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Resumen:

Gen quimérico que utiliza el gen o cDNA de la insu- 6.2
lina, en especial para terapia génica de la diabetes.
El gen quimérico estd dirigido por un promotor o R ser pens mivsra

fusion de promotores, los cuales preferentemente son
regulables y estan activados por el proceso diabético.
Preferentemente, se obtiene por fusién del gen de
la insulina humana_al promotor de la PEPCK (p-
enolpiruvato carboxiquinasa). Dicho promotor (frag-
mento - 460 pb a + 73 pb) ‘estd fusionado a la zona
5" franqueante del gen de la insulina humana (-170
pb a +1). El gen de la insulina humana contiene
dos exones codificantes E1 y E2 y dos intrones A vy
B. También se refiere a un vector de expresién que
permite expresar insulina en células diferentes de las
calulas 3 del pancreas y a un animal transgénico no
humano que expresa el citado gen quimérico. Se uti-
liza especialmente para la terapia génica de la diabe-
tes.
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DESCRIPCION

Gen quimérico que utiliza el gen o cDNA de
la insulina. en especial para terapia génica de la
diabetes.

La presente invencidn se refiere en primer lu-
gar a un gen quimeérico que utiliza el gen o cDNA
(ADN complementario) de la insulina dirigido por
un promotor o fusién de promotores.

Mads concretamente se refiere al diseno de un
gen quimerico formado por la fusidén del promo-
tor de la P-enolpiruvato carboxiquinasa al gen
estructural de la insulina humana. que permite
la produccidn de insulina humana, de manera fi-
sioldgicamente regulada, en un tejido diferente del
pancreas.

La invencion se refiere también a otros ohjetos
que se describen mas adelante.

Antecedentes de la invencidn

Los pacientes afectados de diabetes meilitus
dependiente de insulina (IDDM) (tipo 11 depen-
den dramadticamente de la adnunistracion e la
hormona. La interrupcién de la administracion de
insulina provoca primero hiperglucemia v cetoa-
cidosis. posteriormente coma v finalmente muerte
s1 la hormona no es inyectada. Por tanto. la vida
¥ la calidad de vida de estos pacientes depende
completamente de las fluctuaciones de sus niveles
de insulina en sangre.

La terapia génica consiste en la transferincia
de material genético en células de un paciente a
fin de tratar una enfermiedad. Actualmente se
estan desarrollando diferentes aproximaciones de
terapia génica, basadas en la introduccion de ge-
nes directamente en animales o en células que pos
teriormente son trasplantadas.

Sin embargo. la meta mds importante no es
conseguir trasplantar con éxito células que expre-
sen el gen en un animal. sino conseguir quv el
gen se exprese de manera regulada v fisiolésica.
La eleccidn de un buen promotor que dirija la
expresion del gen adecuado es crucial a fin e ob-
tener niveles plasmaticos adecuados de la corres-
pondiente proteina.

En el caso de la diabetes se trata de elegir el
promotor que dirjja la expresion del gen para ob-
tener niveles plasmdticos de insulina adecuados
a cada circunstancia en que se encuentre el indi-
viduo. La sobreexpresion del gen de la insulina
provocaria hipoglucemia y una expresién baja de
dicho gen no modificarfa los niveles de glucosa
elevados en el proceso diabético.

Descripcion de la invencidn

La invencién tiene por objeto un gen quiniéri-
co que utiliza el gen o ¢<DNA (ADN complemen-
tario) de la insulina dirigido por un promotor o
fusién de promotores, preferentemente regulables
v activados por el proceso diabético.

Preferentemente, la invencidn tiene por ohjeto
un gen quimerico que se obtiene por la fusién del
gen de la insulina humana al promotor de lu P-
enolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK).

La P-enolpiruvato carboxiquinasa es un en-
zima clave en el control de la via gluconeoginica,
¥ se encuentra principalmente en el higado. rindn.
veyuno y tejido adiposo. La actividad de este
enzima se regula a nivel de la expresion de su
gen (Hanson. R.W. et al. (1976) Gluconeogene-
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sis:Its Regulation in mammalian Species. Johi
Wiley & Sons, Inc.. New York). La expresién de
gen de la PEPCK se encuentra finamente regu:
lada por hormonas. En el fragmento del promo
tor de la PEPCK utilizado (-550 pb a 473 pb) se
han descrito secuencias que responden a AMPc
a glucocorticoides v a insulina (Wynshaw-Boris
Ao et all (1981) J. Biol. Chem. 259, 12161
12169: Wynshaw-Boris, A.. et al. (1986) J. Biol
Chem. 261. 971+-9720: Short. J.M.. et al. (1986
J. Biol. Chem. 241, 9721-9726: O 'Brien. R.M.. e
al. (1990) Science 249, 533-537). El glucagén. ac-
tuando via AMPc. v los glucocorticoides activar
la expresién del gen. mientras que la insulina in-
hibe dicha expresion. En animales diabéticos. 1z
expresion del gen de la PEPCK estd incrementad:
debido al aumento de los niveles plasmiaticos de
glucagon v al descenso en los niveles de insulina
(Tilghman, S.M .. et al. (1974) Proc. Natl. Acad
Sci. USA 71, 1304-1308: Hopgood. M.F.. et a!
(1973) Biochem. J. 134, 445-453: Kioussis. D.. et
al. (1978) J. Bicl. Chem. 253. 4327-4332). Est
fragmento del promotor de la PEPCK es capaz de
dinigir la expresiin del gen de la hormona de cre-
cimiento bovino «de manera regulada v especifica
de tejido en animales transgénicos no humanos
(McGrane, M.NL et al (1988) J. Biol. Chem.
263, 11443-11451: Short. M.K.. et al. (1992
Mol. Cell. Biol. 12, 1007-1020: Eisenberger. (L.
(1992) AMol. Cell. Biol. 12. 1396-1403).

Por tanto. al fusionar este promotor de la
PEPCK al gen de la insulina humana se produ-
cira insulina en s tejidos donde se expresa el
promotor de la PEPCK. En un animal diabético,
se transcribira el gen quimérico, pero. cuando ya
se_haya sintetizado suficiente. la propia insulina
mmhibira el promotor de la PEPCK que dirige su
expresidn.

La invencdn tiene. pues. por objeto la cre-
acion de un gen quimeérico PEPCK/ insulina. En
este gen quimérico. el fragmento correspondiente
al gen de la insulina conserva 170 pb de la zona
flanqueante 5" Fl gen quimérico PEPCK/ in-
sulina contiene dos inicios de transcripeién. uno
correspondiente al promotor de la insulina, v el
otro al promotor de la PEPCK.

Se trata en realidad de un promotor quimé-
rico, al que la parte del promotor de la PEPCK
le confiere especificidad de tejido (principalmen-
te higado. rinén. veyuno y adiposo). Este gen
quimeérico se ha ntroducido en células de hepa-
toma en cultivo ¥ n hepatocitos en cultivo prima-
rio mediante transfeccion transitoria, observando-
se que aparecia en estas células mRNA especifico
de insulina en higado e insulina inmunoreactiva
en el medio de cultivo.

La invencion ticne también por objeto un pro-
cedimiento de fusién de promotores o elementos
reguladores de genes que permitan expresar la in-
sulina en tipos celulares distintos de las células 7
del pancreas. En ol gen quimérico, la parte del
promotor de la PEPCK le confiere especificidad
de tejido (principalimente higado, rifén, veyuno y
adiposo).

Esta invencién también tiene por objeto un
vector de expresicn que permite expresar insu-
lina en células diferentes de las células 3 del pan-
creas, més particularmente, un vector plasmidico
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pPCK/Ins y un vector retrovirico vPCK/Ins. Es-
tos vectores permiten la expresion del gen quimé-
rico en células. También pueden utilizarse otros
vectores de expresién virales (adenovirus. herpes
virus, papilonavirus. etc.) o no virales.

Se han utilizado para infectar diferentes tipos
de células en cultivo primario ¥ lineas celulares
establecidas (hepatoma, fibroblastos, mioblastos,
preadipocitos). Las lineas celulares infectadas ex-
presan insulina humana de manera predecible.

La invencidn tiene por objeto. ademas. un
animal transgénico no humano que expresa el
gen quimeérico descrito anteriorimente. asi como
un tipo celular originado a partir de este animal
transgénico no humano.

En el laboratorio se han obtenido ratones
transgénicos mediante la técnica de microinyvec-
cién del gen quimeérico a ovulos fecundados de ra-
ton antes de la fusion de los dos pronicleos feme-
nino v masculino. Los animales obtenidos resul-
taron estar sanos y normoglucérnicos. mndicando
que existe un buen control en la regulacion del
gen quimerico.

Otro objeto de la invencidn es el cromo-
soma del animal transgénico que contiene el gen
quimérico anteriormente descrito.

Finalmente la invencidn tiene por obhjeto un
gen quimérico del tipo descrito anteriormente.
para la utilizacién en la terapia génica de la dia-
betes. mas concretamente. para la utilizacion en
la terapia génica de la diabetes en tejidos diferen-
tes del pancreas en mamiferos, particularmente.
en la especie humana.

También se refiere a un anumal transgénico no
humano del tipo descrito para su utilizacion en el
desarrollo de protocolos de terapia génica.
Breve descripcidn de los dibujos

Para mejor comprensién de cuanto se ha ex-
puesto se acompanan unos dibujos referidos a
ejemplos de realizacion.

En dichos dibujos, la figura 1 representa la
construccién del gen quimérico PEPCK /Insulina
a partir del plasmido pB7.0 y del gen de la in-
sulina humana; la figura 2 representa la estruc-
tura del gen quimeérico PEPCK /insulina; v la fi-
gura 3 representa el proceso de obtencién del vec-
tor retrovirico vPCK/Ins a partir del plasmido
pPCK/Ins.

Ejemplos de realizacién

Para la construccidn del gen quimeérico
PEPCK/ insulina (Fig. 1) se parti6 del plds-
mido pB7.0 que contiene el gen completo de la
PEPCK. La zona 5" flanqueante de este gen se
obtuvo mediante digestién con los enzimas Xbal
y Bgll! (fragmento -460 pb a 473 pb). A con-
tinuacion, se subclond este fragmento en el poly-
linker del pldsmido pTZ18. Para ello se digirid
este plasmido con Xbal y Bglll y se higd posterior-
mente el fragmento del promotor, a estas dianas.
De esta manera se habia subclonado el promotor
de la PEPCK en pTZ18 y aun quedaban otras
dianas en el polylinker que podian ser utilizadas
posteriormente. A continuacién se procedid a Iin-
troducir el gen de la insulina humana. En este
caso. se cort6 el gen completo de la isulina con
Bglll v Sphl v se obtuvo el fragmento -170 pb
a +1561 pb (Bell. L.LB., et al (1980) Nature 284.
26-32). El plasmido pTZ18. que contenia el pro-

ot

10

20

30

40

60

motor de la PEPCK. se digirié con Bglll, diana
situada al final del promotor (extremo 3°), v con
Sphl, diana situada en el polylinker. Este plasmi-
do linearizado se ligd con el fragmento Bglll/Sphl
del gen de las insulina. y se obtuvo el gen quimeri-
co PEPCK /insulina. subclonado en pTZ18 (Fig.
1). Este plasmido se nombré pPCK/Ins.

En la Fig. 2 se presenta. con detalle, la es-
tructura del gen quimérico PEPCK/insulina. El
promotor de la PEPCK (fragmento-460 pb a +73
pb) estd fusionado a la zona 5" flanqueante del gen
de la insulina humana (-170 pb a +1). Este frag-
mento del promotor de la insulina contiene los
elementos que reconoce la maquinaria general de
transcripcion y un elemento de respuesta a AMPc¢
(que induce la expresion del gen). Por tanto. en
la regidn 5 flanqueante del gen quimeérico se en-
contraban dos TATA box v dosnicios de la trans-
cripeidn. uno al final del promotor de la PEPCK
v otro al final del promotor de la insulina. El gen
de la insulina humana contiene tres exones (dos
codificantes. E1 v E2) v dos intrones (A v B). En
posicién 5 respecto al intrdn A se encuentra el
“cap site” v en 37 del ultimo exdn se encuentra la
zona de polvadenilacion {Fig. 2).

Este gen quimérico se ha introducido en cé-
lulas de hepatoma en cultivo v en hepatocitos en
cultivo primario mediante transfeccién transitoria
del plasmido pPCK/Ins. observandose que apare-
cia en estas células mRNA especifico de insulina.
e nsulina inmunoreactiva en el medio de cultivo.

Una vez comprobado que el gen quimérico
PEPCK/Insulina se expresaba de manera prede-
cible procedimos a la ohtencidn de un vector re-
trovirico que contuviera el gen quimeérico, vy que.
a su vez. se expresara de manera regulada y con-
trolable por el propio producto de expresion. la
msulina. Este es un requisito imprescindible para
la elaboracion de un vector de utilidad en terapia
génica.

Tal como se esquematiza en la figura 3. para
la construccidn del vector retrovirico se subclo-
né el fragmento EcoRl - HindlIl del pldsmi-
do pPCK/Ins. que contiene el gen quimeérico
PEPCK/insulina completo, al plasmido pl2N.
Posteriormente se obtuvo el fragmento Clal del
pl2NPCK/Ins. conteniendo el gen quimérico. v
se introdujo en la diana Cla 1 del vector retro-
virico pLJ(-SV40) (derivado del vector parental
pLJ (Korman. A.J.. et al. (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84, 2150-2154)). EI vector re-
sultante, vPCK /Ins. contiene el gen quimeérico
PEPCK/insulina en orientacién contraria al LTR
5'(promotor del retrovirus).

Este vector fue introducido en células psi-2
(Mann, R., (1983) Cell 33, 153-159) mediante pre-
caipitacion con fosfato calcico. Las células fueron
expuestas al antibidtico de seleccidn G418 a las
48 horas de la transfeccién. y las que fueron po-
sitivas a la integracién del vector sobrevivieron al
toxico. Se mantuvieron estas células en cultivo
durante un mes, v cuando llegaron a confluencia
se recolectd el medio de cultivo. que contenia los
viriones defectivos.

A continuacidn se expone brevemente el pro-
ceso de obtencidén de un animal transgénico no
humano que expresa el gen quimérico PEPCK/
Insulina.
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Una vez verificado que el gen quimérico era
funcional mediante transfeccién de células en cul-
tivo, se procedid a microinyectar el gen quirmeérico
(fragmento Xbal-Sphl) a 6vulos fecundados de
ratén antes de la fusion de los dos prontcleos fe-
menino ¥ masculino seglin el método descrito por
Wagner, et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78, 5018). Estos embriones eran posterior-
mente transferidos a una madre receptora. De
los animales obtenidos se aislé DNA a partir de
un fragmento de cola v a continuacién. se analizé
la presencia del transgen mediante Southern blot
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¥ posterior hibridacién con una sonda especific:
que contenfa un fragmento del gen quimeérico mi
croinyectado. Con los animales transgénicos s
han establecido colonias. en las que se ha anali
zado la expresién del gen quimérico. As{ los ani
males transgénicos obtenidos expresan el trans
gen en los tejidos donde normalmente se expres:
la PEPCK. Los animales obtenidos resultaron es
tar sanos v normoglucémicos. indicando por tant«
que existe un buen control en la regulacién del ger
quimérico.
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REIVINDICACIONES

1. Gen quimérico que utiliza el gen o ¢cDNA
(ADN complementario) de la insulina dirigido por
un promotor o fusién de promotores.

2. Gen quimérico segin la reivindicacién 1,
caracterizado por el hecho de que los promoto-
res son regulables ¥ son activados por el proceso
diabético.

3. Gen quimérico segun la reivindicacién 2.
caracterizado por el hecho de que se obtiene
por la fusién del gen de la insulina humana al
promotor de la PEPCK {Penclpiruvato carboxi-
quinasa).

4. Procedimiento de fusién de promotores o
elementos reguladores de genes que permitan ex-
presar la insulina en cualquier tipo celular distinto
de las células 3 del pancreas.

5. Vector de expresion que permite expresar
insulina en células diferentes de las células 3 del
pancreas.

6. Vector plasmidico pPCK/Ins segin la rei-
vindicacidn 5. que permite expresar insulina en
células diferentes de las células .3 del pancreas.

7. Vector retrovirico vPCK/Ins segiin la rei-
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vindicacién 5. que permite expresar insulina en
células diferentes de las células 3 del pancreas.

8. Animal transgénico no humano que expresa
el gen quimeérico segin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3.

9. Tipo celular originado a partir del animal
transgeénico no humano de la reivindicacién 8.

10. Cromosoma del animal transgénico no hu-
mano de la reivindicacién 8. que contiene el gen
quimeérico segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 3.

11. Gen quimérico segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3. para la utilizacidn en la
terapia génica de la diabetes.

* 12 Gen quimérico segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3. para la utilizacidén en la
terapla génica de la diabetes en tejidos diferentes
del pancreas en mamiferos.

13. Gen quimérico segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3. para la utilizacién en la
terapia génica de la diabetes en tejidos diferentes
del pancreas en la especie humana.

14. Animal transgénico no humano segin la
reivindicacion 8. para su utilizacién en el desarro-
llo de protocolos de terapia génica.
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