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DESCRIPCION
Pirofosfatos de inositol determinantes de la capacidad exocitética
Antecedentes de la invencion

Los fosfoinositidos, tanto en su forma soluble en agua como lipidica, desempefian un papel destacado en los procesos
de transduccién de sefiales celulares. Los procesos importantes son la generacion de inositol 1,4,5-trifosfato
(Ins[1,4,5]P3) y su regulacion de la homedstasis intracelular del Ca2+ (1) y los productos lipidicos de inositol 3-
fosforilado de fosfatidilinositol (PI3 quinasa) (2), con diversas funciones en la mitogénesis, la apoptosis y el trafico
vesicular. El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdIns [4,5]P2), la principal fuente de estos dos sistemas de sefalizacion, no
es solo un precursor de las vias de transduccién de sefial que se menciona anteriormente, sino que desempefia por si
mismo papeles importantes en el trafico vesicular, la exocitosis, las reordenaciones del citoesqueleto y la regulacion de
los canales idnicos (3). En la ultima década también se ha producido un creciente reconocimiento en el sentido de que
los polifosfatos de inositol altamente fosforilados, derivados lejanos del segundo mensajero Ins(1,4,5)P3, desempefian
un papel en la transduccion de sefiales y en la regulacion celular (4-6). Quiza la perspectiva nueva mas fascinante de
las que se han abierto es la relacionada con el papel de los derivados diestéricos de los inositol pentaquisfosfatos e
inositol hexaquisfosfatos (InsP5 e InsP6). Habitualmente, los derivados de pirofosfato del InsP6 difosfoinositol
pentaquisfosfato y del bis-(difosfo)inositol tetraquisfosfato se denominan «InsP7» e «InsP8». Estos derivados de inositol
pirofosfato se regeneran rapidamente, y se calcula que tienen una energia libre de hidrdlisis similar a la del ATP (4).
Una consecuencia llamativa de este grupo fosfato altamente energético es la capacidad del InsP7 de fosforilar
directamente un subconjunto de proteinas de una forma independiente respecto del ATP y de las enzimas (7). La
variedad de respuestas celulares, aparentemente controladas por estas moléculas (4,8), puede verse facilitada por la
distribucion intracelular diferencial de las quinasas que las componen (9). Las concentraciones de pirofosfatos de
inositol pueden regularse dinamicamente durante fenémenos celulares fundamentales, subrayando asi su importancia
para la funcion celular. Por ejemplo, los niveles de InsP7 cambian durante la progresion del ciclo celular (10), y el InsP7
regula los complejos de ciclina/CDK (11), mientras que el InsP8 aumenta sobremanera como reaccion al estrés celular
(8). No obstante, los trabajos recientes también han puesto de manifiesto una funcién del InsP6 en forma de cofactor
enzimatico y, por analogia, es posible que, incluso en condiciones no estimuladoras, el InsP7 pudiera ser una molécula
reguladora importante.

Los fosfoinositidos también son reguladores basicos de las células 3 pancreaticas secretoras de insulina (12). Estas
células son protagonistas fundamentales en la homedstasis de la glucosa en sangre, y actian acoplando los aumentos
en la concentracion de glucosa y otros reguladores circulatorios o de origen neuronal a la exocitosis de la insulina. El
InsP6 altamente fosforilado es especialmente interesante, puesto que se ha demostrado que activa canales de Ca2+ de
tipo L dependientes de voltaje (13), la exocitosis (14,15) y la endocitosis mediada por la dinamina (16), procesos todos
ellos fundamentales en la secrecion de la insulina. Aun no se ha determinado una funcién del InsP7 en la célula 8. No
obstante, como consecuencia de la implicacion sugerida de los pirofosfatos de inositol en el trafico vesicular (4), la
naturaleza fundamental de dichos fendmenos de trafico para el proceso de exocitosis de la insulina y la alta
concentracion en las células B del InsP6 (13), el precursor inmediato del InsP7, planteamos como hipétesis que los
pirofosfatos de inositol pueden desempefiar un importante papel en la célula 3. Ahora, procedemos a demostrar una
nueva funcién del InsP7 en la regulacion de la exocitosis de la insulina.

Breve descripcion de la invencion

En un aspecto, la presente invencién puede utilizarse para tratar la diabetes de tipo Il mediante la administraciéon a un
paciente con diabetes de tipo Il de una cantidad eficaz de la quinasa IP6K1 o un fragmento activo de ésta, o bien un
constructo de acido nucleico capaz de expresar la quinasa IP6K1 o fragmentos de ésta.

En otro aspecto, la presente invencion puede utilizarse estimulando la exocitosis de la insulina a partir de las células
beta pancreaticas mediante la administracion de una cantidad eficaz de la quinasa IP6K1 o de un fragmento activo de
ésta, o bien de un constructo de acido nucleico capaz de expresar la quinasa IP6K1 o fragmentos de ésta capaces de
aumentar la expresion de la quinasa IP6K1, a un paciente que lo necesite.

En otro aspecto, la presente invencion puede utilizarse para tratar la diabetes de tipo Il mediante la administracion a un
paciente con diabetes de tipo Il de una cantidad eficaz de la quinasa IP6K1 o un fragmento activo de ésta, o bien un
constructo de acido nucleico capaz de expresar la quinasa IP6K1 o fragmentos de ésta, capaces de aumentar la
produccioén de InsP5.

En otro aspecto adicional, la presente invencién ofrece métodos para identificar un compuesto para tratar la diabetes de
tipo I, que comprenden:

(a) poner en contacto células beta pancreaticas con uno o mas compuestos de prueba; y
(b) determinar el nivel de expresion de la quinasa IP6K1 y/o los niveles de InsP7;

donde un incremento en el InsP7 indica que el compuesto es adecuado para tratar la diabetes de tipo Il.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. En las células B pancreaticas hay altos niveles de InsP7, y las IP6K aparecen expresadas en estas células. (A)
Comparacion de InsP7 marcado con [3H] como porcentaje de InsP6 marcado con [3H] en islotes pancreaticos primarios
o en células MIN6m9 secretoras de insulina. Los datos son de 3 experimentos independientes. (B) Los datos del islote
de (A) se transformaron para tener en cuenta la diferente composicion de células B en islotes normales (60%) frente a
islotes ob/ob (90 %). (C). La totalidad del ARN se extrajo de islotes y células MIN6m9, y se transcribié de forma inversa.
La expresion relativa del ARN mensajero se midi6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando sondas y
cebadores adecuados. Los cebadores y las sondas para el ARNr 18S (reactivos de control del ARN ribosémico de
TagMan™, Applied Biosystems) se utilizaron como control endégeno.

Figura 2. La expresion de las IP6K fomenta la exocitosis en las células  pancreaticas. La IP6K1 estimula la exocitosis
dependiente del Ca2+. (A) Las células B individuales de ratén fueron transfectadas con EGFP (simulacion) o con una
combinacién de EGFP y bien una variante de tipo salvaje (IP6K1) o bien una variante de quinasa desactivada (IP6K1-
K/A) de la IP6K, y sometidas a una serie de cuatro despolarizaciones de 500 ms utilizando la configuracion de parche
perforado. Los aumentos en la capacidad celular (ACm) se midieron con 3 mM de glucosa en el medio extracelular. (B)
Histograma que resume el aumento medio en la capacidad celular trazado con respecto a las despolarizaciones
individuales, asi como el incremento total en la capacidad celular al final de la serie en células transfectadas de manera
simulada o que sobreexpresan la IP6K de tipo salvaje (IP6K1) o de quinasa desactivada (IP6K1-K/A). (C) Histograma
que muestra una corriente integrada de Ca2+ (QCa) trazada con respecto a las despolarizaciones individuales en
células transfectadas de manera simulada o que sobreexpresan el tipo salvaje o el tipo IP6K1-K/A. Los valores
proceden de 8-12 experimentos. °P<0,05. (D) Histograma que resume el aumento medio total en la capacidad celular al
final de la serie en células transfectadas de manera simulada o en células que sobreexpresan el tipo salvaje (IP6Kn) o
el tipo de quinasa desactivada (IP6Kn-K/A) de las quinasas de tipo 1, 2 y 3 respectivamente. Los valores proceden de 7-
12 experimentos. °P<0,05. (E) Las células INS-1E fueron cotransfectadas en paralelo con pCMV5-hGH y un vector
vacio (pcDNA3) (simulacion) o con pCMV5-hGH y bien con el tipo salvaje (IP6Kn) o bien con la quinasa desactivada
(IP6Kn-K/A) de las quinasas de tipos 1, 2 y 3 respectivamente. La secrecion de hGH se midié en medio de Krebs-Ringer
amortiguado con bicarbonato-BEPES, que contenia 3 mM de glucosa. La liberacion de hGH se representa como hGH
secretada en porcentaje de hGH total. Valores procedentes de 3 experimentos (cada uno por triplicado). °P<0.05.

Figura 3. El InsP7 fomenta, de forma dependiente de la dosis, la exocitosis dependiente del Ca2+. Las células p
individuales de raton fueron sometidas a una serie de cuatro despolarizaciones de 500 ms utilizando la configuracion de
parche estandar de célula completa. (A) La exocitosis se observé en condiciones de control y en presencia de 3 uM de
5-InsP7 en la solucién que llenaba la pipeta. El 5-InsP7 pudo dispersarse dentro de la célula durante 2 minutos antes de
comenzar el experimento. (B) Histograma que resume los incrementos medios en la capacidad celular trazados con
respecto a las despolarizaciones individuales, asi como los aumentos totales en la capacidad celular al final de la serie
en ausencia o en presencia de 3 pyM de 5-InsP7 en la solucion que llena la pipeta. (C) Histograma que muestra una
corriente integrada de Ca2+ (QCa) trazada con respecto a las despolarizaciones individuales ante la ausencia o la
presencia de 3 uM de InsP7 en la solucién que llena la pipeta. (D) Dependencia de concentracion de la accion
estimuladora del 5-InsP7 sobre la exocitosis provocada por una sola despolarizacion de membrana de -70 mV a cero.
La curva representa un ajuste con minimos cuadrados de los puntos de datos medios con respecto a la ecuacion de
Hill. Los valores proceden de 5-7 experimentos. °P<0,05. (E) Una comparacion de varios isémeros de InsP7 con una
concentracion de 10 uM sobre la exocitosis, utilizando los mismos protocolos que en el apartado (A) anterior.

Figura 4. El silenciamiento de ARN de la IP6K1, pero no de la IP6K2, inhibe la liberacion de granulos desde el RRP
(siglas inglesas del «conjunto facilmente liberable»). (A) Las células p individuales de ratén fueron transfectadas con
ARNSsi contra la IP6K1 (n.° 1) a 25 nM o con un control negativo a la misma concentracion y sometidas a una serie de
cuatro despolarizaciones de 500 ms utilizando la configuracion del parche perforado; los aumentos en la capacidad
celular (ACm) se midieron con 3 mM de glucosa en el medio extracelular. (B) Histograma que resume los aumentos
medios en la capacidad celular trazados con respecto a las despolarizaciones individuales, asi como el incremento total
en la capacidad celular al final de la serie en células transfectadas de manera simulada o que sobreexpresan bien el
ARNSsi contra la IP6K1 o bien un control negativo. (C) Efecto sobre el incremento total de la capacidad tras el
silenciamiento de la IP6K1 e IP6K2 inducido por ARN. (D) Efecto del 5-InsP7 sobre la exocitosis en condiciones de
control y en células con niveles de expresion reducidos de IP6K1.

Figura 5. El efecto del 5-InsP7 sobre la exocitosis es diferente al del InsP6. Las células B individuales de ratén fueron
sometidas a una serie de cuatro despolarizaciones de 500 ms utilizando la configuracion de parche estandar de célula
completa. La exocitosis se observé en condiciones de control y en presencia de 3 yM de 5-InsP7 o de 10 uM de InsP6
en la solucién que llenaba la pipeta. Los fosfatos de inositol pudieron dispersarse dentro de la célula durante 2 minutos
antes de comenzar el experimento.

Figura 6. Analisis de ARNSsi en células MIN6mM9. Para cada IP6K se analizaron seis ARNsi para comprobar su
capacidad de silenciamiento a 100 nM en células MIN6m. Se utilizaron posteriormente dos dirigidos contra la IP6K1 (1 y
4) y otros dos dirigidos contra la IP6K2 (3 y 5), de forma individual o en combinacién, para silenciar la IP6K1 o la IP6K2,
respectivamente. Esto se comparé con 2 controles negativos. Se extrajo ARNm y la expresion de los genes se
cuantificd mediante el sistema RT-FCR de Tagman™. Los datos son medias * error estandar de la media , n = 3).

Figura 7. El silenciamiento de ARN de la IP6K1 o de la IP6K2 reduce los niveles celulares de InsP7. Las células
MIN6m9 fueron transfectadas con ARNsi seleccionado para un control negativo o para la IP6K1 6 2. Los ARNSsi para la
IP6K1 (1 y 4) se afiadieron cada uno a 25 nM. Se afiadieron concentraciones similares de los 2 ARNsi para la IP6K2 (3
y 5). Esto se control6 mediante la adicion de 50 nM de un control negativo. La totalidad de los 4 ARNsi se aplico
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simultaneamente, y se controlé mediante 100 nM de ARNSsi de control negativo. Dos horas después de la transfeccion
con ARNSsi, el medio se cambié por medio que contenia 50 uCi/ml de [3H]-inositol, y las células se cultivaron de 48 a 72
horas. Las células se extrajeron y se sometieron a HPLC. Los datos se expresan en relacion con el total de lipidos de
inositol, y son medias de 3 experimentos independientes + error estandar de la media, n = 3).

Figura 8. Efecto del IP6K1-ARNSsi sobre la actividad de un canal Gnico de Ca2+ de tipo L en células MIN3m9. Las
células MIN3m9 fueron transfectadas con ARNSsi seleccionado para un control negativo de 50 nM o ARNSsi para la IP6K1
(1y4), cada uno a 25 nM. (A) Ejemplos de corrientes de canal Unico de Ca2+ registradas a partir de parches adheridos
a la célula en una célula de control (transfeccion de ARNsi de control negativo, izquierda) y una célula tratada con
IP6K1-ARNSsi (derecha). Ambos parches contienen un canal de Ca2+ de tipo L. (8) Parametros de corriente de canal
simple de Ca2+ de tipo L en células de control MIN6m9 (n = 30) y en células tratadas con IP6K1-ARNsi (n = 30). No
existe una diferencia significativa en el nimero de canales por parche, probabilidad abierta, tiempo medio de cerrado y
tiempo medio de apertura entre las células de control MIN6m9 y las tratadas con IP6K1-ARNsi (P > 0,05). Los datos se
presentan como medias + 5 EM. La significacion estadistica fue evaluada por la prueba de la U de Mann-Whitney o por
la prueba de la t de Student con datos no emparejados.

Descripcion detallada de la invenciéon

En el marco de esta solicitud, a menos que se especifique lo contrario, las técnicas utilizadas pueden encontrarse en
cualquiera de diversas referencias bien conocidas, como por ejemplo: Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Sambrook, et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press), Gene Expression Technology (Methods in Enzymology,
vol. 185, editado por D. Goeddel, 1991. Academic Press, San Diego, Calif.), «Guide to Protein Purification» en Methods
in Enzymology (M. P. Deutshcer, ed., (1990) Academic Press, Inc.); PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (Innis, et al. 1990. Academic Press, San Diego, Calif.), Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique, 22 ed. (R. |. Freshney. 1987. Liss, Inc. Nueva York, N.Y.), Gene Transfer and Expression Protocols , pp. 109-
128, ed. E. J. Murray, The Humana Press Inc., Clifton, N.J.), y el catalago de Ambion de 1998 (Ambion, Austin, Tex.).

En un aspecto, la presente invencién puede utilizarse para tratar la diabetes de tipo Il mediante la administraciéon a un
sujeto con diabetes de tipo Il de una cantidad, eficaz para tratar la diabetes de tipo I, de una sustancia terapéutica
capaz de aumentar el InsP7 en las células beta pancreaticas de dicho sujeto.

En otro aspecto, la presente invencién puede utilizarse para tratar la diabetes de tipo || mediante la administracion a un
sujeto con diabetes de tipo Il de una cantidad, eficaz para tratar la diabetes de tipo I, de una sustancia terapéutica
capaz de aumentar la expresion de quinasa IP6K1 en las células beta pancreaticas de dicho sujeto.

Tal y como han demostrado los inventores en el documento adjunto, la célula B pancreatica mantiene altos niveles de
InsP7. Posteriormente, este pirofosfato hace las veces de protagonista esencial en el proceso secretor de la insulina
mediante la regulacion del conjunto rapidamente liberable de los granulos que contienen insulina, manteniendo asi la
capacidad exocitética inmediata de la célula B. Ademas, los inventores demostraron que el InsP7 endégeno generado
por la IP6K1 es el responsable del aumento de la capacidad exocitética en las células beta pancreaticas; asi pues, los
productos terapéuticos capaces de aumentar la expresion de la quinasa IP6K1 pueden utilizarse para tratar la diabetes
de tipo 1l mediante la generacion de InsP7, lo cual desemboca en un aumento de la capacidad exocitética en las células
beta pancreaticas.

En una modalidad, el producto terapéutico consta de un vector de terapia génica que dirige la expresion de IP6K1 o de
fragmentos activos de ésta (informacion de registro de la proteina: Q 92551 (SEQ ID n.% 1); informacion de registro
ADNCc (variantes de empalme alternativo) 1. NM — 153273.3 (SEQ ID n.°: 3), 2. NM — 001006115 (SEQ ID n.°: 2)) consta
de un vector de terapia génica que dirige la expresion de IP6K1 o de fragmentos activos de ésta. El método de terapia
génica consta de la administracion de un constructo de acido nucleico capaz de expresar la IP6K1 o fragmentos activos
de ésta en el sujeto, y preferiblemente en células beta pancreaticas de dicho sujeto. En un ejemplo, las secuencias de
ADNCc pueden estar unidas operativamente con un promotor de la insulina (Leibiger, Mol. Cell. 1: 933-938 (1998)). Esta
terapia génica y las técnicas de suministro son conocidas por los expertos; consulte, por ejemplo, el documento
WO090/11092, que se incluye aqui como referencia, o: M. |. Phillips (Ed.): Gene Therapy Methods. Methods in
Enzymology, vol. 346, Academic Press, San Diego 2002. Asi, por ejemplo, las células procedentes del sujeto pueden
ser sometidas a ingenieria ex vivo con un constructo de acido nucleico que conste de un promotor unido operativamente
a la molécula de acido nucleico correspondiente a la molécula que vaya a introducirse, suministrando posteriormente las
células sometidas a ingenieria al sujeto que vaya a tratarse. Estos métodos son bien conocidos por los expertos en la
materia. Por ejemplo, consulte Belidegrun, A., et al., J. Natl. Cancer Inst. 85: 207-216 (1993); Ferrantini, M. et al.,
Cancer Research 53: 1107-1112 (1993); Ferrantini, M. et al., J. Immunology 153: 4604-4615 (1994); Kaido, T., et al., Int.
J. Cancer 60: 221-229 (1995); Ogura, H., et al., Cancer Research 50: 5102-5106 (1990); Santodonato, L., et al., Human
Gene Therapy 7: 1-10 (1996); Santodonato, L., et al., Gene Therapy 4: 1246-1255 (1997); y Zhang, J.-F. et al., Cancer
Gene Therapy 3: 31-38 (1996)), que se incluyen aqui a modo de referencia. Las células sometidas a ingenieria pueden
ser, por ejemplo, células beta pancreaticas.
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Las moléculas de acido nucleico también pueden suministrarse como una molécula de acido nucleico desnudo. El
término molécula de acido nucleico «desnudo» hace referencia a secuencias libres de cualquier vehiculo de suministro
que actue para ayudar, favorecer o facilitar la entrada en la célula, incluyendo secuencias virales, particulas virales,
formulaciones de liposomas, lipofectinas, agentes de precipitacion y similares. No obstante, las moléculas de acido
nucleico utilizadas en terapia génica también pueden suministrarse en formulaciones de liposomas, de lipofectinas y
similares, que pueden ser elaboradas a través de métodos bien conocidos por los expertos en la materia. Dichos
métodos se describen, por ejemplo, en las patentes de EUA con numeros 5.593.972, 5.589.466 y 5.580.859, que se
incluyen aqui a modo de referencia.

Las moléculas de acido nucleico desnudo se suministran mediante cualquier método conocido por los expertos,
incluyendo, a titulo enunciativo, inyeccidon directa con aguja en el lugar de suministro, inyeccion intravenosa,
administracion tépica, infusion por catéter y las denominadas «pistolas de genes». Estos métodos de suministro son
conocidos en la técnica. Los constructos también pueden suministrarse mediante vehiculos de suministro como
secuencias virales, particulas virales, formulaciones de liposomas, lipofectinas, agentes de precipitacion, etc.

En otra modalidad, el producto terapéutico consta de IP6K1 o de fragmentos activos de ésta. Los polipéptidos pueden
administrarse a través de cualquier técnica adecuada, entre las que se incluyen, a titulo enunciativo, suministro como
conjugado con un dominio de transduccidn, que son una o mas secuencias de aminoacidos o cualquier otra molécula
que pueda transportar un dominio activo a través de las membranas celulares. Estos dominios pueden estar unidos a
otros polipéptidos para dirigir el movimiento del polipéptido unido a través de las membranas celulares (consulte, por
ejemplo, Cell 55: 1179-1188, 1988; Cell 55: 1189-1193, 1988; Proc Natl Acad Sci U S A 91: 664-668, 1994; Science
285: 1569-1572, 1999; J Biol Chem 276: 3254-3261, 2001; y Cancer Res 61: 474-477, 2001)

En otro aspecto adicional, la presente invencién ofrece métodos para identificar un compuesto para tratar la diabetes de
tipo Il, que comprenden:

(a) poner en contacto células beta pancreaticas con uno o mas compuestos de prueba; y
(b) determinar el nivel de expresion de la quinasa IP6K1 y/o los niveles de InsP7;

donde un aumento en la expresion de la quinasa IP6K1 y/o un incremento en el InsP7 indica que el compuesto es
adecuado para tratar la diabetes de tipo Il

Tal y como se ha comentado anteriormente, los productos terapéuticos capaces de aumentar la expresion de la quinasa
IP6K1 pueden utilizarse para tratar la diabetes de tipo Il mediante la generacion de InsP7, lo cual desemboca en un
aumento de la capacidad exocitética en las células beta pancreaticas. De esta forma, los compuestos que pueden
utilizarse para aumentar la expresion de la quinasa IP6K1 y/o del InsP7 en las células beta pancreaticas pueden
utilizarse para tratar la diabetes de tipo Il.

La determinacion de los niveles de expresion de la quinasa IP6K1 y/o un incremento en el InsP7 en las células beta
pancreaticas puede efectuarse mediante cualquier técnica conocida en la materia, incluyendo, a titulo enunciativo, las
que se recogen en los ejemplos posteriores.

Tal y como se emplea aqui, «condiciones basales de glucosa» hace referencia a una concentracion de entre 1y 6 mM
de glucosa; en una modalidad, se utilizan 3 mM de glucosa. Tal y como se entiende por los expertos en la materia, la
concentracion basal de glucosa puede variar entre especies. La concentracion basal de glucosa puede determinarse
para cualquier tipo de célula o tejido concreto, a través de las condiciones que no provocan cambios, por ejemplo, en la
concentracion citoplasmatica de Ca2+ libre o en la liberacién de la insulina.

Tal y como se emplea aqui, las «células 8 pancreaticas» son cualquier poblacion de células que contenga células de los
islotes B pancreaticos. Las células pueden obtenerse a partir de cualquier especie de mamifero, o pueden estar
presentes en las especies de dichos mamiferos cuando los ensayos se lleven a cabo en vivo. Estas poblaciones de
células de los islotes  pancreaticos incluyen el pancreas, islotes pancreaticos de Langerhans aislados («islotes
pancreaticos»), células de los islotes B pancreaticos aislados y lineas celulares secretoras de insulina. Los métodos
para el aislamiento pancreatico son bien conocidos en el sector, y los métodos para aislar islotes pancreaticos pueden
encontrarse, por ejemplo, en Cejvan et al., Diabetes 52: 1176-1181 (2003); Zambre et al., Biochem. Pharmacol. 57:
1159-1164 (1999), y Fagan et al., Surgery 124: 254-259 (1998), asi como en referencias citadas en dichas
publicaciones. Las lineas celulares secretoras de insulina estan disponibles a través de la American Tissue Culture
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Collection («ATCC») (Rockville, Md.). En una modalidad adicional en la que se utilizan células B pancreaticas, se
obtienen a partir de ratones ob/ob, que cuentan con mas del 95% de células 3 en sus islotes.

Con el fin de suministrar una informacién éptima acerca de la capacidad del Unico o de los diversos compuestos de
prueba de cara al incremento en la expresion de la quinasa IP6K1 y/o un incremento en el InsP7 de las células beta
pancreaticas, se prefiere comparar los niveles de quinasa IP6K1 y/o InsP7 en células experimentales con los niveles en
células de control. Estas células de control pueden incluir uno o mas de los siguientes elementos:

1. Las mismas células huésped, tratadas de la misma manera, excepto que no entran en contacto con el Unico o los
diversos compuestos de prueba;

2. Las mismas células huésped, tratadas de la misma manera, excepto que entran en contacto con el Unico o los
diversos compuestos de prueba en diferentes momentos temporales (para analizar los efectos dependientes del
tiempo); y

3. Las mismas células huésped, tratadas de la misma manera, excepto que entran en contacto con diferentes
concentraciones del unico o de los diversos compuestos de prueba (para analizar los efectos dependientes de la
concentracion)

Cuando los compuestos de prueba constan de secuencias de polipéptidos, estos polipéptidos pueden sintetizarse
quimicamente o expresarse de forma recombinante. La expresion recombinante puede lograrse mediante métodos
estandar en la técnica, tal y como se comenta anteriormente. Estos vectores de expresion puede constar de vectores de
expresion bacterianos o virales, y dichas células huésped pueden ser procariéticas o eucariéticas. Los polipéptidos
sintéticos, que se elaboran mediante las bien conocidas técnicas de fase sdlida, fase liquida o condensacién de
péptidos, o cualquier combinaciéon de éstos, pueden incluir aminoacidos naturales y no naturales. Los aminoacidos
utilizados para la sintesis de péptidos pueden ser la resina de aminoacido Boc habitual (Na-tbutiloxicarbonil protegida
con Na-amino) con los protocolos de desproteccion, neutralizacién, acoplamiento y lavado habituales, o bien
aminoacidos 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) protegidos con Na-amino hidrolizables en condiciones alcalinas. Los
aminoacidos Fmoc y Boc protegidos con Na-amino pueden obtenerse a través de Sigma, Cambridge Research
Biochemical u otras empresas quimicas conocidas por los expertos en la materia. Ademas, los polipéptidos pueden
sintetizarse con otros grupos con proteccion Na que sean conocidas por los expertos en la materia. La sintesis de
péptidos en fase solida puede lograrse mediante técnicas conocidas por los expertos en la materia y que estan
disponibles, como por ejemplo mediante el uso de sintetizadores automatizados.

Cuando los compuestos de prueba constan de anticuerpos, éstos pueden ser policlonales o monoclonales. Los
anticuerpos pueden ser humanizados, totalmente humanos o formas muridas de éstos. Estos anticuerpos pueden
generarse mediante métodos bien conocidos, como los que se describen en Harlow y Lane, Antibodies; A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988).

Cuando los compuestos de prueba constan de secuencias de acidos nucleicos, estos acidos nucleicos pueden
sintetizarse quimicamente o también expresarse de forma recombinante. Las técnicas de expresién recombinante son
bien conocidas por los expertos en la materia (consulte, por ejemplo, Sambrook, et al., 1989, mas arriba). Los acidos
nucleicos pueden ser ADN o ARN, y pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Asimismo, estos acidos nucleicos
pueden sintetizarse quimica o enzimaticamente mediante reacciones manuales o automatizadas, a través de técnicas
estandar en la materia. Si se sintetiza quimicamente o mediante sintesis enzimatica in vitro, el acido nucleico puede
purificarse antes de introducirse en la célula. Por ejemplo, los acidos nucleicos pueden purificarse a partir de una
mezcla por extraccion con un disolvente o resina, precipitacion, electroforesis, cromatografia o una combinacion de
estos procesos. Como alternativa, los acidos nucleicos pueden utilizarse sin purificacion o con un minimo de ésta para
evitar pérdidas debido al procesamiento de muestras.

Cuando los compuestos de prueba constan de componentes diferentes a los polipéptidos, anticuerpos o acidos
nucleicos, dichos componentes pueden elaborarse mediante uno de los diferentes métodos existentes en la técnica
para llevar a cabo la sintesis quimica organica.

Los compuestos de prueba identificados como responsables de provocar un aumento de la expresion de la quinasa
IP6K1 y/o un aumento en el InsP7 en las células beta pancreaticas puede valorarse ademas para utilizarse como
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compuesto candidato a tratar la diabetes de tipo Il mediante cualquier técnica adicional, incluyendo, a titulo enunciativo,
el contacto de las células beta pancreaticas con los compuestos de prueba y la medicién de la liberacion de insulina
inducida por los compuestos de prueba, y/o midiendo la capacidad de las células beta pancreatica resultante inducida
por los compuestos de prueba; aquellos compuestos que aumentan la liberacién de insulina y/o la capacidad (que es
una medida de la exocitosis de la insulina, como se describe mas abajo) en comparacion con el control pueden tener un
valor especial como compuestos candidatos a tratar la diabetes de tipo Il. En una modalidad adicional, la medicién de la
capacidad se lleva a cabo tal y como se describe mas abajo, y los compuestos de prueba que provocan una respuesta
exocitotica en la primera despolarizacién son considerados buenos compuestos candidatos para tratar la diabetes de
tipo 1.

EJEMPLOS
Materiales y métodos

Reactivos y constructos. El 5-difosfoinositol pentaquisfosfato (InsP7) se sintetiz6 tal y como se ha descrito anteriormente
(25). Los ORF para la IP6K1, la IP6K2 y la IP6K3 se obtuvieron mediante digestion, utilizando pCMV-IP6K1 y pCMV-
IP6K2 (26) tratados con Sall-Notl, y por digestion utilizando pGST-IP6K3 tratado con Sall (27). Los ORF purificados
fueron subclonados en el vector de expresion eucariética pCMV-Myc (Clontech). Las versiones de quinasa desactivada
se elaboraron tal y como sigue. Algunos estudios anteriores han identificado una lisina en la InsP3KA que es
fundamental para la actividad catalitica (28). En la IP6K1 de ratones, la IP6K2 humana y la IP6K3 humana, esta lisina
aparece en la posicion 226, 222 y 217 respectivamente. Para la IP6K1, procedimos a mutar la lisina 226 a alanina
utilizando el siguiente oligonucledtido: K26A, 5-GTGTGCTGGACTTGGCCATGGGTACCCG-3' (SEQ ID n.°: 4) y
complemento. Para la IP6K2, procedimos a mutar la lisina 222 a alanina utilizando el siguiente oligonucleétido: K222A,
5-GTCCTTGACCTCGCGATGGGCACACGA-3' (SEQ ID n.°: 5) y complemento. Para la IP6K3, procedimos a mutar la
lisina 217 a alanina utilizando el siguiente oligonucledtido: K217A, 5'-
CCCTGTGTCCTGGATCTGGCCATGGGGACCCGGCAGCAC-3' (SEQ ID n.°: 6) y complemento.

Los constructos se comprobaron en células INS-1E para determinar su eficacia. La IP6K1-3 y sus respectivas formas
cataliticamente inactivas se transfectaron en células INS-1E (protocolo mas abajo). Todos los constructos se
expresaron a un nivel similar, a juzgar por las pruebas de inmunotransferencia (Western blotting). Ademas, la IP6K1-3
de tipo salvaje, pero no sus formas cataliticamente inactivas (K/A), aumentaban el InsP7 celular hasta en 6 veces.

Los ARNi fueron obtenidos a partir de Ambion Inc (Austin, Tex.), y se utilizaron las siguientes ID de ARNi para silenciar
las IP6K. ARNi contra la IP6K1 (1, ID ARNi-si=188560) y (4, ID ARNi-si=71758). ARNi contra la IP6K2 (3, ID
ARNsi=87702) y (5, ID ARNsi=292211). Los controles no dirigidos (1, ID ARNsi=4611) y (2, ID ARNsi=4613) se
utilizaron como controles negativos. Estos ARNsi también fueron suministrados por Ambion con marcadores
fluorescentes Cy3, y se utilizaron en los experimentos con células beta primarias de raton.

Extraccion de ARN y PCR en tiempo real

La totalidad de los ARN se extrajo a partir de células utilizando el equipo reactivo Micro Kit RNeasy™ (Qiagen Inc,
Valencia, Calif.). Los ARN fueron digeridos con DNasa | durante 1 hora a 37° C. (Fermentas, St. Leon Rot, Alemania) y
posteriormente repurificados con el equipo reactivo Micro Kit RNeasy™ (Qiagen Inc). El equipo reactivo de transcriptasa
inversa MultiScribe™ de Applied Biosystem se utilizo para transcribir inversamente 1 ug de ARN purificado con arreglo
a las instrucciones del fabricante. 3,94 ul de los ADNc resultantes de la reaccion de la transcriptasa inversa se diluyeron
en 10,06 pl de agua estéril, y alicuotas de 1,25 ul de cada muestra se analizaron por triplicado para cada reaccion PCR
cuantitativa diferente. La expresion relativa del ARN mensajero fue medida mediante RT-PCR cuantitativa (con los
productos para ensayos de expresion génica de TagMan en un sistema de deteccion de secuencias ABlI PRISM™
7700, Applied Biosystems, Foster City, Calif.). Para el analisis se utilizaron los siguientes ensayos TagMan™ (Applied
Biosystems): para IP6K1: inositol hexafosfato quinasa 1, para IP6K2: inositol hexafosfato quinasa 2, y para IP6K3:
inositol hexafosfato quinasa 3. Los cebadores y las sondas para el ARNr 18S (reactivos de control del ARN ribosémico
de TagMan™, Applied Biosystems) se utilizaron como control endégeno.

Cultivo y transfeccion de células

Las células HIT T15 y los islotes de raton se mantuvieron en un medio RPMI-1640, tal y como se ha descrito
previamente (29). El marcado se llevé a cabo con [3H] mio-inositol (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Uppsala,
Suecia) de 10 6 50 pCi/ml para las células HIT T15 secretoras de insulina e islotes, respectivamente, en un medio
especial RPMI-1640, descrito previamente (29). Las células se marcaron durante 72 h, y el marcado entre 16 y 168 h no
varié la proporcion de InsP6 con respecto a InsP7. Para los experimentos, los islotes o las células se transfirieron
mediante lavado a un medio de Krebs amortiguado y se incubaron durante 30 minutos en condiciones basales de la
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glucosa (0,1 mM para las lineas celulares y 3 mM para los islotes). Los pirofosfatos de inositol fueron extraidos y
separados por HPLC, tal y como se ha descrito anteriormente (29). Las células INS-1E se cultivaron tal y como se
describe en otros lugares (30). Los islotes pancreaticos de raton fueron aislados a partir de ratones NMRI hembras
(Bomholtgaard, Ry, Dinamarca) o ratones normoglicémicos ob/ob, tal y como se ha descrito previamente (31,32). Las
células fueron incubadas en medio RPMI 1640 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Calif.) enriquecido con suero fetal
bovino termoinactivado al 10% (v/v), 100 Ul/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células de islotes de
ratén individuales fueron transfectadas de forma adherente el dia posterior a la distribucién en placas con pIRES2-
EGFP (simulado) o una combinacion de pIRES2-EGFP y un constructo de interés a 2 yg/ml en el medio de cultivo
celular RPMI 1640 anterior utilizando Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Calif.) segun las
instrucciones del fabricante. Lipofectamine™ se utilizé con arreglo a una proporciéon de 4:1 con respecto al ADN. Las
células se utilizaron 48 h después de la transfeccion. A partir de la fluorescencia de la GFP, la eficacia de la transfeccion
en células de islotes de raton llegd a 8+/-1% (n=124 células; 4 preparados de células y transfecciones diferentes). Los
ARNSsi fueron transfectados en células MIN6m9 y células primarias de los islotes utilizando medios de Lipofectamine™
2000 y Opti.MEM™ . Al dia siguiente, el medio se cambié por un medio de cultivo diferente para células MIN6m9 o
células primarias de los islotes, y dichas células fueron cultivadas durante 4 dias mas.

Mediciones de capacidad

Las células que expresaban EGFP fueron seleccionadas para efectuar las mediciones de capacidad. La exocitosis fue
controlada en forma de cambios en la capacidad celular, utilizando el parche perforado o la configuracion estandar de
célula completa de la técnica pinzamiento zonal (patch-clamp) y un amplificador de pinzamiento zonal EPC9 (Heka
Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Alemania). La solucion de la pipeta para la configuracién de parche perforado constaba de
(en mM) 76 Cs2S04, 10 NaCl, 10 KCI, 1 MgCI2, 5 HEPES (pH 7,35 con CsOH) y 0,24 mg/ml de anfotericina B. La
perforacion requirid unos minutos, y la fijacion del voltaje se considerd satisfactoria cuando la serie G (conductancia de
la serie) paso6 a ser estable y >35 nS. La solucién de la pipeta utilizada para los registros estandar de célula completa
contenia (en mM) 125 glutamato de Cs, 10 CsCl, 10 NaCl, 1 MgClI2, 5 HEPES, 0,05 EGTA, 0,01 GTP y 3 MgATP (pH
7,15 utilizando CsOH). Los isomeros de InsP7 fueron disueltos en la solucion que llenaba la pipeta hasta las
concentraciones finales que se indican en el texto, y conservados en hielo hasta utilizarse. El medio extracelular estaba
compuesto de (en mM) 118 NaCl, 20 tetraetilamonio-Cl, 5,6 KCI, 1,2 MgCI2, 2,6 CaCl2, 5 HEPES (pH 7,40 utilizando
NaOH) y 3 glucosa. El protocolo de estimulacion consistia en series de cuatro despolarizaciones de 500 ms aplicadas a
1 Hz, que oscilaban entre -70 mV y cero mV. Las mediciones de capacidad se llevaron a cabo a 33 °C, y la camara de
registro fue perfundida con arreglo con un caudal de 1,5 mi/min.

Medicion de la actividad del canal tunico de Ca2+ de tipo L

Los registros del parche unido a la célula se llevaron a cabo en células MIN6mM9 de control y en aquellas tratadas con
IP6K1-ARNSsi, tal y como se ha descrito anteriormente (32). Brevemente, la resistencia habitual del electrodo fue de 2-4
MQ. Los registros de canal Unico adheridos a la célula se efectuaron con Ba2+ como el portador de carga (en mM): 110
BaCl2, 10 TEA-CI, 5 HEPES-Ba(OH)2 y pH 7,4 y una solucién despolarizadora de registro externo, con un contenido de
(en mM) 125 KCI, 30 KOH, 10 EGTA, 2 CaCl2, 1 MgCI2, 5 HEPES-KOH y pH 7,15, se utilizan para llevar el potencial
intracelular a ~0 mV. Los registros se llevan a cabo con un amplificador Axopatch™ 200 (Axon Instruments, Foster City,
Calif.). Los impulsos de tension (200 ms) se aplican con arreglo a una frecuencia de 0,5 Hz para despolarizar las células
desde un potencial basal de -70 mV hasta un potencial de membrana de 0 mV. Las corrientes resultantes son filtradas a
1 kHz, digitalizadas a 5 kHz y analizadas con el programa de software pCLAMP™ 6 (Axon Instruments, Foster City,
Calif., EE.UU.).

Ensayo de liberacion de la hormona del crecimiento humana (hGH).

Tras la transfeccion con pCMV5-hGH y bien un vector vacio pcDNA3 o bien un plasmido de interés, las células INS-1E
se sembraron en placas de 48 pocillos (2><‘IO5 células por pocillo), y se cultivaron durante 48 h. Los experimentos de
incubacion y secrecion fueron llevados a cabo tal y como se ha descrito (33), utilizando el mismo medio extracelular que
se describe anteriormente y con adicion de 3 mM de glucosa. Los niveles de hGH en las diversas muestras se midieron
utilizando la técnica ELISA (Roche, Mannheim, Alemania).

Analisis estadistico. Los resultados se presentan como valores medios * error estandar de la media para una serie
determinada de experimentos. Las significaciones estadisticas se evaluaron utilizando la prueba de Dunett para
multiples comparaciones con respecto a un control y la prueba de Tukey cuando eran necesarias comparaciones
multiples entre grupos.
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Resultados

Mediante protocolos de marcado con [3H] mio-inositol, procedimos a examinar las células secretoras de insulina y los
islotes pancreaticos para comprobar la presencia de especies de pirofosfato de inositol. El InsP7 fue identificado por su
coelucién con un patron de InsP7 fiable, generado con la InsP6-quinasa (datos no mostrados). Se detectdé muy poca
cantidad de InsP8. La FIG. 1A muestra los niveles de InsP7 expresados como porcentaje de los niveles de InsP6 celular
para una linea celular secretora de insulina o para células B primarias. En islotes pancreaticos de ratones normales
(60% de células B), el nivel relativo de InsP7 es de alrededor del 5% del nivel de InsP6. Por el contrario, el porcentaje de
InsP7 en islotes de ratones ob/ob, que tienen aproximadamente mas del 90% de células B, es del 8%. Esto sugiere que
los elevados niveles de InsP7 estan limitados a las células . La normalizacion de los datos primarios del ratén con
respecto al 100% de células B (FIG. 1B) sugiere que éstas mantienen los niveles de InsP7 en alrededor de un 9% de la
concentracion de InsP6. En el caso de las lineas celulares secretoras de insulina, sélo las células HIT-T15 presentan un
nivel similar de InsP7 (10% de InsP6). Mediante la utilizacion de las técnicas de marcado de equilibrio (13), que sélo
pueden aplicarse de forma fiable a las células cultivadas y en crecimiento, fuimos capaces de calcular la concentracion
basal de InsP7 en células HIT-T15, la cual alcanzé un valor de 5,8+/-0,14 uM (x error estandar de la media, n=3), lo que
indica una concentracion en el limite superior del intervalo calculado en otras células de mamiferos o en levaduras (1-5
pUM) (4). Debido a que el InsP7 se encuentra en una situacion de intercambio rapido con la mezcla de InsP6 celular en
células B (datos no mostrados), como es el caso en otras células de mamiferos (4), y a que la concentracion celular de
InsP6 en células B también es alta (13), quiza no resulte sorprendente el hecho de que en estas células haya altos
niveles de InsP7.

Cabe hacer hincapié en que el alto nivel de InsP7 es una media de toda la célula, que no toma en consideracion los
compartimentos celulares independientes. Esto resulta especialmente importante, puesto que una de las principales
isoformas de la InsP6-quinasa, IP6K2, puede ser nuclear (9) y, asi, el InsP7 que produce puede no influir sobre los
fendmenos en el citosol o en la membrana plasmatica, como por ejemplo el trafico vesicular o la exocitosis,
respectivamente. Por ende, procedimos a analizar lisados de los islotes y de células B mediante PCR cuantitativa en
tiempo real de Tagman™ para comprobar la presencia de isoformas de IP6K. La FIG. 1C pone de manifiesto la
expresion de la IP6K1 y la IP6K2, pero no de la IP6K3. Los niveles de expresion para las dos quinasas eran similares
en un tipo de célula determinado; no obstante, la expresion de la IP6K1 y 2 era inferior en las células primarias en
comparacion con la linea celular MING, lo cual quiza refleja el hecho de que el metabolismo del InsP7 esta regulado al
alza durante el ciclo celular (10,11). Asi pues, no es probable que los altos niveles de InsP7 reflejen un conjunto nuclear
exclusivo, sino que es posible que sean elevados de forma sistematica en toda la célula y, por tanto, podrian tener
influencia sobre la secrecion de la insulina.

Para analizar si las altas concentraciones de InsP7 son responsables de mantener las células  en un estado con
capacidad de respuesta, procedimos a sobreexpresar las 3 IP6K identificadas en mamiferos en células B primarias en
condiciones basales, y analizamos si la exocitosis estimulada mejoraba posteriormente. Utilizamos aumentos en la
capacidad celular como una medida de la exocitosis. Esta técnica detecta el aumento en el area superficial de la célula
B que tiene lugar cuando los granulos que contienen insulina se fusionan con la membrana plasmatica (17). Se utilizo la
técnica de célula completa con parche perforado para permitir mediciones en células metabodlicamente intactas, y la
exocitosis fue provocada por series de cuatro pulsos de despolarizacién de 500 ms desde -70 mV hasta 0 mV. En las
células transfectadas de manera simulada, el aumento de la capacidad provocado por la serie aumenté hasta 79+/-11
fF (n=8; FIGS. 2A, B). En células con sobreexpresion de IP6K1, la amplitud del aumento de la capacidad se estimulé un
153%, y alcanzé una media de 198+/-12 fF (P<0,05; n=10), mientras que no se observd efecto alguno sobre la
exocitosis en células con sobreexpresion de una version de IP6K1 con la quinasa desactivada (FIGS. 2A, B). Cada
destacar que el aumento de la capacidad provocado por la primera despolarizacién aumenté en un 239% en las células
que sobreexpresaban IP6K1 del tipo salvaje Se cree que la exocitosis que tiene lugar durante la primera
despolarizaciéon representa en su mayor parte el contenido del conjunto rapidamente liberable (RRP) (18). Las
dimensiones del RRP (en fF) pueden calcularse utilizando la ecuacion: RRP=S/(1-R2), donde S es la suma de la
respuesta al primer (AC1) y al segundo (AC2) pulso, y R es la proporcion AC2/AC1 (18). Calculamos que el RRP
alcanzo6 una media de 96+/-9 fF (n=8) y 225+/-21 fF (n=10) en células transfectadas de manera simulada y con IP6K1
de tipo salvaje, respectivamente; asi pues, la IP6K1 aumento el tamafio del RRP en un 134%. Utilizando un factor de
conversion de 3 fF por granulo (19), puede calcularse que el RRP contiene 30 y 75 granulos en células transfectadas de
forma simulada y con IP6K1 de tipo salvaje, respectivamente. La accion estimuladora de la IP6K1 esta limitada a la
primera despolarizacion, y durante los tres pulsos finales se observa un aumento escaso (FIG. 2B). Es poco probable
que el agotamiento de la respuesta exocitética durante la serie refleje la inactivacion de la corriente de Ca2+, con la
correspondiente supresion de la exocitosis inducida por Ca2+ (FIG. 2C).

La FIG. 2D muestra que la capacidad de la IP6K1 de tipo salvaje de estimular la exocitosis es compartida por la IP6K2 y
la IP6K3. La sobreexpresion de una version de IP6K2 e IP6K3 con quinasa desactivada no afectdé a la capacidad
exocitética en comparacion con las células transfectadas de forma simulada (FIG. 2D). Para confirmar un papel de las
IP6K en el control de la exocitosis, comprobamos el efecto de su sobreexpresion en células INS-1E utilizando el ensayo
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de contransfeccion estable de hGH, en el que la hGH actia como marcador de la exocitosis sélo de las células
transfectadas. Las células INS-1E representan un sistema celular adecuado, puesto que los aumentos totales en la
capacidad célular con sobreexpresion de IP6K1 eran comparables a los observados en células B primarias de ratén
(datos no mostrados). La sobreexpresion de la IP6K1-3 estimulaba la secrecién de hGH un 150% por encima del nivel
basal (P<0,05; n=9-12), un efecto no compartido por sus mutantes con quinasas desactivadas. (FIG. 2E). A partir del
hecho de que sélo la IP6K1 y 2 estan presentes en células 3, son éstas, y no la IP6K3, las probables moduladoras de la
exocitosis.

Un aspecto importante es que las IP6K también pueden utilizar InsP5 como sustrato, generando asi un subconjunto
diferente de pirofosfatos de inositol (4). Por ende, fue necesario verificar que el Ins InsP7 es capaz de promover
directamente la exocitosis. El InsP7 de los mamiferos es el 5-isémero, y fue éste el que se utilizd6 en experimentos
detallados (FIG. 3A-D). También evaluamos otros isémeros tedricos del InsP7 (FIG. 3E). Para medir los efectos del 5-
InsP5 sobre la exocitosis, procedimos a aplicar series de despolarizaciones en experimentos estandar de célula
completa, donde la célula B fue sometida a dialisis con una soluciéon con un contenido de 3 uM de InsP7. Tras el
establecimiento de la configuracion de célula completa, dicha célula dispuso de un periodo de equilibrio de dos minutos.
A continuacién, se aplicé una serie consistente en cuatro despolarizaciones de 500 ms desde —70 mV hasta 0 mV para
asi provocar la exocitosis. En una serie de seis experimentos, el aumento total en la capacidad celular registré un valor
de 231+/-12 fF (P<0,01) en presencia de 3 pM de InsP7 en la solucién que llenaba la pipeta, y de 77+/-11 fF en
condiciones de control, respectivamente (FIG. 3A). Tal y como sucedié con las células que sobreespresaban IP6K1-3, el
aumento de capacidad provocado por la primera despolarizacién en presencia de 5-InsP7 se vio fuertemente
estimulado, con un pequefio efecto sobre la exocitosis, en respuesta a las siguientes 3 despolarizaciones (FIG. 3B). La
capacidad del 5-InsP7 para estimular la exocitosis no se asocié a un cambio en la corriente de Ca2+ de la célula
completa (FIG. 3C). La accion estimuladora del 5-InsP7 sobre la exocitosis dependia de la concentracion (FIG. 3D). No

se observo estimulacion alguna sobre la exocitosis a concentraciones £0,1 M de InsP7. Con concentraciones mayores,

el 5-InsP7 estimulaba la exocitosis en un 90-410%. El ajuste de los valores a la ecuacion de Hill puso de manifiesto un
efecto estimulador semimaximo de 1,02 yM y un factor de cooperacion de 1,5. La estimulacion maxima de la exocitosis

se observo en concentraciones de InsP7 210 uM, que generaron una estimulacién >380% (FIG. 4D). Asi pues, el 5-

InsP7 aumenta, de forma dependiente de la dosis, la exocitosis dentro del intervalo fisioldgico de concentraciones de
InsP7 (1-10 uM). Otros isémeros del InsP7 también fueron capaces de estimular la exocitosis a 10 pyM; no obstante, el
CH-PP, un pirofosfato simple basado en el ciclohexano, result6 ineficaz (FIG. 4E). En las condiciones utilizadas para
analizar el efecto del InsP7 sobre la exocitosis, el efecto neto del InsP6 fue promover la endocitosis, y no la exocitosis
(consulte FIG. 5). Esto se debe a que el efecto del InsP6 sobre la exocitosis s6lo puede percibirse en condiciones en las
que se inhibe la endocitosis (15); este no es el caso del InsP7. Ademas, el efecto del InsP6 sobre la exocitosis, cuando
la endocitosis queda inhibida, no fomenta la secrecion desde el RRP de forma selectiva (datos no mostrados). Nuestros
datos ilustran que el InsP7 y el InsP6 presentan efectos distintos sobre la exocitosis. Estos experimentos y aquellos que
utilizan la sobreexpresion de las quinasas no descartan una funcién para un pirofosfato mas fosforilado, es decir, el
InsP8; no obstante, debido a que este pirofosfato se encuentra en una concentracidon muy baja o indetectable en células
B (datos no mostrados), es poco probable que desempefie un papel fisiologico.

Hasta este punto, todos nuestros datos indican una funcion del InsP7 en la exocitosis regulada; no obstante, nuestros
resultados estan basados en la adicién exdégena de enzimas o de InsP7. Para comprobar si el InsP7 enddgeno
contribuye a la capacidad exocitética de una manera fisioldgicamente relevante, procedimos a silenciar la IP6K1 y la
IP6K2 en células B utilizando ARNSsi. Los ARNsi especificos de ratén se comprobaron utilizando la linea de células 8 de
raton, MING y el ensayo de expresion génica con PCR en tiempo real de Tagman™ (consulte FIG. 6). La eliminacion de
la IP6K1 o la IP6K2 redujo significativamente los niveles de InsP7 celular (consulte FIG. 7). Los candidatos de ARNSsi
adecuados fueron marcados de forma fluorescente y transfectados en células B primarias. Se llevaron a cabo las
mediciones de la capacidad celular en células fluorescentes, mediante el uso de la técnica del parche perforado descrita
anteriormente. Cabe destacar que solo el silenciamiento de la IP6K1, y no de la IP6K2 (FIG. 4C), provocé la inhibicion
de la capacidad exocitética, y el efecto del silenciamiento, una vez mas, fue mas pronunciado en el primer pulso,
reflejando asi el agotamiento del RRP de los granulos (FIGS. 4 A,B). Ademas, la adicion de 5-InsP7 en el modo de
célula completa cuando la IP6K1 habia sido silenciada fue capaz de restablecer la respuesta exocitética normal (FIG.
4D). Asi pues, el InsP7 endogeno generado por la IP6K1, pero no por la IP6K2, es el responsable del aumento de la
capacidad exocitotica en células  pancreaticas. La discrepancia entre nuestros sistemas exdgenos y endégenos puede
reflejar una distribucion diferencial o asociaciones celulares de las 2 quinasas en vivo; de hecho, la IP6K1 puede
asociarse con proteinas implicadas en la exocitosis, lo que no sucede en el caso de la IP6K2 (20). Cabe destacar que
otros estudios que analizan el papel de la IP6K2 en la apoptosis indican un patrén similar (21), es decir: una
sobreexpresion sustancial de la IP6K1-3 genera un incremento en la apoptosis; no obstante, este incremento sélo
puede evitarse mediante el silenciamiento de la IP6K2. En ambos casos, el aumento suprafisiolégico de InsP7 supera
claramente cierto indice de compartimentalizacién mostrada por las diferentes quinasas.

Una posible explicacion mecanicista del efecto del 5-InsP7 en la exocitosis puede ser la estimulacién directa de la
actividad de canal de Ca2+ de tipo L dependiente del voltaje, tal y como se ha mostrado previamente para el InsP6 (13).
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Aunque los datos del canal de Ca2+ en célula completa contradicen esta afirmacion (FIGS. 2C y 3C), se llevd a cabo un
analisis detallado aplicando la configuracién de parche adherido a la célula, con un entorno intracelular intacto, en
células MIN6m9 tratadas con ARNsi contra la IP6K1, el cual reduce notablemente el InsP7 (FIG. 7). Tal y como se
muestra en la FIG. 8, el ARNsi contra la IP6K1 no alteré ostensiblemente el nUmero de canales por parche, la
probabilidad de apertura, el tiempo medio de cerrado, ni el tiempo medio de apertura (P>0,05). Asi pues, el InsP7 no
afecta a la actividad del canal de Ca2+ de tipo L, lo cual supone un llamativo contraste con respecto al InsP6 (13).

En resumen, la célula B pancreatica mantiene altos niveles de InsP7. Posteriormente, este pirofosfato actia como
protagonista esencial en el proceso secretor de la insulina regulando el conjunto rapidamente liberable (RRP) de los
granulos que contienen insulina, manteniendo asi la capacidad exocitética inmediata de la célula B. Una cuestion
importante de cara al futuro es determinar si la alteracion del metabolismo del InsP7 desempefia algun papel en la
patogénesis de la diabetes de tipo 2, una enfermedad caracterizada por un defecto en la secrecion de la célula
pancreatica (22). En este sentido apuntan la posible alteracion del gen de la IP6K1 en una familia japonesa con
diabetes de tipo 2 (23) y la reduccion tanto de los niveles de insulina plasmatica como de la tolerancia a la glucosa en
ratones en los que se ha suprimido el gen IP6K1 (24).
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aggtcgtgta

2210

3
<211> 4468
<d1d» DHA
Homo szpiens

213>

400> 3
cogecatctt

9gTgagagoc
aacctggagg
<aggcaggac
cCcrtotatgr
ctggcccoca
graagrcgeg
cacagcagca
cagcgetoee
gtggtatctg
tatgrggaaa
aaacactcec
gecagoetgt
ctgcacagee
gagaagatca
CgetCcgagt
cacttcaagt
grgtcagery
CTOggCgLca
aggaacaagt
tatcrgcaca
Cogggcctga
cttgrcatet
ATHCOTCICA
ACCagccca
cgCatgattg

patgggecag

gagccegete
tgtcaaaaat

grrgtigatc
cgergrageg
£E€5gEaagc
agaataataa
AGETCTCCLT
acgcaatgtg
crggagaccg
Tgatgogtta
dcgagtccct
tctgttftga
gtgagactgt
gocagagoct
cccttgagac
actcagaggt
gecacaacce
Ccaaggaccg
ACCECTHCGT

SQdaggago

gogtetgegy

actatggeeg
atggccrtoga
aagcigtget
atgatggcaa
ageaccrgga
QEBHEEEEEQ
actttgeaca

afagaggCra
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TCITICCtgg 3aagitaagoe Tgrctccace goocgaggec

tgctrtggac cttgegtgcg 99993999949

cagttgogtt
CTTTICTgtac
aaagccgeta

cgtacccagt
grgcrcagee
ccagctooeg
gctgaataga
Tigtggccca
tgtttgtcaa
gogagtccte
cgacgatcac
{EEtEEEgIl
googgacage
goaacaggat
gcaccggrca
crctgagage
ccctttocag
ctggageetg
aﬂigﬂtEtIE
grtrggaccty
ccogcagatg
catgcaggtg
tgogetetee
CCIOCOaCoT
ggagcogeag
96a5TGeCag
catggrgeotc
CCCCgaggog

cagcacatte

cgtgtttgge

accrageget
giiiﬂﬂﬂ

gggcagcgee
acctgrgcrg
Tagogagocg
atctgaccat
149TgCTgLat
accatggaag
ctggagooct
actgugtgca
atgaaggagr
gatggttaca
gacacaacag
ggcagrogca
tCacaggagg
atgctagatg
cgtigtcaca
aagtroctee
2303TCOGCa
cggaaatgog
taccagcigg
attgaagget
gaccugttLg
gectettace
gcrgagtect
ccrcaongrog
ggtccctoct

aapggcITee

CTOsIQRACE

17

geoogooccg

gggagctgga
CCTQCCaggQ
tgggcgcteg
tggerTTcac
CCTCTgoCCT
tggggcagta
tcatccacca
agcccorcat
tcacccctgad
TCAACTTAgT
aacgggagea
gtgaccacaa
CRABGAGLLC
gcaacagtgg
agcageaget
tgCttgagaa
cgCogCagea
agcagagcac
acacagggca
1CCOCaatge
agoctatcet
gCcTtctacte
gectogaceg
cgTCatceg
Ltcagtccaa

@ggatgacce
tCatcagcat

CTTQTgLCTy

ccaagcggee
99<gggciga
gTgccoggge
ctggccagga
cagrgrgcza
tggcaagaat
agtaggcgga
crccogggaa
ATACAZAOC
ggccrateet
acctcggoge
gcaggagiaa
gaaggiggag
cttgagttct
gagccgeatg
cgrggrgcac
tggcgatgac
atcageccacyg
ttacctcrge
cctetatcaa
gagcaaactg
cagtt:c{tg
ccggretgag
TggCeecage

goTggatgitc

caccgigiat

catggaacag

3960
4020

4117

120

240

350
420
430

660
720
780
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atgecgggacy
caggcaggga
tatattrctc
atataaagtg
tcTgactagt
cagggacagg
gCagggeect
CTCTTCCCTT
grottatget
gactgcacaa
gctgogctga
Eﬂtgtﬂi:ﬂg
CCTAA0AA0T
cctcagggee
gagrcitctt
gecteaaggge
CCLttgtgag
4g99g9acgtgg
gatcagtoct
cettocecty
gcagaacact
cctttttata
ttetgtogge
tgaccettee
tgctgettee
CCCTCTCCTT
gttttaaagg
gtecttaaag
QCCCTOOtge
grttctggLc
geagtageee
Q0TCTO0RAC
gagaggagadg
attcagtatt

agaaccagta
tcatigtict
trtggtgtaa
aa00agggaca
grgtccaggc
grgcccttog
gctgattgta
gticcccaga
gtgogtgtca
agcrggacec
ggrcaactta
griggcacct
ccactcccto
tctggtopet
Ccctcaagitt
tgtggtccge
gCgctcttgg
Tatoogccct
gggtccatca
gogtgtagee
LCCaActIcEg
aagacctgat
ctagaatatg
tttctcatog
aacagatggc
tgagrctagyg
TaagLcrgoo
atgcagectc
cactggtagg
aCaaatTaca
ttcattagtg
tgrTtgggac
gCrgccgeat
ttoctagcac
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ggrcctgre
gaacttgccg
dCTtazaagaad
QACCACACHE
tgcctragga
acattggrrr
aggtaaagcc
agragaggge
gcragetott
ATCETICGYE
tggcagaggg
GLOCTATECE
CCACCCCACT
cTggoccaga
CggCagotgt
TCagggTcTc
ccctgggoet
oggigraggt
grttgtoccat
ttgttcatta
aggtgagett
agcagaataa
gecitcaacc
TTTTagicat
caggaggtga
gocacactgt
AQCTIgrgaga
ttaagggctc
caggttccca
gTOTRCTETE
Tagatagrca
CTTTTGO0Ga
tctgctgctc

tacaaagagt

togEricoca QAACCCCTEE
tgaggacaca cagactrget
Itﬂlttttlﬂ Ctﬂtﬂgﬁ:tﬂ
CCLCLCagee aggctoctca
aggaagaggt gecectggty
CICTTgLCta gatcttrgag
CTgQPCctggt gragggccce
Tctgﬂﬂlﬂﬂ: CaAatItTcttgg
taataggtgf CCTCAgggca
CTJACCTTag catggggeta
cggcgrctog gticcccagy
tgaaacagcc DCictcacca
gaagrggoog atagrcggtg
cagtattige agticttgtg
getgctgety gatgggetge
AttTCcocag gocaagrtca
goQaggcagaa CTTTAAQCTT
gCCCacattc tgctaatgag
grgrccgget gocagoeegt
OTATATACTIC ATICCLEECat
Ttgecccatg cocttoctee
attggigiit COCTgiTgac
cttagagtgy 99cagtsagg

LTTggeTgLs
CAaCCQatitc
tcattgicac
agcciiggta
cttgatggat
TECTTIOOCD
ctgtacCatt
LTCCCTogTa
igtcctglige
cicacagiga
gogasggect

18

agcccttaat
agccatigec
Ettaggcaag
2CTgRTgoaAc
gc:at:tttc
CIgggaggga
CLgTooCLTe
cogrogaggy
ctccragatt
gtaaagetge
O00ATITOCT

COCECCacTg

tttaaagggt
gaatccatat
gettigtggc
ggctiggcag
ATCTQTGGCT
tccacgecca
gggctttoca
ccacaggget
gattaatgaa
cacctgrtigg
agricccitg
tcctagcagg
ctatgogtgg
TCcctcccagg
aggcagcagc
TTTTgCeTcac
agctttgtct
CCCTTggoaAt
gctrrcctca
acaggtgtig
cCagcaccat
gcrigaggag
ggcacagatc
azgorTagea
tgCctgtttg
tcatticctg
ctagccceca
cagetogoct
agccarggog
taagacatag
ceTocgatict
acccacttac

getgetecet

1680
1740
1200
1860
1920
1580
2040
2100
21E0
2220
2280
2340
Iiﬂﬂ
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
1660
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Tagagcaggg
Tggtagrogg
gagagcecty
atgggatcat
cTgacaccag
gtgtagcaac
gattcccate
TCcrgaccac
tggtratgtt
gggaaggacc
CICLCtgCty
ggercoogoc
cgagcoccget
atgtcaaaaa
<210
b7
=213=

=2 20
<233»

<400> 4

4
2B

ccectcttt
caagtgrgtg
tecctgocag
gogTToggat
CCCCtoageg
ttogccaggga
4aggggcctg
atgcacgttc
tgtgctgact
tggttetttt
CLCTttoctg
gagrigogt
cctttctgta
taaagcoget

CiMa,
artificial

synthetic
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cagcactttg
tgcatactgt
grccageett
gcrtcaggtga
TgeagTagga
CCCCACCECT
gCaccTgtgc
cctagatgea
T2233TATAT
getictoggg
gaagctaage
ttgcttigga
cacctagege

agaaacgg

gtgtgctgga ctiggCcatg ggracceog

2310k 5

111 27
=213
2213

w220
223>

<Al 5§

DM
Arvificial

synthetric

grcctigace TCHCgatggy cacacga

<210 &

=211 39
il
=213

i
gk

<dfif> &

DM
artificial

synthetic

gicaccigga
ctgécactge
cttagococa
QroCtctcta
CoogTogtgc
CCCICTICTgg
tagttacgta
gactgctreg
tttaatgagg
gaacigtaag
crgtetocac
CLITgCgrge
tﬂmﬂﬂ

gacccagooe
tttctcoctg
acttgggaac
tagtgcttec
traaaagagg
glcrgtgcag
grocgetgete
aactttaaag
a33aaataat
CCCTCgogre
£gCccgagge

tgttatttaa
ccccatgoca
aaagtgcaac
ctgggccaag
aaggggacca
Tgagcatggg
acgcgetcac
ctgtacaatt
ggagaaccct
ctgggaatcg
crgcgccogt

9590030099 gtgctogglc

geiigrgrct

CECtgtgioc TOQATOTgOc Catggggace COgQcaGiac

19

gaggregrgt

kol o)
3780
IB40
3500
3980
4020

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4458

28

27

39
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REIVINDICACIONES

Quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta, o bien un constructo de acido nucleico capaz de expresar la
quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta para el uso en el tratamiento de la diabetes de tipo II.

Quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta, o bien un constructo de acido nucleico capaz de expresar la
quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta para el uso segun la reivindicacion 1, donde la IP6K1 da lugar a
un incremento de la expresion de InsP5.

Quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta, o bien un constructo de acido nucleico capaz de expresar la
quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta para el uso segun la reivindicacion 1, donde la IP6K1 estimula la
exocitosis de la insulina a partir de células beta pancreaticas.

Quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta, o bien un constructo de acido nucleico capaz de expresar la
quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la
quinasa IP6K1 se administra mediante terapia génica.

Quinasa IP6K1 o fragmentos activos de ésta para su uso segun la reivindicacién 1 6 3, donde la quinasa IP6K1
se conjuga con un dominio de transduccion.

Un método para identificar un compuesto para tratar la diabetes de tipo I, que comprende:
(a) poner en contacto células beta pancreaticas con uno o mas compuestos de prueba; y
(b) determinar los niveles de InsP7 en las células beta pancreaticas;

donde un incremento en el InsP7 indica que el compuesto de prueba es adecuado para tratar la diabetes de
tipo 1.

El método de la reivindicacion 6, en el que la puesta en contacto se lleva a cabo en presencia de entre 1y 6
mM de glucosa.

El método de la reivindicacion 6 6 7, donde las células beta pancreaticas constan de islotes pancreaticos.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que las células beta pancreaticas comprenden
islotes pancreaticos de Langerhans aislados, células beta de los islotes pancreaticos aislados o lineas
celulares secretoras de insulina.
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Figura 2
A 0
Vm{mvlmj |
wewt [PGK1
ity oc
‘lﬁﬂfF‘ WO 25 IP6K1-KIA
_______H__;_;
s
B C oMock
3DD1 12~ .IPEK1
N = |PEK1-K/A
:u-; 2257 Fﬁ
150
&
< 75
| L l.-.=. e 01 a4 SElRE
|‘.'123:-'1Tu:|rtal 123_4
Depolarization # Depolarization #
(500 ms; 1 Hz) (500 ms; 1 Hz)

hGH release
(% of total)

IPEK -KI/A =

IPEK3-K/A =

IPEK2 Emmmmms
IPEK2-K/A mm

22



ES 2368 106 T3

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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