. Vector de expresién segun la reivindicacion
6, siendo este vector un vector viral.

9. Vector de expresién segiin la reivindicacién
6, siendo este vector un vector no viral.

10. Célula pancreatica que expresa el gen qui-
meérico segin cualquiera de las reivindicaciones |
ab.

11. Célula pancreatica segin la reivindicacién
10, en la que se ha introducido el gen quimeérico
mediante un vector segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 6 a 9, para su utilizacién en el de-
sarrollo de aproximaciones terapéuticas para la
diabetes mellitus.

12, Utilizacién de un gen quimérico segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. para su
utilizacién en el desarrollo de aproximaciones te-
rapéuticas para la diabetes mellitus.

13. Utilizacién de un vector de expresién se-
gun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, para
su utilizacién en el desarrollo de aproximaciones
terapéuticas para la diabetes mellitus.
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