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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la expresion regulada de proteina en el intestino.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la produccion regulable de proteinas en el intestino, y mas particularmente a la
produccién regulada por un nutriente de factores reductores de la glucosa a partir de células endocrinas del
intestino.

Antecedentes

Los péptidos y proteinas, en virtud de su versatilidad conformacional y especificidad funcional, se han usado para
tratar un hospedante de enfermedades que incluyen diabetes, hemofilia, cancer, trastornos cardiovasculares,
enfermedades infecciosas y artritis (Russell C.S. y Clarke L.A. Clin Gent 55(6):389 (1999); Ryffel B. Biomed environ
Sci 10:65(1997); Koths K. Curr Opin Biotechnol 6:681 (1995); Buckel P. Trends Pharmacol Sci 17:450 (1996)).
Actualmente, mas de dos tercios de las medicinas biotecnoldgicas aprobadas son farmacos proteicos sistémicos.
Con los avances recientes en el campo de la gendmica funcional, la proteémica y la ingenieria genética, un numero
creciente de farmacos proteicos estan entrando en el mercado biofarmacéutico.

Originalmente, los farmacos proteicos se purificaron a partir de tejidos animales o de suero humano. Los farmacos a
base de proteinas han pasado varias etapas de mejora hasta alcanzar el estado actual de la aplicacion clinica. Por
ejemplo, la industria biofarmacéutica ahora usa levadura y bacterias manipuladas mediante ingenieria genética para
fabricar proteinas humanas recombinantes (Scopes R.K. Biotechnol Appl Biochem 23:197 (1996)). Esta tecnologia
innovadora ha superado el riesgo para la salud y las carencias que plagaron la primera generacion de farmacos
proteicos, y ha mejorado consiguientemente el valor terapéutico de las proteinas. Sin embargo, a pesar de estos
avances, el amplio uso de proteinas como sustancias terapéuticas todavia esta impedido por dificultades a la hora
de purificar proteinas recombinantes en formas activas y por el coste elevado de los procedimientos de fabricacion
(Berthold W. y Walter J. Biologicals 22:135(1994); Scopes R.K. Biotechnol Appl Biochem 23:197 (1996)).
Adicionalmente, los farmacos proteicos encaran barreras a su entrada en el organismo. Cuando se toman
oralmente, son susceptibles de romperse por enzimas en el tubo digestivo (Wang W. J Drug Target 4:195 (1996);
Woodley J.F. Crit Rev Ther Drug Carrier Syst 11:61 (1994)).

Otras rutas de suministro de proteinas exploradas incluyen bombas de infusidon (Bremer et. al., Pharm Biotechnol
10:239 (1997)) suministro transdérmico (Burkoth T.L. Crit Rev Ther Drug Carrier Syst 16:331 (1999)),
microencapsulamiento (Cleland J.L. Pharma Biotechnol 10:1 (1997)) e inhalacién (Gonda I. J Pharm Sci 89:940
(2000)). Actualmente, la administracion subcutanea e intravenosa mediante inyeccion con aguja es la ruta de
eleccién para suministrar sustancias terapéuticas proteicas. Desafortunadamente, este modo de suministro es muy
poco ideal debido a que las concentraciones de proteina a menudo no se mantienen dentro de un intervalo
terapéutico, o no proporcionan cinéticas de suministro apropiadas. Ademas, el tratamiento efectivo con fadrmacos
proteicos requiere habitualmente inyecciones frecuentes con agujas, que pueden causar reacciones locales y
malestar, dando por tanto como resultado un mal cumplimiento por parte del paciente (Jorgensen J.T. J Pediatr
Endocrinol 7:175(1994)). Estos y otros factores limitan la aplicacion terapéutica de muchos farmacos, y finalmente
impiden su potencial comercial. Por lo tanto, es axiomatico identificar nuevos métodos de suministro para sustancias
terapéuticas proteicas.

La insercién de genes que codifican proteinas terapéuticas especificas en células del organismo se ha usado para
resolver los problemas de suministro mencionados anteriormente a la hora de tratar enfermedades. Esta
metodologia se denomina terapia génica, y promete ser la nueva direccién en el suministro de proteinas. Mediante
este enfoque, las células en el organismo se pueden transformar en “biorreactores”, fabricando cantidades
suficientes de proteinas terapéuticas y eliminando por tanto la necesidad de inyecciones frecuentes con agujas.
Actualmente, la terapia génica se puede categorizar en dos enfoques generales (Drew J. y Martin L-A. en: Lemoine
N.R. (ed) Understanding Gene Therapy. Springer-Verlag, New York, Capitulo 1: p. 1-10 (1999)).

En el primer enfoque, denominado como terapia génica in vivo, se introduce un gen en una forma que permite su
absorcion por las células situadas en el hospedante vivo. Por ejemplo, un gen terapéutico se empaqueta en el
genoma de virus, tales como retrovirus, virus adenoasociado o adenovirus. El virus recombinante que contiene el
gen terapéutico se introduce entonces en un organismo vivo y se deja infectar las células en el organismo. A través
del proceso de infeccion, el virus incorpora su genoma, que contiene los genes terapéuticos, en la estructura
gendmica de la célula hospedante. Como resultado, la célula infectada expresa el gen terapéutico.

El segundo enfoque implica la transferencia in vifro de material genético a células retiradas del organismo
hospedante. Tras la incorporacion exitosa de un gen en el genoma de la célula, las células transformadas se
implantan nuevamente en el hospedante. Este método de transferencia génica se denomina como terapia génica ex
vivo.
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Tanto la terapia génica in vivo como ex vivo ofrecen a los médicos el poder para afiadir o modificar genes
especificos que dan como resultado la cura de la enfermedad (Friedmann T. en: Friedmann T (ed) The Development
of Human Gene Therapy. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. Capitulo 1: p. 1-20 (1999)). Las
aplicaciones clinicas de esta tecnologia estan siendo estudiadas en un amplio intervalo de enfermedades,
incluyendo cancer, trastornos cardiovasculares, enfermedades metabdlicas, trastornos neurodegenerativos,
trastornos inmunitarios y otras enfermedades genéticas o adquiridas ((Friedmann T. en: Friedmann T (ed) The
Development of Human Gene Therapy. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. Capitulo 1: p. 1-
20 (1999); Drew J. y Martin L-A. en: Lemoine N.R. (ed) Understanding Gene Therapy. Springer-Verlag, Nueva York,
Capitulo 1: p. 1-10 (1999)). Se han logrado concentraciones terapéuticas sostenidas de numerosas proteinas tras la
introduccion estable de genes que codifican las proteinas en células mediante metodologias de terapia génica. Sin
embargo, para algunos trastornos, se requiere el suministro regulado de la proteina terapéutica. Por ejemplo, la
terapia de sustitucion de insulina para pacientes diabéticos requiere idealmente que se suministre la cantidad
apropiada de insulina durante las comidas. Igualmente, la efectividad éptima de supresores del apetito se puede
lograr mediante liberacion dependiente de las comidas. Por lo tanto, para suministrar tales proteinas terapéuticas, es
Optimo un sistema de liberacion accionado por una sefial o estimulo, tal como una comida.

Una enfermedad particular muy adecuada para el suministro en el tiempo es diabetes mellitus, una enfermedad
metabolica debilitante provocada por la produccion ausente (tipo 1) o insuficiente (tipo 2) de insulina a partir de
células B pancreaticas (Unger, R.H. et al., Willams Textbook of Endocrinology Saunders, Filadelfia (1998)). Las
células B son células endocrinas especializadas que fabrican y almacenan insulina para la liberacion tras una comida
(Rhodes, et. al. J. Cell Biol. 105:145(1987)), y la insulina es una hormona que facilita la transferencia de glucosa
desde la sangre a los tejidos en los que se necesita. Los pacientes con diabetes deben monitorizar frecuentemente
los niveles de glucemia, y pueden requerir multiples inyecciones diarias de insulina para sobrevivir. Sin embargo,
tales pacientes raramente logran los niveles ideales de glucosa mediante inyeccion de insulina (Turner, R.C. et al.
JAMA 281:2005(1999)). Ademas, la elevacion prolongada de los niveles de insulina puede dar como resultado
efectos secundarios perjudiciales tales como choque hipoglucémico y desensibilizacion de la respuesta corporal a la
insulina. En consecuencia, los pacientes diabéticos todavia desarrollan complicaciones a largo plazo, tales como
cardiovasculopatias, nefropatia, ceguera, dafio nervioso y trastornos de curacidon de heridas (UK Prospective
Diabetes Study (UKPDS) Group, Lancet 352, 837 (1998)).

La terapia génica representa un medio prometedor para lograr el suministro fisiolégico de péptidos terapéuticos,
tales como insulina para el tratamiento de diabetes (Leibowitz, G. y Levine, F. Diabetes Rev. 7:124 (1999)). Las
células sustitutas que expresan el gen incorporado, procesan y almacenan la proteina codificada, y segregan
insulina de manera regulada dan por lo tanto un tratamiento para la diabetes. El control de los niveles de insulina
plasmaticos acoplando la produccion de insulina a las necesidades cambiantes de nutrientes del organismo también
reduce los efectos secundarios asociados con la inyeccion de insulina. En consecuencia, existe la necesidad de una
liberacion controlada de proteinas para lograr un tratamiento efectivo de la diabetes y otras enfermedades en seres
humanos. La presente invencién satisface esta necesidad y proporciona ventajas relacionadas.

Sumario

La presente invencién se basa, en parte, en la produccion de células del intestino transformadas que producen
insulina en respuesta a glucosa. Las células transformadas sensibles a la glucosa, presentes en el intestino de los
animales, son capaces de segregar insulina a niveles fisioldgicos que restauran la homeostasis normal de la glucosa
en animales diabéticos. De este modo, las células endocrinas del intestino son dianas adecuadas para la
introduccién terapéutica de acido nucleico que codifica proteinas, ex vivo o in vivo, cuya produccién en un animal, en
respuesta a una sefial o estimulo (por ejemplo, un nutriente), proporciona un beneficio terapéutico.

Por lo tanto, la invencién proporciona métodos para generar una célula mucosal que produce una proteina en
respuesta a un nutriente, y composiciones que incluyen una célula mucosal que produce una proteina en respuesta
a un nutriente. En una realizacién, un método incluye poner en contacto una célula mucosal con un polinucleétido
que comprende un elemento de control de la expresién en enlace operativo con un acido nucleico que codifica una
proteina en condiciones que permiten la transformacion de la célula; e identificar un transformante celular que
produce una proteina de una manera regulable por el nutriente, generando de este modo una célula mucosal que
produce una proteina en respuesta a un nutriente. En otra realizacién, una composicién incluye una célula mucosal
aislada o cultivada que produce una proteina regulable por un nutriente, en la que la expresién de la proteina es
conferida por un transgén que comprende un elemento de control de la expresidon en enlace operativo con un acido
nucleico que codifica la proteina.

Por lo tanto, la invencién también proporciona métodos para tratar un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un
trastorno tratable produciendo una proteina en un tejido. En una realizacion, un método incluye implantar en el tejido
una o varias células mucosales que producen una proteina en respuesta a un nutriente, en una cantidad efectiva
para tratar el trastorno. Los tejidos implantables ejemplares incluyen tejidos mucosales (por ejemplo, tubo digestivo)
y no mucosales (por ejemplo, higado, pancreas o musculo).

Las células mucosales incluidas en la invencion incluyen células que responden a un nutriente, que incrementan la
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expresion (por ejemplo, via un elemento de control de la expresion regulable por un nutriente) o la secrecion de la
proteina (por ejemplo, segregan una proteina sintetizada en respuesta a una sefial o estimulo, es decir, un
“secretagogo”).

Los nutrientes incluidos son compuestos ingeribles naturales y no naturales, tales como un azucar, grasa, hidrato de
carbono o almiddn, un aminoacido o polipéptido, un triglicérido, una vitamina, un mineral, o celulosa. Los elementos
regulables por un nutriente incluyen un promotor endocrino del intestino, tal como un promotor del polipéptido
insulinotropico dependiente de la glucosa (GIP). Los elementos regulables por un nutriente incluyen sus variantes
funcionales (por ejemplo, mutacion de punto), o una subsecuencia funcional de un elemento regulable de longitud
completa (secuencia suprimida). Los elementos de control de la expresion en enlace operativo con un acido nucleico
que codifica la proteina pueden incluir ademas un vector (por ejemplo, un vector virico).

Las células mucosales incluidas en la invencién se obtienen de un sujeto, tal como un mamifero (por ejemplo, ser
humano), se obtienen de un tejido u érgano del tubo digestivo, o derivan de una estirpe celular cultivada de origen
intestinal. Los tejidos ejemplares en los que se pueden obtener células mucosales incluyen el tubo digestivo, el
intestino grueso o delgado (yeyuno, duodeno), estdmago, esofago, tejido bucal o de la boca. Las células mucosales
también incluyen las que se pueden adaptar o estan adaptadas para el crecimiento en la mucosa, incluso durante
periodos cortos de tiempo. Las células mucosales incluyen células endocrinas y no endocrinas, células K, células
madre, células L, células S, células G, células D, células I, células Mo, células Gr y células enteroendocrinas.

Las composiciones y métodos de la invencion incluyen proteinas terapéuticas tales como insulina, leptina, GLP-1,
GLP-2, colecistocinina, un antagonista de glucagén, grelina, hormonas del crecimiento, factores de coagulacion, o
anticuerpos.

Por lo tanto, la invencién también proporciona métodos para tratar un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, un
trastorno tratable produciendo una proteina terapéutica en un tejido mucosal. En una realizacion, un método incluye
poner en contacto células mucosales en el sujeto que se han transformado con un polinucleétido, por ejemplo un
elemento de control de la expresion en enlace operativo con un acido nucleico que codifica la proteina terapéutica,
con un nutriente que induce la produccién de la proteina en una cantidad efectiva para tratar el trastorno.

Las afecciones y trastornos tratables con los métodos y composiciones de la invencion incluyen afecciones
hiperglucémicas, tales como diabetes insulinodependiente e insulinoindependiente, o en las que los niveles de
glucosa plasmaticos en ayunas son superiores a 110 mg/dl, obesidad o un indice de masa corporal indeseable.

Por lo tanto, la invencién también proporciona modelos animales y genéticos. En una realizacioén, se proporciona un
animal transgénico no humano que produce una proteina terapéutica (por ejemplo, insulina) en un tejido mucosal.
En un aspecto, la produccién de proteina terapéutica no se produce de forma natural en el tejido mucosal del animal,
es conferida por un transgén presente en el tejido mucosal, y el transgén incluye un polinucleétido que incluye un
elemento de control de la expresion en enlace operativo con un acido nucleico que codifica la proteina, en el que la
produccién de la proteina en el tejido mucosal del animal es sensible al nutriente. En un aspecto, la proteina
comprende insulina. Por lo tanto, el animal transgénico se puede hacer resistente a desarrollar una afeccion
hiperglucémica. Por lo tanto, se puede obtener un animal transgénico que tenga o que esté en riesgo de tener una
afeccion hiperglucémica para que tenga menos glucosa o menos probabilidad de desarrollar hiperglucemia. En otro
aspecto, el animal es un ratén (por ejemplo, un raton diabético o hiperglucémico u obeso). En todavia otro aspecto,
el elemento de control de la expresion que confiere expresién comprende un elemento regulable por un nutriente,
una variante funcional del mismo, o una subsecuencia funcional del mismo. En todavia otro aspecto, el elemento de
control de la expresion incluye un promotor inducible por glucosa, por ejemplo un promotor de polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP). La expresion de la proteina en el animal se puede conferir en el tubo
digestivo, intestino/duodeno, estémago. Las células o tejidos del animal transgénico que producen insulina en
respuesta al nutriente se pueden aislar. Las células que expresan proteina y también se pueden aislar incluyen
células K, células madre y células endocrinas o no endocrinas.

Los detalles de una o varias realizaciones de la invencién se exponen en los dibujos que se acompafian y en la
descripcién mas abajo. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran manifiestos a partir de la
descripcién y dibujos, y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una visualizacion de la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) dirigida por el
promotor de GIP en células endocrinas intestinales derivadas de tumor, STC-1. El panel izquierdo muestra una
poblacion de campo brillante de muestras de células. EI mismo campo se observa en el panel derecho bajo
fluorescencia, permitiendo la identificacion de las células que expresan GFP. Los racimos de células fluorescentes
se seleccionaron y expandieron en cultivo para generar la estirpe de células K, GTC-1.

La figura 2 es un andlisis de transferencia Northern representativo de ARNm de GIP en células STC-1y GTC-1, que
muestra que GTC-1 es una poblaciéon muy enriquecida en células K que producen GIP.
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La figura 3 es una vista esquematica del constructo plasmidico GIP/Ins usado para llevar a cabo la expresion de
insulina humana en células K. Contiene la secuencia gendémica del gen de insulina humana operativamente
enlazado al promotor de GIP (~2,5 kb de la secuencia reguladora de 5 del gen de GIP. Los tres exones se
representan mediante cajas negras (E1, 2 y 3). Se indican las posiciones de los cebadores usados para la deteccion
mediante RT-PCR de ARNm de proinsulina. Se muestran los sitios Hind 11l (H), Pvu Il (P) y Xho | (X). Se indican las
posiciones de los codones de partida (ATG) y parada.

La figura 4 muestra la expresion de enzimas procesadoras de proinsulina e insulina humanas en células K derivadas
de tumor. El panel superior muestra el analisis mediante RT-PCR de ADNc procedente de islotes humanos (H) y
células GTC-1 transfectadas (T) o no transfectadas (UT) con el plasmido GIP/Ins. Las muestras se prepararon con
(+) o sin (-) transcriptasa inversa. El panel inferior muestra el analisis de inmunotransferencia de la expresion de
proproteina convertasas PC1/3 y PC2 en células GTC-1 y una estirpe de células B (INS-1). La flecha indica el
tamano predicho del producto para las isoformas de PC1/3 (64 y 82 kD) y las isoformas de PC2 (66 y 75 kD).

La figura 5 muestra los niveles de insulina humana y de péptido C detectados en medios de cultivo procedentes de
células GTC-1 transfectadas (T) o no transfectadas (UT) con el constructo de GIP/Ins. La insulina y el péptido C
estan indicados, respectivamente, por barras en blanco y en negro.

La figura 6 es una grafica que muestra el efecto estimulante de la glucosa sobre la secrecion de insulina a partir de
células GTC-1 transfectadas de forma estable con el plasmido de GIP/Ins.

La figura 7 muestra la coexpresion de glucocinasa (GK, rojo) y GIP (verde) en secciones duodenales de raton.

La figura 8 muestra la transferencia Southern gendmica y la identificacion mediante PCR de lineas fundadoras
transgénicas. Los numeros de los ratones se indican en la parte superior.

La figura 9 muestra la expresion de insulina humana en células K en ratones transgénicos que poseen el constructo
de GIP/Ins. El panel superior muestra un analisis de transferencia Northern representativo para la expresion del gen
de insulina humana en islotes humanos, duodeno de control (ratéon) y tejidos de ratdon transgénico. El panel inferior
muestra el analisis mediante RT-PCR de ADNc procedente de islotes humanos (H), islotes de ratén (M) y muestras
de duodeno (D) procedentes de dos ratones transgénicos, usando cebadores de proinsulina especificos humanos o
de ratdn. Las muestras se prepararon en presencia (+) o ausencia (-) de transcriptasa inversa. & indica que no hay
ADN, y M indica marcadores.

La figura 10 muestra los resultados de la tincion inmunohistoquimica para insulina humana en secciones de
estdbmago (panel izquierdo) y duodeno (panel central) de un ratén transgénico. Las flechas indican células
inmunorreactivas a insulina humana. El panel derecho muestra secciones duodenales del mismo animal examinadas
mediante microscopia de inmunofluorescencia tras la cotincién con antisueros especificos para insulina (INS, verde),
y GIP (rojo).

La figura 11A es una grafica que muestra que la produccién de insulina humana procedente de células K del
intestino de ratones transgénicos esta regulada por las comidas.

La figura 11B es una grafica que muestra la cinética de liberacion de insulina humana a partir de células K del
intestino de animales transgénicos en respuesta a un ensayo de comida y exposicion a glucosa oral mixtos.

La figura 12 es una grafica que muestra los cambios de concentracion de glucosa en sangre en ratones de control
normales, ratones de control tratados con estreptozotocina (STZ) y ratones transgénicos tratados con STZ tras una
exposicion a glucosa oral (1,5 g de glucosa/kg de peso corporal).

La figura 13 es una serie de micrografias que muestran la tincion inmunohistoquimica para insulina de ratén en
secciones pancreaticas procedentes de ratones de control y ratones transgénicos tratados con STZ. Las flechas
indican los islotes.

La figura 14 son secuencias nucleotidicas de regiones del promotor de GIP de rata y del promotor del gen de
cromagranina A de raton.

La figura 15 son secuencias nucleotidicas del promotor y del exén 1 de secretogranina Il de raton (n° de acceso
AF037451) y una porcion de 5’ del promotor del gen de glucocinasa de raton (n° de acceso U93275).

La figura 16 son secuencias nucleotidicas de una porcion de 3’ del promotor del gen de glucocinasa de ratén (n° de
acceso U93275), de la region del promotor del gen de adenosina desaminasa humana (n° de acceso X02189); y la
secuencia de aminoacidos de pre-proinsulina humana, y 60 pb de una regidon de 5’ de pre-proinsulina.

La figura 17 son secuencias nucleotidicas de la porcién de 3’ restante de pre-proinsulina humana y una porcién de 5’
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del ADNc del gen de leptina humana.

La figura 18 son secuencias nucleotidicas de la porcion de 3’ restante de leptina humana, secuencias de
aminoacidos y nucleotidica de CCK humana y 60 pb del promotor de CCK de rata.

La figura 19 son secuencias nucleotidicas de la porcion de 3’ restante del promotor de CCK de rata y secuencias de
aminoacidos y nucleotidica de la hormona del crecimiento humana.

La figura 20 es la secuencia para el promotor de GIP de rata desde -1 hasta -1894 pb.
Descripcion detallada

La invencion se basa, en parte, en la produccion seleccionada de una proteina en un tejido de animales a niveles
suficientes para proporcionar terapia. Mas especificamente, la invencién incluye métodos para llevar a cabo
selectivamente la expresion de cualquier proteina de interés en células endocrinas en el tubo digestivo de un sujeto
de manera que la proteina se libera en el torrente sanguineo del sujeto de manera regular. Se pueden usar
constructos genéticos incluyen un elemento de control de la expresiéon (por ejemplo, un promotor) que dirige la
expresion génica a las células endocrinas del intestino, enlazado operativamente a acido nucleico que codifica una
proteina terapéutica. Cuando el constructo génico se incorpora en las células endocrinas, la proteina codificada se
expresara y segregara de manera regulada. Las células endocrinas transformadas, que expresan la proteina
codificada por el acido nucleico de interés, pueden segregar una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina
en el torrente sanguineo del sujeto al alimentar una sustancia (por ejemplo, un nutriente) que incrementa la
produccién de la proteina.

El suministro de un constructo genético compuesto de un promotor de GIP enlazado operativamente a un gen de
insulina humana en ratones dirige con éxito la expresion y secreciéon de insulina humana mediante células K en el
tubo digestivo de la progenie transgénica. Ademas, la produccion de insulina humana en los animales transgénicos
estuvo regulada por las comidas. La cantidad de insulina segregada por las células fue suficiente para proteger a los
animales transgénicos del desarrollo de diabetes tras la destruccion de las células B pancreaticas. La produccion de
insulina también fue suficiente para proporcionar una homeostasis normal de la glucosa. De este modo, la
introduccién de un gen que codifica proteinas terapéuticas, tales como insulina, en células endocrinas reguladas por
las comidas en el intestino de un animal, ya sea mediante métodos in vivo o ex vivo (por ejemplo, transplantando in
vitro en un animal células transformadas que segregan insulina), se puede usar para tratar trastornos tratables
mediante la produccion de una proteina.

Segun la invencion, se proporcionan métodos para generar una célula mucosal que produce una proteina regulable
mediante un nutriente. Un método de la invencién incluye poner en contacto una célula mucosal con un
polinucledtido que comprende un elemento de control de la expresion en enlace operativo con un acido nucleico que
codifica una proteina en condiciones que permitan la transformacién, e identificar una célula transformada que
produce la proteina de una manera regulable por un nutriente. En una realizacién, la célula mucosal se pone en
contacto con el polinucleétido in vivo. En otra realizacién, la célula mucosal se pone en contacto con el polinucleétido
in vitro. En todavia otra realizacion, la célula mucosal puesta en contacto con el polinucleétido in vitro es adecuada
para el transplante en un animal. En realizaciones adicionales, la célula mucosal es una célula endocrina (por
ejemplo, una célula K), o una célula no endocrina. En todavia realizaciones adicionales, la célula mucosal es una
célula madre o una célula progenitora pluripotente o multipotente.

En otra realizacion, un constructo de expresién de acido nucleico usado en la invencioén se disefia para la produccién
selectiva de proteinas en células endocrinas gastrointestinales. El constructo contiene un elemento de control de la
expresion enlazado operativamente a secuencias de acido nucleico deseadas. Los elementos de control de la
expresion incluyen promotores capaces de dirigir la expresion de un acido nucleico enlazado de interés hacia células
endocrinas en el intestino. La introduccion de constructos en células diana se puede llevar a cabo por métodos
convencionales bien conocidos en la técnica (choque osmotico (por ejemplo, fosfato de calcio), electroporacion,
vectores viricos, vesiculas o vehiculos lipidicos (por ejemplo, lipofeccidon), microinyeccion directa, etc.).

Tipicamente, la transformacién celular emplea un vector. El término “vector” se refiere a, por ejemplo, un plasmido,
virus, tal como un vector virico, u otro vehiculo conocido en la técnica que se puede manipular mediante insercion o
incorporacion de un polinucleétido, para manipulaciéon genética (es decir, “vectores de clonacion”), o que se puede
usar para transcribir o traducir el polinucledtido insertado (es decir, “vectores de expresiéon”). Tales vectores son
utiles para introducir polinucleétidos, incluyendo un elemento de control de la expresion regulable mediante un
nutriente en enlace operativo con un acido nucleico, y expresar en células in vitro o in vivo la proteina antisentido o
codificada transcrita o codificada.

Un vector contiene generalmente al menos un origen de replicaciéon para la propagacion en una célula. Se incluyen
elementos de control, incluyendo elementos de control de la expresion (por ejemplo, regulables por un nutriente) tal
como se expone en la presente memoria, presentes en un vector, para facilitar la transcripcién y la traduccion. La
expresion “elemento de control” pretende incluir, como minimo, uno o varios componentes cuya presencia puede
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influir en la expresién, y puede incluir componentes distintos de o ademas de promotores o potenciadores, por
ejemplo secuencias lider y secuencias de parejas de fusion, sitios de unién al ribosoma internos (IRES), elementos
para la creacién de mensajes multigénicos o policistrénicos, una sefial de corte y empalme para intrones, el
mantenimiento del marco de lectura correcto del gen para permitir la traduccién en el marco de ARNm, una sefal de
poliadenilacién para proporcionar una poliadenilacion apropiada del transcrito de un gen de interés, codones de
parada, entre otros.

Los vectores pueden incluir un marcador de seleccion. Como se sabe en la técnica, “marcador de seleccion” o
equivalentes significa genes que permiten la seleccidon de células que contienen el gen. “Seleccién positiva” se
refiere a un proceso mediante el cual sélo las células que contienen el marcador de seleccion positiva sobreviviran al
exponerlas al agente de seleccion positiva, o se marcaran. Por ejemplo, la resistencia a farmacos es un marcador de
seleccion positiva habitual; las células que contienen el marcador de seleccion positiva sobreviviran en medio de
cultivo que contenga el farmaco de seleccion, y las que no contengan el gen de resistencia moriran.

Los genes de resistencia a farmacos adecuados son neo, que confiere resistencia a G418, o hygr, que confiere
resistencia a higromicina, o puro, que confiere resistencia a puromicina, entre otros. Otros genes marcadores de
seleccion positiva incluyen genes que permiten la clasificacion o el cribado de células. Estos genes incluyen genes
para proteinas fluorescentes, el gen lacZ, el gen de fosfatasa alcalina, y marcadores de superficie tales como CD8,
entre otros.

Los vectores incluidos en la invencion pueden contener marcadores de seleccion negativa. La “selecciéon negativa”
se refiere a un proceso mediante el cual las células que contienen un marcador de seleccidon negativa son
exterminadas al exponerlas a un agente de seleccién negativa apropiado que extermina las células que contienen el
marcador de seleccién negativa. Por ejemplo, las células que contienen el gen de timidina cinasa del virus del
herpes simple (HSV-tk) son sensibles al farmaco ganciclovir (GANC). De forma similar, el gen gpt hace a las células
sensibles a 6-tioxantina.

Los vectores incluidos son los basados en vectores viricos, tales como el virus 40 de simios (SV40) o el virus del
papiloma bovino (BPV), que tiene la capacidad de replicarse como elementos extracromosomicos (Eukaryotic Viral
Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman ed., 1982; Sarver et al., Mol. Cell. Biol. 1:486 (1981)). Los
vectores viricos incluyen genomas retroviricos, virus adenoasociados, adenovirus, reovirus, lentivirus, rotavirus, etc.,
modificados para introducir y dirigir la expresion de un polinucleétido o transgén en células mucosales (Cone et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6349 (1984)).

Los “elementos de control de la expresion” incluyen polinucleétidos, tales como promotores y potenciadores, que
influyen en la expresion de un acido nucleico enlazado operativamente. Los elementos de control de la expresion y
los promotores incluyen los activos en un tejido o tipo celular particular, denominados en este caso como “elementos
de control de la expresién/promotores especificos de tejidos”. Los elementos de control de la expresion especificos
de tejidos son tipicamente activos en célula o tejido especifico, debido a que son reconocidos por proteinas
activadoras transcripcionales, u otros reguladores de la transcripcion, que son unicos para una célula especifica o
tipo de tejido.

Una clase particular de un promotor especifico de tejidos es un “promotor especifico de células endocrinas del
intestino”, un promotor que lleva a cabo la expresion de un acido nucleico enlazado operativamente en una célula
endocrina del intestino. El promotor de GIP es un ejemplo especifico de un promotor de célula endocrina del
intestino. El promotor de GIP incluye multiples secuencias reguladoras que confieren expresion especifica en el tubo
digestivo (Tseng, C.C. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:1992 (1993); Yeng, C.M., et al. Mol. Cell. Endocrinol.
154:161 (1999)). Un promotor de GIP, de tamafio de aproximadamente 2,5 Kb (-1 a ~ -2500 pb) de longitud, dirigio la
expresion del transgén hacia el estémago y el duodeno (figura 9 y 10). Un promotor de GIP mas corto (-1 a ~ -1200
pb) confirid expresiéon del transgén en el estbmago, pero no en el duodeno, y no pudo dirigir la expresion del
transgén hacia el pancreas (Yeng, C.M., et al. Mol. Cell. Endocrinol. 154:161 (1999)). La secuencia reguladora entre
-1200 a -2500 pb parece por lo tanto necesaria para dirigir la expresion del transgén hacia células en el intestino
productoras de GIP.

La caracterizacion de elementos transcripcionales en el promotor de GIP reveld dos cajas TATA (-27 a-23y-115a -
111) y dos cajas similares a CCAAT (-158 a -154 y -170 a -167), sitios potenciales de AP-1 y AP-2, elementos de
respuesta a AMPc (CRE), y un elemento de respuesta a insulina (IRE) potencial en direccion 5 del sitio de partida
de la transcripcion putativo. También se han identificado dos motivos de unién de GATA putativos en el promotor de
GIP (-178 a -172 (GATA proximal); CAGATAC y -190 a -184 (GATA distal); CAGATAA) que conforman la secuencia
del motivo de union de GATA de consenso, (A/T)GATA(A/G). Las mutaciones especificas en los motivos de GATA
distal y proximal del promotor de GIP dieron como resultado aproximadamente 90% y 35% de reduccién en la
actividad del promotor de GIP respectivamente, como se evalia mediante la expresion del informador de luciferasa
(Boylan et al., J. Biol. Chem. 273:17438 (1997)). Sin embargo, un promotor de GIP con ambos motivos de GATA
mutados se comportd de la misma manera que el promotor con sélo el motivo de GATA distal alterado. De este
modo, un promotor de GIP que contiene una o varias de las secuencias nucleotidicas mencionadas anteriormente, o
variantes, es un ejemplo de una subsecuencia que puede retener la expresion regulable por glucosa o especifica de
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tejidos (intestino) de un acido nucleico enlazado operativamente. Tales subsecuencias y variantes se pueden usar
para conferir in vitro o in vivo la expresion regulable por glucosa o especifica de la célula de un acido nucleico
enlazado operativamente.

Un ejemplo adicional de un elemento de control especifico de tejidos es el promotor del gen de proglucagon. Similar
al promotor de GIP, el promotor de proglucagon tiene multiples secuencias de control que confieren expresion en el
tubo digestivo o el cerebro y el pancreas (Lee, Y.C., et al. J. Biol. Chem. 267:10705 (1992); Gajic y Drucker,
Endocrinol. 132:1055 (1993)). Una porcion de 1300 pb de la secuencia del promotor de proglucagéon de rata en
direccion 5’ dirigio la expresion de un transgén en el cerebro y en el pancreas, pero no en el tubo digestivo (Efrat S.,
et. al. Neuron 1:605 (1988)). Un promotor del gen de proglucagén mas largo (-1 a ~ -2000 pb) dirigié la expresién del
transgén en el intestino, ademas de en el cerebro y el pancreas (Lee, Y.C., et al. J. Biol. Chem. 267:10705 (1992)).
De este modo, la porcién que confiere expresion en el intestino parece estar en una region de 700 pb del promotor
localizada entre 1300 y 2000 pb en direccion 5 del gen de proglucagon.

En la Tabla 1 se enumeran elementos de control de la expresién adicionales especificos de tejidos que se pueden
emplear para dirigir la expresion del acido nucleico de interés en células endocrinas del intestino. Muchos de estos
promotores también son elementos regulables por un nutriente. Por ejemplo, el promotor de GIP incluye una
secuencia reguladora multiple que confiere expresion de un acido nucleico enlazado operativamente en respuesta a
nutrientes.

Esta lista no pretende ser exhaustiva de todos los elementos de control de la expresion posibles Utiles para dirigir la
expresion génica en células endocrinas del intestino, sino simplemente pretende ser ejemplar.

Aunque los elementos de control de la expresidén especificos de tejidos pueden ser activos en otro tejido, por
ejemplo un elemento de control de la expresion especifico del intestino puede ser activo en un tejido no intestinal, la
expresion es significativamente inferior a aquella en el tejido del intestino (por ejemplo, para tejido no intestinal es 6-
10 veces menor que en un tejido intestinal). El suministro dirigido de un vector a tejido intestinal puede limitar la
posibilidad de la expresidn en cualquier otra parte en el cuerpo (por ejemplo, en tejidos no diana). En consecuencia,
los elementos especificos de tejidos incluidos en este caso no necesitan tener una especificidad absoluta de la
expresion por el tejido.

TABLA 1

Promotores y potenciadores ejemplares para dirigir la expresion de proteinas a células endocrinas en el intestino

Glucocinasa
Cromogranina Ay B
Colecistocinina
Polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa
Proglucagon
Adenosina desaminasa
Secretina

Gastrina
Somatostatina

Motilina

Grelina

Los elementos adicionales de control de la expresion pueden conferir expresion de una manera que sea regulable,
esto es, una sefial o estimulo incrementa o disminuye la expresion del acido nucleico enlazado operativamente. Un
elemento regulable que incrementa la expresién del acido nucleico enlazado operativamente en respuesta a una
sefial o estimulo también se denomina como un “elemento inducible” (es decir, es inducido por una sefial, por
ejemplo, un nutriente). Un elemento regulable que disminuye la expresion del acido nucleico enlazado
operativamente en respuesta a una sefal o estimulo se denomina “elemento reprimible” (es decir, la sefial disminuye
la expresion, de manera que cuando la sefial se elimina o esta ausente, se incrementa la expresion). Tipicamente, la
cantidad de incremento o disminuciéon conferida por tales elementos es proporcional a la cantidad de sefal o
estimulo presente; cuanto mayor es la cantidad de sefal o estimulo, mayor es el incremento o disminucién en la
expresion.

Un ejemplo particular de un elemento de control de la expresion regulable es un elemento que incrementa o
disminuye la expresion de un acido nucleico enlazado operativamente en respuesta a o con la retirada de un
nutriente, en cuyo caso el elemento se denomina “elemento regulable por un nutriente”. Un elemento inducible o
reprimible por un nutriente generalmente proporciona niveles iniciales de transcripcion (es decir, niveles de
expresion en ausencia de un estimulo o sefal). Tipicamente, los niveles iniciales de transcripcion son mayores para
un elemento reprimible que para un elemento inducible.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “nutriente” significa cualquier material ingerible o consumible
tal como el presente en el alimento o bebida. Puesto que hay muchas, quiza miles de millones de diferentes
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sustancias organicas e inorganicas presentes en el alimento o bebida, el término se usa ampliamente en la presente
memoria. Los ejemplos particulares de nutrientes incluyen azucares (por ejemplo, glucosa, lactosa, sacarosa,
fructosa, manosa, etc.), hidratos de carbono, almidones, grasas (saturadas o insaturadas), lipidos, acidos grasos,
triglicéridos, polipéptidos, aminoacidos, celulosa, hormonas, vitaminas, y minerales.

Los nutrientes también pueden modular la traduccién o estabilidad de una proteina. Por lo tanto, “regulable por un
nutriente” incluye situaciones en las que el nutriente modula la transcripcion, traduccién del transcrito en proteina, o
estabilidad de la proteina, incrementando o disminuyendo de este modo la cantidad de transcrito o de proteina.

Un elemento de control de la expresidon puede ser “constitutivo”, de manera que la transcripcion del acido nucleico
enlazado operativamente se produce sin la presencia de una sefal o estimulo. Adicionalmente, los elementos de
control de la expresién también incluyen elementos que confieren expresion en una etapa particular del ciclo o
diferenciacion celular. En consecuencia, la invencion incluye ademas elementos de control de la expresiéon que
confieren una expresion constitutiva, regulable (por ejemplo, regulable por un nutriente), especifica de tejidos,
especifica del ciclo celular, y especifica de la etapa de diferenciacion.

Los elementos de control de la expresion incluyen secuencias de longitud completa, tales como elementos
promotores y potenciadores nativos, asi como subsecuencias o variantes polinucleotidicas que retienen toda o parte
de la funcién de longitud completa o no variante (por ejemplo, retienen cierta cantidad de expresioén regulable por un
nutriente o especifica de células). Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “funcional” y sus variantes
gramaticales, cuando se usa en referencia a una secuencia, subsecuencia o fragmento de acido nucleico o de
polipéptido, o una variante de una secuencia nucleotidica o de aminoacidos, significa que la secuencia tiene una o
varias funciones de la secuencia de acido nucleico o polipeptidica nativa (por ejemplo, secuencia no variante o no
modificada). Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “variante” significa una sustitucion (nucleotidica o
de aminoacidos) (por ejemplo, mutaciéon de punto), supresion (interna o externa) o adicion (por ejemplo, polipéptido
quimérico) de una secuencia, u otra modificacion de mutacion de punto (por ejemplo, derivados quimicos tales como
formas modificadas resistentes a proteasas o nucleasas). Tipicamente, Las variantes de aminoacidos tienen unos
pocos o varios cambios de aminoacidos (por ejemplo, 1 a 10, 10 a 20, 20 a 50), tal como una o varias sustituciones
conservativas de aminoacidos, o sustituciones no conservativas de aminoacidos fuera de los dominios criticos para
la funcionalidad que se desea retener en la variante (por ejemplo, para insulina, una funcién reductora de la
glucosa).

Los elementos de control de la expresion, tales como elementos regulables por un nutriente, también incluyen
variantes funcionales, o subsecuencias. Por ejemplo, una subsecuencia de un promotor de GIP de ~2,5 Kb (por
ejemplo, 2 Kb, 1 Kb, 0,5 Kb, 0,25 Kb, 0,20 Kb, 100 pb o menos) regulable por glucosa puede retener la expresion
regulable por glucosa o especifica de tejidos (intestino o pancreas o cerebro) de un acido nucleico enlazado
operativamente. Los dominios funcionales de diversos promotores que tienen propiedades conocidas se pueden
configurar para optimizar las cantidades y patrones de expresion del acido nucleico enlazado operativamente.

Los elementos de control de la expresién incluidos en la presente memoria pueden proceder de bacterias, levadura,
planta, o animal (mamifero o no mamifero), en tanto que funcionen para conferir el control de la expresién de un
acido nucleico enlazado operativamente. De este modo, cualquier elemento de control de la expresién inducido por
una sustancia o estimulo (por ejemplo, nutriente) procedente de cualquier organismo se puede usar para modular la
transcripcion de un acido nucleico enlazado operativamente en una célula mucosal, y, segun sea apropiado, la
traduccion de la proteina codificada en respuesta a la sustancia o estimulo, como se expone en la presente
memoria.

Los elementos de control de la expresion regulables por un nutriente existen, por ejemplo, como promotores que
regulan la expresion de enzimas implicadas en la glucdlisis, el metabolismo de lipidos, el metabolismo de hidratos de
carbono y el metabolismo del colesterol (por ejemplo, esteroides), que son modulados por azucares, grasas, hidratos
de carbono y colesterol, respectivamente, y son aplicables en la invencion. Los ejemplos particulares de elementos
de control regulables por un nutriente son elementos inducibles por glucosa, que conducen la expresion de L-
piruvato cinasa, acetil-CoA-carboxilasa, spot-14, acido graso sintasa, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, fosfo-
enol-piruvato carboxicinasa, glucosa-6-fosfatasa y fosfofructocinasa (véase, también, por ejemplo, Rutter, GA et al.,
News Physiol Sci. 15:149 (2000)). Otro ejemplo de un elemento de control regulable por un nutriente es el elemento
regulador del gen de la alcohol-deshidrogenasa. Todavia otro ejemplo de un elemento de control regulable por un
nutriente es el elemento de respuesta a vitamina D, que confiere expresion en presencia de vitamina D. El promotor
del gen de metalotioneina de mamifero es un elemento de control de la expresién inducible por metales. Al igual que
con los elementos de control especificos de tejidos, los elementos de control regulables por un nutriente pueden ser
sensibles a multiples nutrientes. Por ejemplo, un elemento inducible por glucosa puede ser sensible a lactosa. Por lo
tanto, un nutriente particular (por ejemplo, glucosa) no es exclusivo de otros nutrientes, por cuanto otros nutrientes
pueden modular la actividad (incrementar o disminuir), en menor grado, del elemento de control.

Un ejemplo de un elemento de control de la expresion bacteriano regulable por un nutriente es el represor lac, que

es inducible por beta-galactésidos. Un ejemplo de un elemento de control de la expresion de levaduras regulable por
un nutriente es el promotor gal presente en los genes GAL1 y GAL10, que confiere expresiéon inducible por

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374061 T3

galactosa. Estos elementos pueden estar enlazados operativamente a un acido nucleico y se pueden introducir en
una célula mucosal con el fin de conferir la produccién, regulable por un nutriente, de la proteina codificada.

Los elementos de control de la expresién adicionales incluidos son los que son sensibles a no nutrientes. Los
ejemplos particulares son sustancias quimicas o farmacos que son oralmente activos pero no se encuentran
normalmente en el alimento. El farmaco o sustancia quimica no nutriente, cuando se consume, estimula la expresion
de un acido nucleico enlazado operativamente a un elemento de control de la expresion no nutriente. La ingestion de
cantidades especificas de la sustancia quimica o farmaco proporciona control de la cantidad de acido nucleico o
proteina producida (via transcripcion o secrecion). Por ejemplo, cuando un elemento de control de la expresion
inducible por un farmaco confiere expresion de un acido nucleico que codifica insulina, se pueden producir mayores
cantidades de insulina en el intestino incrementando la cantidad de farmaco consumido. En las patentes
US n° 5.989.910; n° 5.935.934; n® 6.015.709; y n° 6.004.941, por ejemplo, se pueden encontrar ejemplos particulares
de tales sistemas de control de la expresion no nutrientes.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “enlazamiento operativo”, o sus variaciones gramaticales,
se refiere a una yuxtaposicién fisica o funcional de los componentes asi descritos para permitirles funcionar en su
manera pretendida. En el ejemplo de un elemento de control de la expresion en enlazamiento operativo con un acido
nucleico, la relacién es tal que el elemento de control modula la expresién del acido nucleico.

El control de la expresion se puede efectuar a nivel de la transcripcion, traduccion, corte y empalme, estabilidad de
los mensajes, etc. Tipicamente, un elemento de control de la expresién que modula la transcripcién se yuxtapone
cerca del extremo de 5’ del acido nucleico transcrito (es decir, “en direccion 5). Los elementos de control de la
expresion también pueden estar localizados en el extremo de 3’ de la secuencia transcrita (es decir, “en direccién
3”), o dentro del transcrito (por ejemplo, en un intrén). Los elementos de control de la expresién se pueden localizar
a una distancia lejos de la secuencia transcrita (por ejemplo, 100 a 500, 500 a 1000, 2000 a 5000, o mas nucleétidos
desde el acido nucleico). La expresion del acido nucleico enlazado operativamente es al menos en parte controlable
mediante el elemento (por ejemplo, promotor) de manera que el elemento modula la transcripcién del acido nucleico
y, segun sea apropiado, la traduccion del transcrito. Un ejemplo especifico de un elemento de control de la expresién
es un promotor, que habitualmente esta situado 5 de la secuencia transcrita. Otro ejemplo de un elemento de
control de la expresion es un potenciador, que puede estar situado en 5’, 3’ de la secuencia transcrita, o dentro de la
secuencia transcrita.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “produce” o “produccién”, cuando se usa en referencia a una
proteina expresada por una célula o tejido mucosal, significa la expresion o secrecion de la proteina por una célula
mucosal. De este modo, cuando una célula mucosal produce una proteina en respuesta a una sefal o estimulo, tal
como un nutriente, la expresion o secrecion de la proteina aumenta con respecto a la cantidad previa a la sefial o al
estimulo. La produccion de una proteina mediante la célula o tejido mucosal puede ser debida a un aumento de la
transcripcién del acido nucleico, de la traduccién del transcrito, de la estabilidad del transcrito o proteina, o de la
secrecién de la proteina codificada. Tipicamente, la secrecién de una proteina por una célula, incrementada por una
sefial o estimulo (es decir, un secretagogo), estimula la liberacidon de una proteina ya traducida en la célula. Las
proteinas cuya secrecion esta regulada se almacenan tipicamente en vesiculas secretoras dentro de células
endocrinas.

Como alternativa, la transcripcion o traduccion del acido nucleico que codifica la proteina, y la secrecion
subsiguiente de la proteina traducida, se pueden incrementar mediante una sefial o estimulo. De este modo, en el
ejemplo de una célula no endocrina, una sefial o estimulo (por ejemplo, nutriente) puede estimular la transcripcion
de acido nucleico que codifica la proteina (por ejemplo, insulina), via un elemento de control de la expresion
inducible por un nutriente, y la célula segregara subsiguientemente la proteina codificada tras su traduccién. En el
ejemplo de una célula endocrina, tal como una célula endocrina del intestino (por ejemplo, célula K, célula L, etc.), el
elemento de control de la expresion usado para conferir expresion de la proteina puede o no ser regulable, pero en
cualquier caso una sefal o estimulo regulara tipicamente la secrecion de la proteina desde la célula. En este caso,
la sefial o estimulo funciona como un secretagogo que estimula o incrementa la secrecion de una proteina. Por lo
tanto, en células endocrinas, tanto si la expresién es regulable o no por un nutriente (por ejemplo, un promotor
constitutivo), la produccion de la proteina por la célula es regulable por el nutriente debido a que la secrecion de la
proteina esta modulada por el nutriente. En consecuencia, “regulable por un nutriente” también se refiere a un
nutriente que modula la secrecidn de una proteina a partir de una célula.

La secrecion incrementada de una proteina por una célula endocrina en respuesta a una sefal o estimulo
proporciona una respuesta mas rapida a la sefal o estimulo en comparacién con una proteina producida
incrementando la transcripcion de un acido nucleico que codifica la proteina y la secreciéon subsiguiente, como en
una célula no endocrina. Por el contrario, en una célula no endocrina, una sefial o estimulo, tal como un nutriente,
puede incrementar la transcripcion de un acido nucleico que codifica una proteina, y la proteina traducida es
segregada subsiguientemente por la célula sin la necesidad de una sefial o estimulo (por ejemplo, nutriente). De
este modo, para una célula mucosal no endocrina transformada con un transgén regulable por un nutriente, la
transcripcion del transgén serd inducible por el nutriente, pero la secrecidén no necesita el nutriente.
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El acido nucleico puede codificar un polipéptido terapéutico, tal como insulina, un antagonista de glucagon, leptina,
GLP-1 o colecistocinina. Por ejemplo, una subsecuencia de insulina de longitud completa que retiene cierta
capacidad para reducir la glucosa, proporciona homeostasis normal de la glucosa, o reduce los estados
histopatoldgicos asociados con hiperglucemia crénica o aguda in vivo, es s6lo un ejemplo de una subsecuencia
funcional que tiene una o varias actividades de su contraparte de su longitud completa. De forma similar, una
subsecuencia o variante de leptina o CCK o una hormona del crecimiento, factor de coagulaciéon o anticuerpo, que
retiene toda o parte de la capacidad para suprimir el apetito o inducir estabilizacién del peso o pérdida de peso,
estimular el crecimiento, disminuir el tiempo de coagulacion o episodios de hemorragia, o proporcionar proteccion
pasiva frente a un antigeno extrafio (por ejemplo, H. pylori), son ejemplos adicionales de una secuencia funcional o
variante que se puede expresar en tejido mucosal de un animal para proporcionar beneficio terapéutico.

De este modo, “polipéptidos”, “proteinas” y “péptidos”, codificados por los “acidos nucleicos”, incluyen secuencias
nativas de longitud completa, al igual que con proteinas de origen natural, asi como subsecuencias funcionales,
formas modificadas o variantes de secuencias, en tanto que la subsecuencia, forma modificada o variante retengan
cierto grado de funcionalidad de la proteina de longitud completa nativa.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “transgén” significa un polinucleétido que se ha introducido en
una célula u organismo artificialmente. Por ejemplo, una célula mucosal que tiene un transgén, el transgén se ha
introducido mediante manipulacidon genética o “transformacion” de la célula. Una célula o progenie de la misma en la
que se ha introducido el transgén se denomina “célula transformada” o “transformante”. Tipicamente, el transgén
esta incluido en la progenie del transformante, o se convierte en parte del organismo que se desarrolla a partir de la
célula. Los transgenes se pueden insertar en el ADN cromosdmico, o se pueden mantener como un plasmido
autorreplicante, YAC, minicromosoma, o similar.

Los transgenes incluyen cualquier gen que es transcrito en un antisentido o codifica un polipéptido. Los polipéptidos
particulares codificados por transgenes incluyen proteinas detectables, tales como luciferasa, B-galactosidasa,
proteina fluorescente verde (para la deteccioén in vivo no invasiva), cloranfenicolacetiltransferasa, o proteinas que
son detectables (por ejemplo, inmunoldgicamente detectables). Las proteinas detectables son utiles para evaluar la
eficiencia de la transformacién celular (por ejemplo, en la transferencia génica in vivo), el éxito de la implantacién
celular, como se mide mediante supervivencia o proliferacion celular, por ejemplo (por ejemplo, tras implantar la
célula transformada en la mucosa del animal).

Las proteinas terapéuticas incluyen insulina, un transgén particular util para tratar una afeccién hiperglucémica tal
como diabetes. La insulina es el modulador hormonal principal del metabolismo de la glucosa, y facilita el transporte
de la glucosa desde la sangre hasta 6rganos metabdlicos claves tales como musculo, higado y grasa. Como se
muestra en el Ejemplo I, la produccion de insulina en el intestino de ratones transgénicos mediante un transgén de
insulina evita la diabetes en los ratones. La insulina es producida en cantidades suficientes para restaurar la
tolerancia a la glucosa, y el momento de la liberacion de la insulina restaura la homeostasis normal de la glucosa.

Otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar una afeccion hiperglucémica es un
antagonista de glucagén. El glucagdn es una hormona peptidica producida por las células o en los islotes
pancreaticos, y es un regulador importante del metabolismo de la glucosa (Unger R.H. y Orci L. N. Eng. J. Med.
304:1518 (1981); Unger R.H. Diabetes 25:136 (1976)). Al igual que con la insulina, la concentracién de glucemia
media la secrecion de glucagén. Sin embargo, contrariamente a la insulina, el glucagon se segrega en respuesta a
una disminucién de la glucemia. Por lo tanto, las concentraciones circulantes de glucagén son las mas elevadas
durante periodos de ayuno, y las mas bajas durante una comida. Los niveles de glucagén aumentan para impedir
que la insulina promueva el almacenamiento de glucosa y estimular al higado a liberar glucosa en la sangre. Un
ejemplo especifico de un antagonista de glucagén es [des-His1, des-Phe®, Glug]glucagén-NHz. En ratas diabéticas
por estreptozotocina, los niveles de glucemia disminuyeron ~37% en 15 minutos de un bolo intravenoso (0,75 nug/g
de peso corporal) de este antagonista de glucagoén (Van Tine B.A. et. al. Endocrinology 137:3316 (1996)).

Otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar una afeccién hiperglucémica o masa
corporal indeseable (por ejemplo, obesidad) es el péptido 1 similar al glucagén (GLP-1). GLP-1 es una hormona
liberada desde las células L en el intestino durante una comida, que estimula a las células B pancreaticas a
incrementar la secrecion de insulina. GLP-1 tiene actividades adicionales que lo hacen un agente terapéutico
atractivo para tratar obesidad y diabetes. Por ejemplo, GLP-1 reduce el vaciamiento gastrico, suprime el apetito,
reduce la concentracion de glucagén, incrementa la masa de las células B, estimula la biosintesis y secrecion de
insulina de una manera dependiente de la glucosa, y probablemente incrementa la sensibilidad del tejido a la
insulina (Kieffer T.J., Habener J.F. Endocrine. Rev. 20:876 (2000)). Por lo tanto, la liberacion regulada de GLP-1 en
el intestino para coincidir con una comida puede proporcionar un beneficio terapéutico para una afeccion
hiperglucémica o una masa corporal indeseable.

Los anédlogos de GLP-1 que son resistentes a dipeptidil peptidato IV (DPP IV) proporcionan una duracion mas

prolongada de la accion y un valor terapéutico mejorado. De este modo, los transgenes que codifican analogos de
GLP-1 con aumento de la duracion de la accién se pueden dirigir al intestino usando la invencién descrita en la
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presente memoria para proporcionar una produccion de analogos de GLP-1 regulada por nutrientes, para tratar una
afeccion hiperglucémica o un peso corporal indeseable.

Otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar una afeccion hiperglucémica es un
antagonista de la hormona resistina. La resistina es un factor derivado de adipocitos, cuya expresion es elevada en
formas de obesidad genéticas e inducidas por la dieta. La neutralizacién de la resistina circulante mejora la glucemia
y la accién de la insulina en ratones obesos. Contrariamente, la administracion de resistina en ratones normales
altera la tolerancia a la glucosa y la accion de la insulina (Steppan CM et. al. Nature 409:307 (2001)). Por lo tanto, la
produccién de una proteina que antagonice los efectos bioldgicos de resistina en el intestino puede proporcionar una
terapia efectiva para resistencia a insulina y afecciones hiperglucémicas relacionadas con la obesidad.

Aun otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar masa corporal indeseable (por
ejemplo, obesidad) o una afeccién hiperglucémica es leptina. La leptina, aunque producida principalmente por
adipocitos, también es producida en cantidades méas pequefias en el estbmago de una manera dependiente de las
comidas. La leptina transmite informacion sobre el metabolismo de adipocitos y el peso corporal a los centros del
apetito en el cerebro, en el que sefaliza la ingesta reducida de alimentos (promueve la saciedad) e incrementa el
gasto de energia corporal. Una Unica inyeccion subcutanea diaria de leptina tuvo sélo un molesto efecto sobre la
reduccion del peso en seres humanos, aunque el tratamiento con leptina da como resultado una disminucion
profunda de la masa grasa en roedores, asi como una reduccion en la glucemia (Seufert J. et. al. Proc Natl Acad Sci
USA. 96:674(1999). Estudios previos han demostrado que la leptina es degradada rapidamente en la circulacién. De
este modo, el suministro desde el intestino, de una manera regulada, probablemente potenciara el beneficio clinico
de la leptina, reduciendo la ingesta de alimentos y la masa corporal, asi como la glucemia.

Aun otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar peso corporal indeseable (por
ejemplo obesidad) o una afeccion hiperglucémica es el dominio globular de cabeza C-terminal de la proteina del
adipocito relacionada con el complemento (Acrp30). Acrp30 es una proteina producida por adipocitos diferenciados.
La administracién a ratones de un producto de escisién proteolitica de Acrp30 que consiste en el dominio globular de
cabeza conduce a pérdida de peso significativa (Fruebis J. et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 98:2005 (2001)). Por lo
tanto, la expresion dirigida de un transgén que codifica el dominio globular de Acrp30 al intestino puede promover la
pérdida de peso.

Todavia otro ejemplo de un transgén que codifica una proteina terapéutica para tratar masa corporal indeseable (por
ejemplo, obesidad) es colecistocinina (CCK). CCK es un péptido gastrointestinal segregado a partir del intestino en
respuesta a nutrientes particulares en el intestino. La liberacion de CCK es proporcional a la cantidad de alimento
consumido, y se cree que sefializa al cerebro para terminar una comida (Schwartz M.W. et. al. Nature 404:661-71
(2000)). En consecuencia, la CCK elevada puede reducir el tamario de la comida y promover la pérdida de peso o la
estabilizacion del peso (es decir, previene o inhibe aumentos en la ganancia de peso). Por lo tanto, un sistema de
suministro de CCK regulado por un nutriente puede proporcionar beneficio terapéutico con el fin de reducir la ingesta
de alimentos en las personas.

Ejemplos adicionales de transgenes que codifican proteinas terapéuticas incluyen factores de coagulacion, para
tratar hemofilia y otros trastornos de la coagulacion (por ejemplo, Factor VIII, IX o X); factores de crecimiento (por
ejemplo, hormona del crecimiento, factor 1 del crecimiento similar a insulina, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor de crecimiento epidérmico, factores de crecimiento fibroblastico acidos y basicos, factor B de
crecimiento transformante, etc.), para tratar trastornos del crecimiento o sindromes de desgaste; y anticuerpos (por
ejemplo, humanos o humanizados), para proporcionar inmunizacién o proteccion pasiva de un sujeto frente a
antigenos o patégenos extrafios (por ejemplo, H. pylori), o para proporcionar tratamiento contra el cancer, artritis o
cardiovasculopatia.

Los transgenes adicionales que codifican una proteina terapéutica incluyen citocinas, interferones (por ejemplo,
interferén (INF), INF-a 2b y 2a, INF-aN1, INF-B1b, INF-gamma), interleucinas (por ejemplo, IL-1 a IL-10), factor de
necrosis tumor (TNF-a, TNF-B), quimiocinas, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
hormonas polipeptidicas, polipéptidos antimicrobianos (por ejemplo, polipéptidos antibacterianos, antifungicos,
antiviricos, y/o antiparasitarios), enzimas (por ejemplo, adenosin desaminasa), gonadotrofinas, quimiotactinas,
proteinas de unién a lipidos, filgastim (Neupogen), hemoglobina, eritropoyetina, insulinotropina, imiglucerasa,
sarbramostim, activador de plasminégeno tisular (tPA), urocinasa, estreptocinasa, factor de crecimiento neuritico
(NGF), fenilalanina amonio liasa, factor neuritico derivado de cerebro (BDNF), factor de crecimiento neuritico (NGF),
fenilalanina amonio liasa, trombopoyetina (TPO), superdéxido dismutasa (SOD), adenosin desamidasa, catalasa,
calcitonina, L-asparaginasa endoteliana, pepsina, uricasa, tripsina, quimiotripsina, elastasa, carboxipeptidasa,
lactasa, sacarasa, factor intrinseco, calcitonina, hormona similar a la hormona paratiroidea (PTH), CD4 soluble, y
anticuerpos y/o fragmentos de unién a antigeno (por ejemplo, Fabs) de los mismos (por ejemplo, ortoclon OKT-e
(anti-CD3), anticuerpo monoclonal anti-GPIIb/lla).

Los transgenes descritos en la presente memoria son aplicaciones particulares de la invencion, pero no pretenden
limitarla. A este respecto, el experto podria idear facilmente transgenes adicionales transcritos en antisentido
terapéutico o codificar polipéptidos terapéuticos.
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Las células diana incluyen células mucosales o células que no estan normalmente presentes en la mucosa, que se
pueden adaptar o que se han adaptado para el crecimiento en la mucosa. Tal como se utiliza en la presente
memoria, los términos “mucosa” o “mucosal”’, cuando se usan en referencia a una célula, significan una célula que
puede crecer en una mucosa. Las células mucosales incluyen, por ejemplo, las células que se encuentran
normalmente en mucosa animal, tales como una célula del intestino (por ejemplo, boca (lengua y tejido bucal),
esofago, y estébmago, intestino delgado y grueso, recto, ano), el aparato respiratorio, los pulmones y la nasofaringe,
y otras cavidades orales (por ejemplo, vagina). De este modo, una célula mucosal se refiere a los diversos tipos
celulares que normalmente residen en las regiones mencionadas anteriormente, incluyendo células madre u otras
células multipotentes o pluripotentes que se diferencian en los diversos tipos de células mucosales. Los ejemplos
particulares de células mucosales incluyen células endocrinas, tales como células K, células L, células S, células G,
células D, células I, células Mo, células Gr y células enteroendocrinas. Las células endocrinas se caracterizan
generalmente por su capacidad para segregar una proteina sintetizada a la sangre en respuesta a una sefial o
estimulo (un “secretagogo”). Las células mucosales no endocrinas incluyen células epiteliales que recubren la
superficie exterior de la mayoria del tejido mucosal, células del moco, células del vello, células cilindricas, células
estromicas y células de Paneth. Generalmente no es conocido que las células no endocrinas segreguen una
proteina sintetizada a la sangre en respuesta a una sefial o estimulo.

El hallazgo de que las células K del intestino pueden funcionar como células sustitutas para producir niveles
fisioldégicos apropiadamente regulados de insulina en animales indica un modo de terapia para la diabetes, liberando
a los sujetos de las inyecciones de insulina y reduciendo o incluso eliminando las complicaciones debilitantes
asociadas. Puesto que posiblemente hay miles de millones de células K presentes en el intestino humano
(Sandstréom O., El-Salhy M., Mech. Ageing Dev. 108:39 (1999)), la secrecion regulada de insulina a partir de una
fraccion de estas células puede ser suficiente para lograr el beneficio terapéutico, incluyendo la mejora de los
sintomas y complicaciones asociadas con la diabetes.

El intestino es el érgano endocrino mas largo en el cuerpo, capaz de producir cantidades ingentes de proteinas, y
contiene tejido que se renueva rapidamente, en el que las células en division son accesibles. Las células diana, tales
como células K y células madre, estan situadas predominantemente en el intestino superior, que es facilmente
accesible a técnicas de terapia génica no invasivas. De este modo, las técnicas no invasivas como formulaciones
orales, procedimientos endoscépicos, o un tubo de alimentacion modificado, permiten la implementacién de vectores
que facilitan la integracion del transgén en el genoma del hospedante. Ya se han desarrollado vectores que
suministran genes a las células del tubo digestivo, incluyendo células madre (Croyle et al., Gene Ther. 5:645 (1998);
S.J. Henning, Adv. Drug Deliv. Rev. 17:341 (1997), patentes US n®. 5.821.235 y 6.110.456). Muchos de estos
vectores han sido aprobados para estudios con seres humanos. Por lo tanto, las células del intestino, tales como
células K, que segregan una proteina, tal como insulina, leptina, antagonista de glucagén, GLP-1, GLP-2, grelina,
colecistocinina, hormona del crecimiento, factores de coagulacién, anticuerpos, entre otros, de manera regulable,
son un medio con el cual tratar la diabetes, obesidad, deficiencia del crecimiento y otros trastornos tratables
produciendo una proteina en el tejido mucosal.

En la Tabla 2 se muestra una lista parcial de varios tipos de células endocrinas del intestino, proteinas segregadas
por las células en respuesta a nutrientes particulares (“secretagogos”), y las funciones ejemplares. Las proteinas, las
células endocrinas y los nutrientes son todos aplicables en la invencion.

Tabla 2
PEPTIDO TIPO LOCALIZACION FUNCION SECRETAGOGOS
CELULAR CELULAR
Gastrina células G Antro pilérico Incrementa la secrecion de Aminoacidos
(estébmago) acidos
Somatostatina Células D Tubo digestivo Reduce la liberacion del Acido intraluminal,
péptido del intestino (inhibidor | acidos grasos libres,
paracrino) hormonas
Polipéptido Células K Intestino delgado Secrecion de bicarbonato Acido, sales biliares,
insulinotropico superior pancreatica, reduce la acidos grasos
dependiente de liberacion de acido gastrico
glucosa
Péptido 1 similar a Células L Intestino delgado Incrementa la secrecion de Glucosa, grasa
glucagon inferior insulina, disminuye la
liberacion de acidos gastricos
Péptido 2 similar a Células L Intestino delgado Incrementa la proliferacion Glucosa, grasa
glucagén inferior mucosal
Colecistocinina Células | Intestino delgado Incrementa la contraccion Aminoacidos, acidos
superior vesicular y la secrecion de grasos
enzimas pancreaticas
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Tabla 2 (continuacion)

PEPTIDO TIPO LOCALIZACION FUNCION SECRETAGOGOS
CELULAR CELULAR
Motilina Células Mo Intestino delgado Incrementa la movilidad Liberacion ciclica,
superior gastrica comidas
Grelina Células Gr Estomago e intestino | Orexigénico Todavia por elucidar

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “cultivada”, cuando se usa en referencia a una célula, significa
que la célula se hace crecer in vitro. Un ejemplo particular de tal célula es una célula aislada de un sujeto, y hecha
crecer o adaptada para el crecimiento en cultivo tisular. Otro ejemplo es una célula genéticamente manipulada in
vitro, y transplantada nuevamente en el mismo sujeto o en uno diferente. El término “aislada”, cuando se usa en
referencia a una célula, significa una célula que se separa de su entorno in vivo de origen natural. Un ejemplo de
una célula aislada seria una célula mucosal obtenida de un sujeto tal como un ser humano. Las células “cultivadas” y
“aisladas” pueden ser manipuladas manualmente por el hombre, tal como transformadas genéticamente. Estos
términos incluyen cualquier progenie de las células, incluyendo células de la progenie que pueden no ser idénticas a
la célula progenitora debido a mutaciones que se producen durante la division celular. Los términos no incluyen un
ser humano completo.

La célula mucosal diana puede estar presente en un tejido u érgano mucosal de un sujeto, tal como el del intestino
(por ejemplo, intestino). De este modo, una forma para introducir la proteina en la mucosa de los sujetos para lograr
terapia es suministrar intracelularmente un polinucledétido, incluyendo un elemento de control de la expresion, en
enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica la proteina a células presentes en la mucosa del sujeto.
Como alternativa, la célula mucosal se puede aislar de un tejido apropiado de un sujeto, se puede transfectar con el
transgén, y se puede introducir (transplantar) en un tejido (mucosal u otro) de un sujeto. De este modo, otra forma
para introducir la proteina en el sujeto para lograr terapia es transfectar un polinucleétido, que incluye un elemento
de control de la expresién, en enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica la proteina en células
mucosales cultivadas, y después implantar las células transformadas o progenie en el sujeto.

Las células mucosales transfectadas con un transgén incluyen estirpes celulares endocrinas y no endocrinas que
crecen en cultivo. Por ejemplo, una célula transformada de origen o estirpe intestinal, tal como una célula STC-1 o
GTC-1, se puede implantar en un tejido de un sujeto. Las células mucosales transfectadas con un transgén, in vitro,
ex vivo o in vivo, incluyen células endocrinas (por ejemplo, célula K, célula L, célula G, célula D, célula S, célula |, o
célula Mo, célula Gr) y células no endocrinas epiteliales, cilindricas, estromicas, vellosas, de Paneth, células madre u
otros tipos celulares presentes tipicamente en el tejido mucosal de un animal.

La célula diana también puede ser una célula no mucosal (endocrina o no endocrina) que puede crecer o se puede
adaptar para el crecimiento en la mucosa u otro tejido (incluso durante un tiempo limitado, por ejemplo dias o
meses). Por ejemplo, una célula se puede obtener de un tejido no mucosal de un sujeto, se puede transformar con
un transgén o polinucledtido, y después se puede transplantar en un tejido del sujeto (el mismo sujeto o diferente)
con el fin de efectuar el tratamiento cuando se produce el antisentido transcrito o proteina codificada. Como
alternativa, un aislado celular primario o una estirpe de célula no mucosal establecida se puede transformar con un
transgén o polinucleétido, y después se puede transplantar en un tejido mucosal de un sujeto.

De este modo, para producir una célula mucosal aislada o cultivada de la invencion, la célula mucosal se puede
obtener, por ejemplo, de un tejido u 6érgano del tubo digestivo de un sujeto. La célula mucosal se puede transfectar
entonces con el transgén mediante técnicas de acido nucleico convencionales, y se puede propagar. Por ejemplo, se
pueden aislar células madre intestinales y después se pueden cultivar y transfectar in vitro (Booth, C. et al., Exp. Cell
Res. 241:359 (1999); Kawaguchi, A.L. et al., J. Pediatr. Surg. 33:559 (1998)). Las células que contienen o expresan
el transgén se pueden identificar usando métodos convencionales, tales como transferencias Southern, Northern o
Western, solas o en combinacion con seleccion usando un marcador seleccionable. Las células transformadas se
pueden reintroducir entonces (transplantar/implantar) en el mismo tejido o uno diferente del mismo sujeto o uno
diferente del que se obtuvieron originalmente.

Si se desea, las células endocrinas mucosales diana pueden contener multiples transgenes (es decir, dos 0 mas).
De esta manera, la expresion de diferentes proteinas codificadas por los transgenes puede proporcionar un efecto
aditivo o sinérgico y, a su vez, un beneficio terapéutico superior a la expresion de cualquier proteina sola. Ademas, si
los dos transgenes estan enlazados a diferentes elementos de control de la expresion, o si la secrecion de los dos
polipéptidos codificados esta regulada por diferentes sefiales o estimulos (por ejemplo, dos nutrientes diferentes),
las proteinas se pueden producir independientemente una de la otra o en combinacién (cuando se proporcionan
ambos nutrientes diferentes). Por ejemplo, se pueden construir dos transgenes, uno que codifica GLP-1 y el otro que
codifica insulina, en los que la produccion esta controlada por dos sefiales diferentes, tales como glucosa y un
farmaco, respectivamente. La glucosa estimula la produccion de GLP-1 (ya sea estimulando la transcripcion o la
secrecion, como se explica en la presente memoria), mientras que el farmaco estimula la produccion de insulina (ya

14




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374061 T3

sea estimulando la transcripcién o la secrecion, como se explica en la presente memoria). La adicion del farmaco
para estimular la produccién de insulina (nuevamente, ya sea estimulando la transcripcién o la secrecién) y la
adicion de glucosa pueden estimular la produccién de GLP-1; mayores cantidades de farmaco o de glucosa podrian
inducir incluso mayores cantidades de produccién de insulina o de GLP-1. La produccion tanto de insulina como de
GLP-1 por adicion del farmaco con una comida (que contiene glucosa) puede proporcionar un efecto terapéutico
incluso mayor, especialmente para sujetos que sufren, por ejemplo, diabetes aguda. En consecuencia, la invencion
incluye ademas células mucosales que contienen multiples transgenes, y métodos para producirlos y usarlos.

De este modo, segun la invencion, se proporciona una célula o células mucosales que producen una proteina
regulable por un nutriente, en las que la expresién de la proteina es conferida por un transgén que comprende un
elemento de control de la expresion en enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica la proteina. En
una realizacion, la célula mucosal es una célula endocrina (por ejemplo, una célula K). En otra realizacion, la célula
mucosal es una célula no endocrina. En todavia otra realizacion, la célula mucosal es una célula madre, o una célula
progenitora multipotente o pluripotente. En una realizacién adicional, el elemento de control de la expresion confiere
expresion regulable por un nutriente. En un aspecto, el elemento regulable por un nutriente comprende un promotor
endocrino del intestino (por ejemplo, un promotor de GIP). En todavia otra realizacion, el nutriente incrementa la
secrecion de una proteina codificada por el acido nucleico. En todavia otra realizacion, el acido nucleico codifica un
polipéptido terapéutico (por ejemplo, insulina, leptina, péptido 1 similar a glucagon, péptido 2 similar a glucagon, un
antagonista de glucagon, colecistocinina, una hormona del crecimiento, un factor de coagulacién, un anticuerpo,
entre otros). En todavia otra realizacién, la célula mucosal incluye dos o mas transgenes.

Los polinucledtidos, que incluyen un elemento de control de la expresion, en enlazamiento operativo con un &cido
nucleico, se pueden introducir para la expresiéon estable en células de un organismo completo. Tales organismos,
incluyendo animales transgénicos, son utiles para estudiar el efecto de la produccion de la proteina mucosal en un
animal completo, y el beneficio terapéutico. Por ejemplo, como se describe en la presente memoria, la produccion de
insulina en el intestino de un ratén transgénico protege al animal de desarrollar diabetes y de intolerancia a la
glucosa tras la destruccion de las células B pancreaticas. Las razas de ratones que desarrollan o son susceptibles de
desarrollar una enfermedad particular (por ejemplo, diabetes, trastornos degenerativos, cancer, etc.) también son
utiles para introducir proteinas terapéuticas como se describe en la presente memoria con el fin de estudiar el efecto
de la expresiéon de la proteina terapéutica en el ratdon susceptible a la enfermedad. Los modelos de animales
transgénicos y genéticos que son susceptibles a una enfermedad particular o condiciones fisiolégicas son conocidos
en la técnica, y son dianas apropiadas para expresar proteinas terapéuticas en el intestino.

De este modo, segun la invencion, se proporcionan animales transgénicos no humanos que producen una proteina
en tejido mucosal, producciéon de origen no natural en tejido mucosal del animal, produccién conferida por un
transgén presente en células somaticas o germinativas del animal. En una realizacion, el transgén comprende un
polinucledtido, que incluye un elemento de control de la expresidn, en enlazamiento operativo con un acido nucleico
que codifica un polipéptido terapéutico (por ejemplo, insulina, leptina, GLP-1, GLP-2, grelina, CCK, un antagonista
de glucagdn, una hormona del crecimiento, un factor de coagulacién, un anticuerpo, entre otros). En otra realizacion,
el animal transgénico es un ratén. En aun otra realizacién, la expresion del polipéptido terapéutico en el tejido
mucosal del animal es sensible a un nutriente. En todavia otra realizacion, la secrecion del polipéptido terapéutico en
el tejido mucosal aumenta por un nutriente. En una realizacion adicional, la expresion del polipéptido terapéutico en
tejido mucosal aumenta por un nutriente (es decir, el elemento de control de la expresion que controla la expresion
de insulina comprende un elemento inducible por un nutriente). En una realizacion adicional, el elemento regulable
por un nutriente comprende un promotor inducible por glucosa (por ejemplo, un promotor del polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa). En realizaciones adicionales, el tejido mucosal es un tejido u érgano del
tubo digestivo (por ejemplo, intestino) o intestino, e incluye células endocrinas. En una realizaciéon adicional, se
proporcionan células aisladas de los animales transgénicos de la invencion que expresan el polipéptido terapéutico.

La expresion “animal transgénico” se refiere a un animal cuyas células de estirpe somatica o germinativa poseen
informaciéon genética recibida, directa o indirectamente, mediante manipulacién genética deliberada a nivel
subcelular, tal como mediante microinyeccion o infeccion con virus recombinante. El término “transgénico” incluye
ademas células o tejidos (es decir, “célula transgénica”, “tejido transgénico”) obtenidos de un animal transgénico
manipulado genéticamente como se describe en la presente memoria. En el presente contexto, un “animal
transgénico” no engloba animales producidos mediante cruzamiento clasico o fertilizacién in vitro, sino mas bien
representa animales en los que una o varias células reciben una molécula de acido nucleico. Los animales
transgénicos de la invenciéon pueden ser heterocigotos u homocigotos con respecto al transgén. Los métodos para
producir animales transgénicos, incluyendo ratones, ovejas, cerdos y ranas, son bien conocidos en la técnica
(véanse, por ejemplo, las patentes US n° 5.721.367, 5.695.977, 5.650.298, y 5.614.396), y, como tales, se incluyen
adicionalmente.

Segun la invencidn, se proporcionan métodos para tratar un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, un trastorno
tratable produciendo una proteina terapéutica en un tejido mucosal. En una realizacién, un método de la invencién
incluye poner en contacto células de tejido mucosal en el sujeto, transformadas con un polinucleétido (in vitro, ex
vivo o in vivo) que comprende un elemento de control de la expresion en enlazamiento operativo con un acido
nucleico que codifica la proteina terapéutica, con un nutriente que induce la produccion de la proteina en una
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cantidad efectiva para tratar el trastorno. En otra realizacion, un método de la invencion incluye producir una proteina
terapéutica en un tejido mucosal del sujeto implantando una o varias células mucosales transformadas (in vitro o ex
vivo) que producen la proteina en el tejido del sujeto en una cantidad efectiva para tratar el trastorno.

Los trastornos tratables mediante un método de la invencién incluyen una afeccidon hiperglucémica, tal como
diabetes insulinodependiente (tipo 1) o insulinoindependiente (tipo 2), asi como estados o trastornos fisiolégicos
asociados con o que resultan de la afeccion hiperglucémica. De este modo, las afecciones hiperglucémicas tratables
mediante un método de la invencion también incluyen un cambio histopatoldgico asociado con hiperglucemia crénica
0 aguda (por ejemplo, diabetes). Los ejemplos particulares incluyen degeneracion del pancreas (destruccion de
células B), calcificacion de los tubulos renales, degeneraciéon del higado, dafio ocular (retinopatia diabética), pie
diabético, ulceraciones en la mucosa tal como boca y encias, hemorragia excesiva, coagulacion sanguinea o
curacion de heridas retrasadas, y riesgo incrementado de cardiopatia isquémica, apoplejia, insuficiencia venosa
periférica, dislipidemia, hipertension y obesidad.

De este modo, en diversos métodos de la invencion, una célula mucosal que produce insulina o una subsecuencia
funcional de insulina en respuesta a la glucosa es util para incrementar la insulina, disminuir la glucosa, mejorar la
tolerancia a la glucosa, tratar una afeccion hiperglucémica (por ejemplo, diabetes), o para tratar trastornos
fisiolégicos asociados con o que resultan de una afeccion hiperglucémica. Tales trastornos incluyen, por ejemplo,
neuropatia diabética (auténoma), nefropatia (dafo renal), infecciones de la piel y otros trastornos cutaneos, curacion
lenta o retrasada de lesiones o heridas (por ejemplo, la que conduce a antrax diabético), dafio ocular (retinopatia,
cataratas) que conduce a ceguera, pie diabético, y periodontitis acelerada. Tales trastornos incluyen también un
mayor riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica, apoplejia, insuficiencia venosa periférica, dislipidemia,
hipertension y obesidad.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “hiperglucémica” o “hiperglucemia”, cuando se usa en
referencia a una afeccion de un sujeto, significa un nivel transitorio o cronico anormalmente elevado de glucosa
presente en la sangre de un sujeto. La afeccion puede estar provocada por un retraso en la metabolizaciéon o
absorcion de la glucosa, de manera que el sujeto presenta intolerancia a la glucosa o un estado de glucosa elevada
no encontrado tipicamente en sujetos normales (por ejemplo, en sujetos subdiabéticos intolerantes a la glucosa con
riesgo de desarrollar diabetes, o en sujetos diabéticos). Los niveles de glucosa plasmatica en ayunas (FPG) para
normoglucemia son inferiores a aproximadamente 110 mg/dl; para metabolismo alterado de la glucosa, entre
aproximadamente 110 y 126 mg/dl; y para diabéticos, superior a aproximadamente 126 mg/dlI.

Los trastornos tratables produciendo una proteina en un tejido mucosal también incluyen obesidad o una masa
corporal indeseable. La leptina, colecistocinina y GLP-1 disminuyen el hambre, incrementan el gasto de energia,
inducen pérdida de peso, o proporcionan homeostasis normal de la glucosa. De este modo, en diversas
realizaciones, un método de la invencién para tratar obesidad o una masa corporal indeseable, o hiperglucemia,
incluye poner en contacto células del tejido mucosal, que tienen un transgén que codifica leptina, colecistocinina o
GLP-1, con un nutriente para producir una proteina en una cantidad efectiva para tratar obesidad o una masa
corporal indeseable. Los trastornos tratables también incluyen los asociados tipicamente con obesidad, por ejemplo
LDL sérico/plasmatico anormalmente elevado, VLDL, triglicéridos, colesterol, formacion de placas que conduce a un
estrechamiento o bloqueo de los vasos sanguineos, aumento del riesgo de hipertension/apoplejia, cardiopatia
isquémica, etc.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “obeso” u “obesidad” se refiere a un sujeto que tiene al menos
un incremento del 30% en la masa corporal en comparacion con un sujeto normal de la misma edad y género. “Masa
corporal indeseable” se refiere a sujetos que tienen 1%-29% mas masa corporal que un sujeto normal equiparable,
asi como sujetos que son normales con respecto a la masa corporal pero que desean disminuir o evitar un
incremento en su masa corporal.

El término “sujeto” se refiere a un animal. Tipicamente, el animal es un mamifero; sin embargo, cualquier animal que
tenga tejido mucosal, tal como intestino, esta englobado por el término. Los ejemplos particulares de mamiferos son
primates (seres humanos), perros, gatos, caballos, vacas, cerdos, y ovejas. Los sujetos incluyen los que tienen un
trastorno, por ejemplo un trastorno hiperglucémico, tal como diabetes, o sujetos que no tienen ningun trastorno pero
pueden estar en riesgo de desarrollar el trastorno, por ejemplo sujetos subdiabéticos que tienen niveles de FPG
entre aproximadamente 110 y 126 mg/dl. Los sujetos en riesgo de desarrollar un trastorno incluyen, por ejemplo,
aquellos cuya dieta puede contribuir a o estar asociada con el desarrollo de diabetes u obesidad, asi como los que
pueden tener un antecedente familiar o predisposicidon genética al desarrollo de la diabetes u obesidad. Los sujetos
también incluyen sujetos aparentemente normales, por ejemplo los que desean perder peso pero no se considera
que son obesos o tienen una masa corporal superior a la normal.

En la Tabla 3 se muestra una lista parcial de proteinas terapéuticas y enfermedades diana.
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Tabla 3
COMPUESTOS ENFERMEDAD FUNCION EFECTO TERAPEUTICO
PRINCIPALES DIANA
Insulina Diabetes Sustitucion de insulina Mejora la tolerancia a la glucosa
Retrasa/previene la diabetes
Antagonistas de glucagon | Diabetes Reduce la produccién de Mejora la tolerancia a la glucosa
glucosa enddgena
GLP-1 Diabetes Estimula el crecimiento de | Mejora la tolerancia a la glucosa
Obesidad células B, mejora la Induce pérdida de peso
sensibilidad a insulina,
suprime el apetito
Leptina Obesidad Supresion del apetito y Induce pérdida de peso
Diabetes mejora de la sensibilidad a | Mejora la tolerancia a la glucosa
insulina
CCK Obesidad Supresion del apetito Induce pérdida de peso
Hormona del crecimiento Deficiencias de GH, Sustitucion de GH Mejora el crecimiento
(GH) desgaste y
antienvejecimiento
Factores de coagulacién Hemofilia Sustitucion de factores de | Mejora el tiempo de coagulacion
coagulacién
Anticuerpos monoclonales | Infecciones Neutralizacién de Evita infecciones o rechazos de
humanos terapéuticos Canceres patégenos o modulaciones | transplantes
inmunitarias

El tratamiento generalmente da como resultado la reduccién o prevencion de la gravedad o sintomas de la afeccion
en el sujeto, es decir, una mejora en el estado del sujeto o un “efecto terapéutico”. Por lo tanto, el tratamiento puede
reducir la gravedad o prevenir uno o varios sintomas de la afeccion o un trastorno asociado, inhibir la progresion o
empeoramiento de la afeccion o un trastorno asociado, y en algunos casos invertir la afeccion o un trastorno
asociado. De este modo, en el caso de una afeccion hiperglucémica, por ejemplo, el tratamiento puede reducir la
glucemia, mejorar la tolerancia a la glucosa, proporcionar homeostasis normal de la glucosa, o prevenir, mejorar o
invertir un cambio histopatolégico asociado con o que resulta de la afeccién hiperglucémica.

La mejora de un cambio histopatolégico asociado con una afeccién hiperglucémica incluye, por ejemplo, prevenir
ademas o reducir la calcificacion de los tubulos renales, disminuir o detener la retinopatia o cataratas, disminuir el
tiempo de curacion de heridas o lesiones, reducir el pie diabético, prevenir o reducir periodontitis acelerada, o
disminuir el riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica, apoplejia, insuficiencia venosa periférica, dislipidemia,
hipertensién y obesidad. La mejora en la obesidad puede incluir, por ejemplo, una reducciéon de la masa corporal o
una mejora en un trastorno asociado, tal como una disminucién en los niveles de colesterol, LDL o VLDL, una
disminucion en la tension arterial, una disminuciéon en el engrosamiento de la intima de los vasos sanguineos
asociado con una dieta rica en grasas, una disminucion en la frecuencia cardiaca en reposo, un incremento en la
capacidad pulmonar, etc. La mejora en un trastorno hemorragico, tal como hemofilia, puede incluir, por ejemplo, un
menor tiempo de coagulacién o frecuencia/duracion de los episodios hemorragicos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “mejorar” significa una mejora en la afeccion del sujeto, una
reduccion en la gravedad de la afeccion, o una inhibicién de la progresiéon o empeoramiento de la afeccion. En el
caso de una afeccidn hiperglucémica (por ejemplo, diabetes), por ejemplo, una mejora puede ser una disminucién en
la glucemia, un incremento en la insulina, una mejora en la tolerancia a la glucosa, u homeostasis de la glucosa. Una
mejora en la afeccion hiperglucémica también puede incluir funcién pancreatica mejorada (por ejemplo, inhibe o
previene la destruccion de células B de los islotes), una disminucién en una patologia asociada con o que resulta de
la afeccién, tal como una mejora en la histopatologia de un tejido u 6rgano afectado, como se expone en la presente
memoria. En el caso de obesidad, por ejemplo, una mejora puede ser una disminucién en la ganancia de peso, una
reduccion de la masa corporal, o una mejora en las afecciones asociadas con obesidad, como se expone en la
presente memoria (por ejemplo, reduccién de la glucemia, niveles de colesterol, LDL o VLDL, una disminucioén en la
tension arterial, una disminuciéon en el engrosamiento de la intima de los vasos sanguineos, etc.). En el caso de
hemofilia u otros trastornos de la coagulacién/hemorragia de la sangre, una mejora puede reducir la frecuencia o
duracion de los episodios de sangrado o de la hemorragia. Igualmente, las mejoras incluyen trastornos crénicos
asociados con trastornos asociados con la coagulacion/hemorragia de la sangre, tales como una reduccion en los
problemas neurolégicos, dafio incapacitante de los tejidos y articulaciones, por ejemplo.

Las dosis o “cantidad efectiva” para tratar un sujeto son preferiblemente suficientes para mejorar uno, varios o todos
los sintomas de la afeccidén, en un grado medible o detectable, aunque la prevencién o inhibicién de la progresion o
empeoramiento del trastorno o enfermedad, o un sintoma, es un resultado satisfactorio. De este modo, en el caso de
una afeccion o trastorno tratable produciendo una proteina en un tejido mucosal, la cantidad de proteina producida,
o célula o células transplantadas, suficiente para mejorar una afeccion tratable mediante un método de la invencién,
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dependera de la afeccién y del resultado deseado, y se puede averiguar facilmente por una persona experta. Las
cantidades apropiadas dependeran de la afeccidn tratada, del efecto terapéutico deseado, asi como del sujeto
individual (por ejemplo, la biodisponibilidad en el sujeto, género, edad, etc.). Por ejemplo, una restauracién parcial de
la homeostasis normal de la glucosa en un sujeto puede reducir la frecuencia de la inyeccion de insulina, incluso
aunque no se haya producido la liberacion completa de las inyecciones de insulina.

La cantidad efectiva se puede averiguar midiendo efectos fisioldgicos relevantes. Por ejemplo, en el caso de
diabetes u otra afeccion hiperglucémica, se puede usar una disminucion en la glucemia o una mejora en el ensayo
de tolerancia a la glucosa para determinar si la cantidad de insulina, o célula o células que expresan insulina
transplantadas en la mucosa del animal, es efectiva para tratar la afeccidén hiperglucémica. Por ejemplo, una
cantidad que reduzca FPG de 126 mg/dl a 120, 115, 110, o menos, es una cantidad efectiva. En el caso de obesidad
0 una masa corporal indeseable, una disminucién en la masa del sujeto, una disminuciéon en el tamafio de las
comidas o en el contenido caldrico de una comida, un aumento de la saciedad para un tamafo dado de comida, y
las disminuciones en los niveles séricos/plasmaticos de lipido, colesterol, acidos grasos, LDL o VLDL, pueden ser
cantidades efectivas para mejorar la obesidad o una masa corporal indeseable de un sujeto. En el caso de hemdfilia,
una cantidad efectiva es una cantidad que reduce el tiempo de coagulacion o la frecuencia o duracidn de episodios
hemorragicos en un sujeto.

Los métodos de la invencion para tratar un sujeto son aplicables para la profilaxis para prevenir una afeccién en un
sujeto, tal como una afeccion hiperglucémica o un trastorno asociado, o el desarrollo de obesidad o una masa
corporal incrementada. Como alternativa, los métodos se pueden poner en practica siguiendo el tratamiento de un
sujeto como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, tras el tratamiento y una reducciéon de la masa
corporal hasta el peso deseado, se pueden producir periddicamente leptina, GLP-1 o CCK mediante las células
mucosales, como se describe en la presente memoria, con el fin de suprimir el apetito, disminuir el consumo de
comidas, etc., manteniendo de este modo el peso corporal deseado.

Los métodos de la invencion para tratar un sujeto también se pueden suplementar con otras formas de terapia. Las
terapias suplementarias incluyen tratamiento con farmacos, un cambio en la dieta (bajo contenido de azucar, grasas,
etc.), reseccion quirargica, transplante, radioterapia, etc. Por ejemplo, se puede usar un método de la invencién para
tratar una afeccion hiperglucémica en combinacién con farmacos u otras formulaciones farmacéuticas que
incrementan la insulina o reducen la glucosa en un sujeto. Los farmacos para tratar diabetes incluyen, por ejemplo
biguanidas y sulfonilureas (por ejemplo, tolbutamida, clorpropamida, acetohexamida, tolazamida, dibenclamida y
glipicida). Los farmacos que suprimen el apetito también son bien conocidos, y se pueden usar en combinacion con
los métodos de la invencion. Las terapias suplementarias se pueden administrar antes, contemporaneamente o tras
los métodos de tratamiento de la invencion. El experto puede averiguar facilmente las terapias que se pueden usar
en un régimen en combinacién con los métodos de tratamiento de la invencion.

Como un método de la invencién puede incluir el suministro in vivo, tal como un polinucleétido que comprende un
elemento de control de la expresidon en enlazamiento operativo con un acido nucleico en células mucosales de un
sujeto, con el fin de producir una proteina codificada en el sujeto, por ejemplo, los sistemas de expresion incluyen
ademas vectores disefiados especificamente para el suministro in vivo. Se han desarrollado vectores que
suministran eficientemente genes a las células del tubo digestivo (por ejemplo, células madre), y se contemplan para
uso en el suministro de los polinucleétidos en células mucosales (véanse, por ejemplo, las patentes
US n° 5.821.235, n® 5.786.340 y n° 6.110.456; Croyle, M.A. et al., Gene Ther. 5:645 (1998); Croyle, M.A. et al.,
Pharm. Res. 15:1348 (1998); Croyle, M.A. et al., Hum. Gene Ther. 9:561 (1998); Foreman, P.K. et al., Hum. Gene
Ther. 9:1313 (1998); Wirtz, S. et al., Gut 44:800 (1999)). Los vectores adenoviricos y viricos adenoasociados,
adecuados para terapia génica, se describen en las patentes US n°® 5.700.470, n° 5.731.172 y n°® 5.604.090. Los
vectores adicionales adecuados para terapia génica incluyen vectores del virus del herpes simple (véase, por
ejemplo, la patente US n° 5.501.979), vectores retroviricos (véanse, por ejemplo, las patentes US n°® 5.624.820,
n®5.693.508 y n® 5.674.703; y los documentos WO 92/05266 y WO 92/14829), vectores del virus del papiloma
bovino (BPV) (véase, por ejemplo, la patente US n°® 5.719.054), vectores a base del CMV (véase, por ejemplo, la
patente US n° 5.561.063) y los vectores de parvovirus, rotavirus y virus de Norwalk. Los vectores lentiviricos son
Utiles para infectar células en division asi como células que no estan en division (véase, por ejemplo, la patente
US n° 6.013.516).

La introduccion in vitro, ex vivo e in vivo de acido nucleico y polipéptido también se puede lograr usando otras
técnicas. Por ejemplo, un polinucledtido que comprende un elemento de control de la expresion en enlazamiento
operativo con un acido nucleico que codifica una proteina se puede incorporar en particulas o una sustancia
polimérica, tal como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogel, polivinilpirrolidona, etileno-acetato de vinilo,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina, o copolimeros de lactida/glicolida, copolimeros de
polilactida/glicolida, o copolimeros de etileno-acetato de vinilo. Un polinucleétido se puede atrapar en microcapsulas
preparadas mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo mediante el uso de
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o de gelatina, o microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente,
en un sistema de suministro de farmaco coloidal. Los sistemas de dispersion coloidal incluyen complejos
macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, perlas, y sistemas a base de lipidos, incluyendo emulsiones de
agua en aceite, micelas, micelas mixtas, y liposomas. El uso de liposomas para introducir diversas composiciones,
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incluyendo polinucledtidos, es conocido por los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, las patentes
US n° 4.844.904, n° 5.000.959, n°® 4.863.740, y n° 4.975.282). Un vehiculo que comprende un polimero natural, o un
derivado o un hidrolizado de un polimero natural, descrito en el documento WO 94/20078 y en la patente
US n° 6.096.291, es adecuado para el suministro mucosal de moléculas, tales como polipéptidos y polinucleétidos.
También son conocidos los lipidos catiénicos anfifilicos a base de piperazina, Utiles para la terapia génica (véase,
por ejemplo, la patente US n°® 5.861.397). También se conocen los sistemas de lipidos catiénicos (véase, por
ejemplo, la patente US n° 5.459.127). En consecuencia, se pueden lograr y se contemplan medios vectoriales
(viricos y no viricos, por ejemplo, ADN desnudo) y no vectoriales de suministro en células o tejido mucosales, in
vitro, in vivo y ex vivo.

Puesto que los métodos de la invencion pueden incluir la puesta en contacto de una célula o células mucosales
presentes en un sujeto con un polinucledtido, la presente invencion también proporciona formulaciones
“farmacéuticamente aceptables” o “fisioldgicamente aceptables” en las que se incluye un transgén o un polipéptido
terapéutico. Tales formulaciones se pueden administrar ex vivo o in vivo a un sujeto, por ejemplo con el fin de poner
en practica los métodos de tratamiento de la invencion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones “farmacéuticamente aceptables” y “fisiolégicamente
aceptables” se refieren a vehiculos, diluyentes, excipientes y similares que se pueden administrar a un sujeto,
preferiblemente sin producir efectos secundarios adversos excesivos (por ejemplo, nausea, dolor abdominal,
cefaleas, etc.). Tales preparaciones para administracion incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles
acuosas 0 No acuosas.

Las formulaciones farmacéuticas se pueden obtener a partir de vehiculos, diluyentes, excipientes, disolventes,
medios de dispersién, revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y que retrasan la
absorcion, y similares, compatibles con la administracion a un sujeto. Tales formulaciones pueden estar contenidas
en un comprimido (revestido o no revestido), capsula (dura o blanda), microperla, emulsién, polvo, granulo, cristal,
suspension, jarabe o elixir. También pueden estar presentes compuestos activos suplementarios y conservantes,
entre otros aditivos, por ejemplo agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y
similares.

Una formulacion farmacéutica se puede formular para que sea compatible con la ruta pretendida de administracion.
De este modo, las formulaciones farmacéuticas incluyen vehiculos, diluyentes o excipientes adecuados para la
administracion mediante rutas que incluyen la intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, ingestion
o inhalacién), intravenosa, intracavidad, intracraneal, transdérmica (topica), parenteral, por ejemplo transmucosal y
rectal.

Las disoluciones o suspensiones usadas para la aplicacién parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir lo
siguiente: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, disolucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o
metilparabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como acido
etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para ajustar la tonicidad,
tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o
hidréxido sédico. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringuillas desechables o viales de
multiples dosis hechos de vidrio o de plastico.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles
(cuando sean solubles en agua), o polvos estériles para la preparacién extemporanea de disoluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracién intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen disolucién
salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ), o disolucién salina tamponada con
fosfato (PBS). El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y propilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos.
La fluidez se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio requerido de particulas en el caso de la dispersion, y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencién de la accion de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo parabenos, clorbutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares. En la composicién se
pueden incluir agentes isotdnicos, por ejemplo azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, cloruro de sodio.
La absorcion prolongada de formulaciones inyectables se puede lograr incluyendo un agente que retrasa la
absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio o gelatina.

Para administracion oral, una composicion se puede incorporar con excipientes y se puede usar en forma de
comprimidos, trociscos, o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. En las formulaciones orales se pueden incluir
agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes. Los comprimidos, pastillas,
capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de
naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal
como almidén o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante
tal como estearato de magnesio o Sterotes; un agente de deslizamiento, tal como diéxido de silicio coloidal; un
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agente edulcorante tal como sacarosa 0 sacarina; o un agente saborizante tal como menta piperita, salicilato de
metilo, o un sabor.

Las formulaciones también pueden incluir vehiculos para proteger la composicion frente a la degradacion o
eliminacion rapida del organismo, tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes y
sistemas de suministro microencapsulados. Por ejemplo, se puede emplear un material de retraso en el tiempo, tal
como monoestearato de glicerilo o estearato de glicerilo, solo o en combinacioén con una cera.

Las formulaciones adicionales incluyen particulas biodegradables o biocompatibles o una sustancia polimérica tal
como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogel, polivinilpirrolidona, polianhidridos, poliacido glicdlico, etileno-acetato de
vinilo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina, o copolimeros de lactida/glicolida, copolimeros de
polilactida/glicolida, o copolimeros de etileno-acetato de vinilo, con el fin de controlar el suministro de una
composicién administrada. Los métodos para la preparacion de tales formulaciones seran manifiestos para los
expertos en la técnica. Los materiales también se pueden obtener comercialmente, por ejemplo, de Alza Corporation
y Nova Pharmaceuticals, Inc.

La velocidad de liberacion de una composicion se puede controlar alterando la concentracion o composicion de tales
macromoléculas. Por ejemplo, la composicién se puede atrapar en microcapsulas preparadas mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo mediante el uso de microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o de gelatina o microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, o en un sistema
de suministro de farmaco coloidal. Los sistemas de dispersion coloidales incluyen complejos macromoleculares,
nanocapsulas, microesferas, microperlas, y sistemas a base de lipidos, incluyendo emulsiones de aceite en agua,
micelas, micelas mixtas, y liposomas. Estos se pueden preparar segun métodos conocidos por los expertos en la
técnica, por ejemplo como se describe en la patente US n°® 4.522.811.

Formulaciones farmacéuticas adicionales apropiadas para la administraciéon son conocidas en la técnica y son
aplicables en los métodos y composiciones de la invencion (véanse, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences (1990) 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA; The Merck Index (1996) 122 ed., Merck Publishing
Group, Whitehouse, NJ; y Pharmaceutical Principles of Solid Dosage Forms, Technonic Publishing Co., Inc.,
Lancaster, Pa., (1993)).

El moco o forro endotelial del tejido mucosal se puede eliminar o de otro modo preparar antes de la administracion
usando, por ejemplo, penetrantes u otros potenciadores de la penetracién de la barrera. Tales penetrantes
apropiados para la barrera a permear son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para
administracion transmucosal, incubacioén con N-acetil-cisteina (Nakanishi et al. Chem Pharm Bull (Tokyo) 40:1252
(1992), Meaney y O’Driscoll Eur J Pharm Sci. 8:167 (1999)); hidrdlisis de mucinas intestinales mediante proteina
Sigma 1 purificada y particulas subviricas infecciosas (Bisaillon et al. J Mol Biol. 286:759(1999)); desializacién
(Slomiany et al. Gen Pharmacol. 27:761 (1996); (Hirmo et al. FEMS Immunol Med Microbiol. 20:275 (1998));
desulfuracién mediante H. pylori glucosulfatasa (Slomiany et al. Am J Gastroenterol. 87:1132 (1992)); desializacion
mediante neuraminidasa (Hanski et al. Cancer Res. 51:5342 (1991)); ruptura de enlaces de disulfuro mediante f-
mercaptoetanol (Gwozdzinski et al. Biochem Int. 17:907 (1988)); desglucosilacion con exoglucosidasas especificas
tales como fucosidasa, B-galactosidasa, N-acetil-galactosaminidasa, p-N-acetil hexosaminidasa, y neuraminidasa
(Slomiany et al. Biochem Biophys Res Commun. 142:783 (1987)); eliminacion de acido mediante HCI 0,4 N (Ruggieri
et al. Urol Res. 12:199 (1984), Davis C.P. y Avots-Avotins A.E. Scan Electron Microsc. (Pt 2):825-30 (1982), Parsons
et. al. Am J Pathol. 93:423 (1978)), entre otros. La administracion mucosal se puede lograr mediante el uso de
pulverizaciones nasales o supositorios. Para la administracion mediante inhalacion, la formulacion se puede
suministrar via una bomba o un pulverizador de aerosol desde un dispensador o recipiente a presidon que contiene
un propelente adecuado, por ejemplo un gas tal como diéxido de carbono, o un nebulizador.

El numero de células madre se puede incrementar mediante exposicion a agentes citotdxicos y factores de
crecimiento. Por ejemplo, la irradiacion del intestino delgado aumenta el niumero de células clonogénicas/células
madre (Roberts S.A. Radiat. Res. 141:303 (1995); Cai W.B. et. al. Intl. J. Radiat. Biol. 71:145 (1997)). Ademas, se ha
demostrado que el tratamiento con GLP-2, factor de crecimiento epidérmico, TGF-a, factores de crecimiento
similares a insulina, interleucinas, entre otros, promueve el crecimiento de células mucosales (Potten C.S. Int. J.
Exp. Path 78:219 (1997)). De esta manera, se pueden producir células diana adicionales, incrementando de este
modo la eficiencia de la transformacion y la produccion regulada subsiguiente de proteina mediante las células
transformadas.

Para suministrar la formulacion a diversas partes del intestino de un sujeto, se pueden usar endoscopios, canulas,
tubos de intubacién, catéteres, y similares. Esto permite el suministro efectivo y el envio de vectores a areas
particulares del intestino.

Excepto que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el que se entiende habitualmente por un experto normal en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque en la practica o en el ensayo de la presente invencion se pueden usar métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria, se describen en este caso métodos y materiales
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adecuados.

Todas las publicaciones, patentes y otras referencias citadas en la presente memoria se incorporan como referencia
en su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las formas singulares “un”, “y”, y “el” incluyen los referentes plurales
excepto que el contexto indique claramente otra cosa. De este modo, por ejemplo, la referencia a “una célula
mucosal” incluye una pluralidad de tales células, y la referencia a “un polinucleétido que comprende un elemento de
control de la expresion en enlazamiento operativo con un acido nucleico” incluye la referencia a uno o varios de tales
constructos, etc.

Se ha descrito un nimero de realizaciones de la invencion. No obstante, se entendera que se pueden hacer diversas
modificaciones sin separarse del espiritu ni del alcance de la invencion. En consecuencia, los siguientes ejemplos
estan destinados a ilustrar pero no limitar el alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

Ejemplo |

Este ejemplo describe el establecimiento de una estirpe de célula endocrina del intestino, util para estudiar la
produccién regulada de insulina y para dirigir la expresion de insulina in vivo. Este ejemplo también describe la
construccién de un vector de expresion génica de insulina humana.

Se establecid una estirpe celular que expresa GIP para investigar si el promotor de GIP es efectivo dirigiendo la
expresion del gen de insulina hacia células K. Esta estirpe celular se cloné a partir de la estirpe de célula intestinal
murina STC-1, una poblacion mixta de células endocrinas del intestino (Rindi et. al., Am. J. Pathol. 136:1349 (1990)).
Las células K en la poblacion mixta se identificaron visualmente mediante transfeccion de un plasmido de expresion
de la proteina fluorescente verde llevada a cabo por el promotor de ~2,5 Kb de la GIP de rata. El promotor de GIP de
rata se obtuvo a partir de una libreria ADASH gendmica de rata (Stratagene) mediante hibridacion en placas con un
clon de ADNc de GIP de rata como se describe previamente (Boylan et. al., J. Biol. Chem. 273:17438 (1997)), y se
subclond en el plasmido pEGFP-1 carente de promotor (Clontech). El vector informador resultante se transfecté en
células STC-1 (D. Drucker, Universidad de Toronto) usando Lipofectamina (GIBCO). Las células se dispersaron con
tripsina/EDTA, y las células fluorescentes que expresan EGFP se recogieron a dos manos y se colocaron en
capsulas individuales para la expansion clonal (figura 1).

Tras la expansion clonal de las células transitoriamente fluorescentes, los clones se analizaron para determinar la
expresion de ARNm de GIP mediante transferencia Northern. De forma breve, se aislé6 ARN total de células GTC-1y
STC-1 con Trizol (Gibco), segun las instrucciones del fabricante. EI ARN celular total (20 ug) de cada muestra se
separd electroforéticamente y se transfiri6 a una membrana de nailon. La hibridacion se llevdé a cabo con un
fragmento EcoR1 de 660 pb radiomarcado del ADNc de GIP de rata, que se cebé al azar con [(x-32P]dCTP. Tras la
hibridacion, las membranas se lavaron y se expusieron a pelicula de rayos X. El nivel de ARNm de GIP en un clon
(Células Tumorales de GIP; GTC-1) fue ~8 veces superior a en las células STC-1 heterogéneas progenitoras (FIG
2).

Con el fin de determinar si las células GTC-1 procesan correctamente preproinsulina genémica humana, se
transfectd en estas células un constructo de expresion de insulina en el que el gen de insulina estaba enlazado al
extremo 3’ del promotor de GIP de rata (FIG 3, GIP/Ins).

Para construir el plasmido de expresion de insulina humana/GIP, se insertd una porcién de ~2,5 Kb del promotor de
GIP de rata en pGLBH, como se explica anteriormente (Boylan et al., J. Biol. Chem. 273:17438 (1997)). EI ADNc de
insulina humana, que comprende ~1,6 Kb de la secuencia genémica que se extiende desde los nucleétidos 2127 a
3732, e incluye el sitio de poliadenilaciéon nativo, se corté de pBR322 (ATCC n° 57399) mediante digestion con
BamHI, y se ligo en el sitio de Bglll del constructo pGLBH que contiene GIP. El constructo de expresion se muestra
enlaFIG 3.

Se aislé ARN total a partir de células transfectadas con GIP/Ins y células no transfectadas e islotes humanos (Trizol,
GIBCO). Se transcribieron de forma inversa 5 ng del ARN aislado con un cebador oligo-dT usando transcriptasa
inversa Superscript | (GIBCO). Se amplificaron 2 ul del producto de ADNc con cebadores especificos para el gen de
preproinsulina humana (Cebador 1y 3, FIG 3). Los resultados indican que el transcrito de ARNm de preproinsulina
humana se proceso correctamente (figura 4, parte superior).

Cuando el constructo de GIP/Ins se transfectd en una estirpe de célula B (INS-1), en una estirpe celular hepatica
(HepG2) y en una estirpe celular de fibroblastos de rata (3T3-L1), se pudo detectar poco ARNm de preproinsulina
humana. Estas observaciones indican que el promotor de GIP es especifico de la célula, y es probable que sea
efectivo dirigiendo la expresion del transgén hacia células K in vivo.

Después se llevé a cabo el andlisis de transferencia Western de las células GTC-1, para determinar si estaban
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presentes enzimas de procesamiento para convertir proinsulina en insulina madura. De forma breve, las células
GTC-1 se lisaron en tampon de RIPA enfriado con hielo, y los sobrenadantes se evaluaron para determinar el
contenido de proteina total usando el método de Bradford. La proteina del lisado celular (50 pg) se fraccioné en 10%
de SDS-PAGE, y las proteinas fraccionadas se electrotransfirieron sobre membranas de nitrocelulosa y se incubaron
con anticuerpos policlonales que reconocen PC1/3 y PC2 (Dr. Iris Lindberg, Louisiana State Medical Center). Las
membranas se lavaron, se incubaron con antisuero anti-conejo de cabra acoplado a peroxidasa de rabano picante
(Amersham-Pharmacia), y se desarrollaron con un kit de deteccion de transferencia Western de
quimioluminiscencia. Los resultados indican que las proproteina convertasas requeridas para el procesamiento
correcto de proinsulina en insulina madura (PC1/3 y PC2; Steiner, D.F., Curr. Opin. Chem. Biol. 2:31 (1998)) se
expresaron en células GTC-1 (figura 4, parte inferior).

Para confirmar que la proinsulina se procesé apropiadamente, se midieron los niveles de insulina y de péptido C en
los medios de cultivo celular (figura 5). Tanto el péptido C como la insulina se detectaron en el medio de cultivo
recogido a partir de célula GTC-1 transfectada con el plasmido GIP/Ins. Este resultado indica que las células K
procesan proinsulina en insulina madura.

Para confirmar que la producciéon de insulina humana a partir de células GTC-1 transfectadas con el plasmido
GIP/Ins era regulable mediante glucosa, se ensayaron niveles de insulina en el medio de cultivo celular a diferentes
concentraciones de glucosa. De forma breve, células GTC-1 70-80% confluentes en placas de 12 pocillos se dejaron
en ayunas 2 h en DMEM con 1,0 mM de glucosa y 1% de suero fetal de ternera (FCS). Las células se lavaron y
después se incubaron en 0,5 ml de medio de liberacion (DMEM mas 1% de FCS con 1,0 6 10,0 mM de glucosa)
durante 2 h. El medio se recogié después de 2 horas para cada condicion, y se evalué usando el kit de ELISA para
insulina especifica de humanos, segun las instrucciones del fabricante (ALPCO). Ademas, la liberacion de insulina a
partir de estas células fue dependiente de la glucosa (FIG 6).

Ejemplo I
Este ejemplo describe ratones transgénicos que producen insulina en respuesta a la glucosa.

Usando el constructo de expresion de insulina humana GIP/Ins descrito en el Ejemplo I, el fragmento de GIP/insulina
(~4,1 Kb) se elimind mediante digestion con Hindlll. Se generaron ratones transgénicos mediante microinyeccion
pronuclear del transgén de ~4,1 Kb en embriones fertilizados que se implantaron en hembras pseudoprefadas. La
descendencia transgénica se identific6 mediante analisis de transferencia Southern. EI ADN procedente de
secciones de la oreja se digirio con Xhol y Pvull (FIG 3), se separé electroforéticamente, y se transfiri6 a membrana
de nailon. Para la deteccion del transgén, se amplificd un fragmento del gen de insulina humana de 416 pb que
comprende el intron 2 usando los cebadores 2 y 4 (FIG 3). El producto de la PCR se preparé como una sonda
marcando radiactivamente al azar con [a-SZP]dCTP, y las bandas se detectaron mediante autorradiografia. Los
resultados del analisis Southern se confirmaron adicionalmente mediante amplificacion por PCR del ADN gendmico
usando los cebadores 2 y 4. Los fundadores positivos se cruzaron con ratones FVB/N de tipo salvaje, para
establecer estirpes transgénicas (FIG 8).

Los tejidos de ratones transgénicos se examinaron para determinar la expresion de insulina. De forma breve, se
fracciond ARN total (50 ng) para cada uno de estdmago y duodeno, ileo, musculo, higado, bazo, rifién, grasa,
cerebro, pulmoén, corazén, vejiga y testiculo de ratén, y se transfirid a una membrana y se sondd con un fragmento
de ADNc de 333 pares de bases que engloba los exones 1y 2 y parte del exén 3 del gen de preproinsulina humana.
El analisis revel6 que la insulina se expresé en el estémago y el duodeno, pero no en el ileo, musculo, higado, bazo,
rifidn, grasa, cerebro, pulmén, corazoén, vejiga o testiculo procedentes de los animales transgénicos resultantes (FIG
9).

Para confirmar la produccion de insulina en el duodeno, se llevé a cabo un analisis de RT-PCR para ARNm de
insulina. De forma breve, se usaron los cebadores directo 5- CCAGCCGCAGCCTTTGTGA-3' e inverso 5'-
GGTACAGCATTGTTCCACAATG-3' especificos de proinsulina humana, y los cebadores directo 5'-
ACCACCAGCCCTAAGTGAT-3 e inverso 5-CTAGTTGCAGTAGTTCTCCAGC-3 especificos de proinsulina de
raton. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94°C durante 1 min., hibridacion a 50°C
durante 1 min., y extensién a 72°C durante 1 min. durante 45 ciclos. Los productos de la PCR se analizaron en un
gel de agarosa al 2%, y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio. Los conjuntos de cebadores
especificos de seres humanos y de ratén produjeron productos de 350 pb y 396 pb, respectivamente.

El ARN de insulina se detectd en la muestra de duodeno procedente de los ratones transgénicos, confirmando que
la insulina no fue debida a contaminacion del pancreas de ratéon adyacente (FIG 9). La localizacion celular de la
proteina insulina se determiné en biopsias tisulares de ratones transgénicos utilizando un anticuerpo frente a
insulina. La inmunorreactividad de la insulina se detectd en distintas células endocrinas en secciones del estomago
de animales transgénicos (FIG 10).

Los resultados mencionados anteriormente indican que la distribucion tisular de la expresién de insulina en animales
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transgénicos corresponde al patron de expresion tisular de GIP (Tseng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:1992
(1993); Yeung et al., Mol. Cell. Endocrinol. 154:161 (1999)).

Para determinar si las células que expresan insulina fueron células K, se analizaron tejidos para determinar la
inmunorreactividad con antisueros de GIP. De forma breve, los tejidos se fijaron toda la noche en disolucion de
Bouin, y se embebieron en parafina. Las secciones tisulares (5 um de grosor) se montaron en portaobjetos de vidrio.
Para la inmunohistoquimica, se usé el método del complejo de avidina-biotina con peroxidasa y diaminobencidina
como cromégeno. Las secciones se incubaron con anti-insulina de cobaya (1:500; Linco Research, Inc.) o anti-GIP
de raton (1:200; R. Pederson, University of British Columbia) durante 30 minutos, y con anticuerpos secundarios
apropiados durante 20 minutos a temperatura ambiente. Para la inmunohistoquimica se usaron anticuerpos
secundarios biotinilados, y para la inmunofluorescencia se usaron anticuerpos secundarios conjugados con
fluoresceina o con Cy3. Los resultados indican que las células que expresan insulina fueron células K debido a la
coexpresion de GIP inmunorreactiva (FIG 10). Estos resultados confirman que la produccién de insulina humana se
dirigié efectivamente a las células K en el intestino de ratones.

Ejemplo Il

Este ejemplo muestra que la produccion de insulina en ratones transgénicos proporciond homeostasis normal de la
glucosa y proteccion frente al desarrollo de diabetes. La produccién de insulina humana a partir de células K del
intestino de ratones transgénicos también esta regulada por las comidas. Este ejemplo también describe datos que
muestran que la produccién de insulina inducible por glucosa mediante los ratones transgénicos proporciona
homeostasis de la glucosa tras la destruccion de las células B pancreaticas.

Se llevé a cabo el andlisis de los niveles de insulina humana plasmatica en ratones transgénicos en respuesta a la
ingesta de alimento. De forma breve, los niveles de insulina plasmatica se midieron usando el kit de ELISA para
insulina especifica de seres humanos (ALPCO), segun las instrucciones del proveedor. Este ensayo tiene una
reactividad cruzada <0,01% con proinsulina humana y péptido C, y no detecta insulina de ratén. Las medidas del
péptido C plasmatico se realizaron con un kit de RIA para péptido C de rata/ratén (Linco). El ensayo no presenta
reactividad cruzada con el péptido C humano.

En muestras plasmaticas reunidas, recogidas tras la exposicién a glucosa oral, la insulina fue 39,0 + 9,8 pM (n = 10,
media + SEM) en ratones transgénicos, e indetectable en los controles (n = 5). Para confirmar que la insulina
humana producida a partir de células K esta regulada por las comidas, se dejaron en ayunas a ratones transgénicos.
Tras un ayuno de 40 horas, se recogieron muestras de sangre via la vena de la cola. A los animales se les volvid a
dar entonces alimento con un pienso estandar, y se recogieron muestras de sangre nuevamente 24 h después de la
reposicion del alimento.

Como se muestra en la figura 11A, el ayuno redujo significativamente la insulina humana circulante en ratones
transgénicos en mas de 40% (13,0 + 4,2 pM frente a 7,6 + 2,3 pM, p < 0,03). Después de la restriccion del alimento,
la realimentacion dio como resultado un incremento de aproximadamente 400% en la insulina humana circulante.

Para evaluar la cinética de liberacion de insulina humana a partir de células K del intestino, los ratones transgénicos
que ayunaron se alimentaron con una comida mixta en forma de un pelete de pienso (0,5 g) o con una exposicion a
glucosa oral (3 mg/g de peso corporal). Como se muestra en la figura 11B, ambas exposiciones a nutrientes orales
estimularon prontamente la liberacién de insulina humana a partir de células K del intestino en al menos 20% en 30
min. Estos resultados confirmaron que la secrecion de insulina a partir de células K del intestino esta de hecho
regulada por las comidas.

De forma interesante, los niveles de péptido C de ratén después de una carga de glucosa oral en ratones
transgénicos fueron ~30% inferiores a los controles (227,1 + 31,5 pM frente a 361,5 £ 31,2 pM, n = 3 en cada grupo,
media + SEM). Esta observacion sugiere que la insulina humana producida a partir del intestino puede haber
conducido a una disminucién compensatoria de la produccién de insulina endégena.

Se investigo la capacidad de la produccion de insulina humana a partir de células K del intestino para proteger a los
ratones transgénicos de la diabetes. Se administré estreptozotocina (STZ), una toxina para las células f, a ratones
transgénicos y a controles de edad parecida. De forma breve, se administré estreptozotocina (200 mg/kg de peso
corporal) en tampon de citrato a ratones transgénicos de 8 semanas y ratones de control de edad parecida, via una
inyeccion intraperitoneal. A esta dosis de estreptozotocina, los ratones presentan tipicamente glucosuria en 3 dias
después de la inyeccion.

En los animales de control, el tratamiento con STZ dio como resultado una hiperglucemia en ayunas (26,2 + 1,52
mM, n = 3, media + SEM) y la presencia de glucosa en la orina en 3 a 4 dias, indicando el desarrollo de diabetes.
Cuando se dejaron sin tratar, estos animales se deterioraron rapidamente y murieron en 7 a 10 dias. Por el contrario,
no se detectd glucosuria ni hiperglucemia en ayunas (9,52 + 0,67 mM, n = 5, media £+ SEM) en ratones transgénicos
durante un tiempo de hasta tres meses después del tratamiento con STZ, y continuaron ganando peso normalmente.
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Para determinar si la produccién de insulina a partir de células K fue capaz de mantener la tolerancia a la glucosa
oral en estos ratones a pesar del dafo importante a las células  por STZ, los ratones se expusieron a una carga de
glucosa oral cinco dias después del tratamiento con STZ. De forma breve, se administré oralmente glucosa
mediante un tubo de alimentacién (1,5 g/kg de peso corporal) como una disolucion al 40% (peso/vol) a ratones en
ayunas durante 14 h. Se recogieron muestras de sangre (40 ul) de la vena de la cola de ratones conscientes a 0, 10,
20, 30, 60, 90, y 120 minutos después de la carga de glucosa. Los niveles de glucosa plasmatica se determinaron
mediante ensayo enzimatico colorimétrico (Sigma), y los niveles de insulina plasmatica se midieron usando el kit de
ELISA para insulina especifica de seres humanos (ALPCO).

Los ratones de control a los que se les dio STZ fueron importantemente hiperglucémicos tanto antes como después
de la ingestion de glucosa (FIG 12). Por el contrario, los ratones transgénicos tratados con STZ tuvieron niveles de
glucemia normales y desecharon rapidamente la carga de glucosa oral como lo hicieron los ratones de control
normales de edad similar (FIG 12).

Para asegurarse de que el tratamiento con STZ destruyé efectivamente las células B en estos animales
experimentales, se inmunotifieron para insulina de ratéon, como se describe previamente, secciones pancreaticas
procedentes de animales transgénicos tratados con STZ y de los controles. El nimero de racimos celulares tefidos
positivamente para insulina de ratén fue sustancialmente menor en animales tratados con STZ cuando se comparé
con controles tratados falsamente (FIG 13). El contenido pancreatico total de insulina en ratones transgénicos
tratados con STZ se evalué homogeneizando los pancreas y sometiendo a ultrasonidos a 4°C en 2 mM de acido
acetico que contiene 0,25% de BSA. Tras la incubacion durante 2 h en hielo, los homogenados tisulares se volvieron
a someter a ultrasonidos, se centrifugaron (8.000 g, 20 min.), y los sobrenadantes se evaluaron para determinar la
insulina mediante radioinmunoensayo sélo. Los resultados indican que el contenido pancreatico total en ratones
transgénicos tratados con STZ fue 0,5% del de los controles tratados falsamente (0,18 frente a 34,0 ng de insulina
por pancreas, n = 2). El hecho de que estos ratones transgénicos tratados con STZ desecharon la glucosa oral como
los ratones normales a pesar de no tener virtualmente células B pancreaticas indica que la insulina humana
producida en el intestino fue suficiente para mantener la tolerancia normal a la glucosa.

Estos hallazgos indican que la produccién de insulina a partir de células K del intestino puede proteger a los ratones
de desarrollar diabetes, y también proporciona homeostasis normal de la glucosa hasta el grado de restaurar la
tolerancia normal a la glucosa. Por lo tanto, la insulina expresada en el intestino es un medio con el que se pueden
tratar afecciones hiperglucémicas tales como diabetes.

Ejemplo IV

Este ejemplo describe el transplante de una célula transformada que produce una proteina en respuesta a un
nutriente en un tejido de un sujeto mamifero.

Para aislar células mucosales diana, se recogera una biopsia tisular del duodeno de un sujeto. La biopsia se lava en
disolucion salina balanceada de Hank (HBSS; Gibco BRL) enfriada con hielo, ~pH 7,4, que contiene 0,1% de
seroalbumina bovina (BSA; Sigma), y se cortdé finamente con escalpelos, seguido de la digestion en una mezcla
enzimatica que contiene 75 U/ml de colagenasa tipo | (Sigma), 75 U/ml de colagenasa tipo Xl (Sigma), 0,9 U/ml de
colagenasa tipo I1X (Sigma) y 1 U/ml de tripsina (Worthington Biochemical Corp) durante 1 hora en un bafio de agua
agitado a 37°C. El volumen total se duplicé entonces con HBSS-BSA, y se dejo sedimentar durante 10 min. Se
descarté el sobrenadante que contiene las células despegadas. El tejido que queda se digirié adicionalmente en la
mezcla enzimatica durante dos periodos de 45 min., con cada etapa seguida de la adicién de 300 ul de 0,5 M de
EDTA durante 15 min. La suspension celular que resulta de la digestion 3 se filtra a través de una malla de Nitex
(200 um, B&SH Thompson), y se lava y se centrifuga a 200 x g dos veces con HBSS-BSA suplementada con 0,01%
de ditiotreitol y 0,001% de ADNasa. Las células se filtran entonces una segunda vez a través de una malla fina de
Nitex (62 um, B&SH Thompson), se cuentan, y se diluyen en HBSS-BSA-DTT-ADNasa hasta 6 x 10° células/ml para
elutriacion.

Las células endocrinas mucosales se enriqueceran usando elutriacion centrifuga de las células en contraflujo
(Lindahl P.E. Nature 161:648 (1948), un procedimiento que separa células basandose en sus coeficientes de
sedimentacion. La suspension celular se bombea en una camara giratoria, y las células se mantienen cuando su
velocidad de sedimentacion esta equilibrada por el flujo de fluido a través de la camara de separacion. Las
fracciones diferentes de células homogéneas se “eluyen” entonces incrementando el caudal a través de la camara, o
disminuyendo la velocidad centrifuga. Los caudales y velocidades de centrifugacién apropiados se determinan
empiricamente. Los lotes que consisten en 1,5 x 108 células dispersas se introducen en el elutriador de Beckman
(modelo J2-21 M/E; Beckman) via una bomba (Cole Palmer) conectada a una fuente estéril de HBSS-BSA.

Las células mucosales dispersadas por la enzima se cargaron en la camara elutriadora a una velocidad del rotor de
2500 rpm con un caudal de 25 ml/min., y se lavaron durante 2 min. Se recogi6 una fraccién de 100 ml (F1) tras
cambiar el caudal a 30 ml/min. Se obtuvo una segunda fracciéon de 100 ml (F2) a una velocidad del rotor de 2100
rpm y a un caudal de 55 ml/min. Las células de F2 se concentraron centrifugando a 200 x g durante 10 min., y
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después se resuspendieron en medio de cultivo estéril (DMEM (47,5%) y F-12K de Ham que contiene 5,5 mM de
glucosa, 5% de suero fetal de ternera, 2 ng/ml de factor de crecimiento de nervios, 8 mg/ml de insulina, mg/l de
hidrocortisona, 50 mg/I de gentamicina, 0,25 mg/l de anfotericina B, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/l de estreptomicina
y 20 uM de citosina-p-D-arabinofurandsido.

Las células endocrinas mucosales resultantes se inmortalizaron condicionalmente segin Kobayashi et. al. (Science
287:1258 (2000)). Las células mucosales cultivadas se transdujeron con un vector retrovirico estandar incompetente
para la replicacion que posee un constructo genético que consiste en el promotor de GIP enlazado operativamente a
un oncogén (por ejemplo, telomerasa, antigén T grande, v-myc, ras, entre otros) fusionado en tdndem a un IRES y
un gen HSV-tk. La insulina y el marcador de seleccidon se expresan bicistronicamente. El constructo genético esta
flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasas, para permitir el corte del oncogén y por tanto la
desinmortalizacion de las células antes del transplante.

Para establecer una estirpe de células K inmortalizada, se examinan los clones supervivientes de células —
transducidas con el vector retrovirico que posee el promotor de GIP enlazado a un oncogén — en busca de la
expresion de GIP mediante tincion inmunofluorescente y transferencia Western. Los clones que expresan cantidades
satisfactorias de GIP se expanden posteriormente para establecer una estirpe de células K. La estirpe de células K
se transduce posteriormente con un vector retrovirico que posee un constructo genético que consiste en el promotor
de GIP enlazado operativamente a un acido nucleico que codifica insulina humana y un marcador de seleccion
positivo. La insulina y el marcador de seleccidén se expresan bicistronicamente. Las células K transfectadas se
incuban con farmaco de seleccion apropiado. Los clones que sobreviven se aislan y se ensayan para determinar la
expresion de insulina humana mediante transferencia Western y ELISA (ALPCO).

Los clones de células K que expresan niveles apropiados de insulina humana se cultivan hasta que se obtiene un
numero suficiente de células. Antes del transplante en un sujeto mamifero, la estirpe de células K que expresa
insulina humana se desinmortaliza mediante corte del oncogén. Esto se logra transfectando células con adenovirus
que expresa la recombinasa apropiada (por ejemplo cre, flp, entre otras). Veinticuatro horas a cuarenta y ocho horas
después de su transfeccion, las células se incuban en ganciclovir. Después de una exposicion de 78 horas a
ganciclovir, las células supervivientes (106-1012 células) se purifican y se preparan para su transplante en un sujeto
mamifero.

Como alternativa, las células precursoras mucosales o células madre se aislan de biopsias duodenales mediante
disociacién enzimatica (por ejemplo termolisina), y se expanden en cultivo como se describe previamente
(Perraeault N. y Beaulieu J.F. Exp Cell Res 245:34 (1998); Perraeault N. y Beaulieu J.F. Exp Cell Res 224:354
(1996)). Estas células madre y células precursoras se transfectan con vectores viricos que poseen el constructo de
GIP/Ins. Las células que se transfectan con éxito se seleccionan mediante incubacion en farmaco de seleccion.
Estas células genéticamente manipuladas son inducidas entonces a diferenciarse, y finalmente se transplantan en
sujetos mamiferos.

En resumen, este ejemplo ilustra un método ex vivo para manipular células K y células precursoras endocrinas
mucosales para producir insulina humana. Las células manipuladas mediante ingenieria se pueden transplantar
nuevamente en el mismo sujeto o en un sujeto diferente. El transplante se puede lograr mediante varias
metodologias bien establecidas como se describe en la presente memoria, o conocidas en la técnica. Por ejemplo,
las células se pueden encapsular e implantar en la piel del sujeto mamifero, o las células se pueden implantar en el
higado a través del suministro de la vena porta.
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gacatggcag
tgcaattagt
ttttattteg
gacaggtggce
gattctttga
gaatgcggag
gcccgageec
acagaggtaa

gtgtgaatat
ggggtgtacc
cagatttcat
acaggtattt
agtcagcctt
gaatacatgg
cagcacctca
atcctgcagg
gtgggtccca
gtggaagaaa
taataaatat
aaatcatgta
atgtaagagc
gttatgacgt
atgccatgat
aggaggagga
aagaggagga
aggaggagga
cagaatacca
ctttgaaaag
gattdéatcca
ccagtagacc
tacagacagc
aactggttgt
gcaactgaac
catgttagag
gaaggggaaa
gatggctcag
agcaaccaca
tctgaagaca
aaaaataaaa
gcaaaagctt
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tcattgaagt
atgttctett
tcteteecece
gcagtatgtt
agatttgaat
gacactgtge
ttttttgete
gatctatcat
ttctttatag
caagcccaag
catgtctatc
agcctcagag
gtaagcatgc
aaaagctcgc
tcaggcgceee
tcactcagey

ctactttggt
agtttaccct
gtctgccact
tcagactgcce
tcccagetga
tcatttaggce
cagaaagttc
caatcctect
tctgagaaca
aaaactgtgg
tgccaagtag
ggtgctaata
ctgttgetat
gtggaaactt
aaaaatgtga
agaggaggag
ggaggaagaa
gaagaaggag
gatactccag
tttgtgggga
caagaatgcg
tgcttacacg
agaggaactg
caaatactca
agattgtagc
agggagcaag
gtgatgtaat
tgggtaagag
tggtggctca
gctacagtgt
tattagaata
tcttcaacaa

tagtcacctc
gatgccaaga
ttccaccece
ttttggagca
ggcctcatat
tgaaagaatt
aaactaaaca
atttgcaatg
gcacaaataa
aaacctttct
tgacagattt
ataaaagaag
aacgctttaa
ctgecgctggqg
aggctctcta
gcagagagga

gctagggect
ggactgtcta

ggctatgtca
ttcectgegt
ggacaagctg
agctggctta
agacgggagqg
gctcecacage
ttggttatat
tgtttgggcet
ggtagattct
atgaatactg
gaatggttag
ggtattgaag
agaatactgt
gaggaagaag
gaggaggagg
aaggggaagyg
acatagtcac
aacctgcagt
acaagatggc
gaagaaagca
gagagcagga
atggtcagcc
tgtgtgtgtg
gtgggcatgg
tatcttttaa
caceccgactg
caaccatccg
acttacatat
aaatgtagag
aaacttaatce

28

aacttactca
gggctctagg
actctctete
cagtttctta
agaagtatca
ggagttgatt
gttttaaaac
ttctgttcaa
aaagatagtc
aaacaaggcg
cttecetttet
ggggaagaag
aaaaatatct
gtttgaggct
taagccgagg
gcatgcttgg

tggtcatact
agcaacaaga
gaacatgtag
ggggctttece
tactggacag
tctcatcecat
cttccgagaa
ctgcatggac
gttattttca
acctttatga
atacgaaagc
gatgcagtca
ctaactagat
atgtggactc
tccttaccaa
agggggagga
aggaagaaga
agagagtagc
agaaggactg
gagattgtgt
tgcctgaaca
atctcatagg
gaaattgggt
ctgaaatcat
tgtgtaatga
aggtatggaa
tttataaaaa
cttctteega
taacgagatc
aataaataaa
gaatattttt
cctcagataa

accaaaacct
catatgaaaa
ttctagecagt
gctatetett
acaacttgag
ctcattaaaa
agttctgect
ttgtggctge
attatctgta
tgaaaacgca
aagggaattt
ctgtagtttt
aaagtgattyg
gagcecggtga
agctgtccgg
ageccttcecac

aagtaagttt
aggatagaca
gagcttttgg
cgaagccata
atgccagcca
ggtacttgat
aacagagaag
ttecectecage
aaccgatctg
taatggcctt
tcttaaccea
gtacagggat
gttgtacaag
gaaactttgt
aaagaagaag
agaagaagag
agagaaggayg
cagaacattt
gtttgtttgt
gtcttagaaa
agccctgaac
ccectcacecee
ctcocetttta
atgcacaaagyg
taacaaagaa
ggagttggaa
aataaaaaat
aggtctggag
tggcgeocctce
taaatctttt
aatttaacaa
gaaaagacta

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1760

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



10

15

20

25

gaatccacga
cttgagcaga
ttactagata
ttcaatagta
caagttaggg
agatgatata
tgctaatgaa
agttcaattc
tcttetggta
aaccaaaaaa
agaaatagaa
gcttcagacce

<210>8

<211>226

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

tccaggaaat
ccecgggaacg
cggccgegge
accgagcggce

<210>9

<211> 110

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Ala

Trp Gly

Ser His

Phe Tyr

50
Gln Val
65

Ala Leu

Thr Ser

<210> 10

<211>450

<212> ADN

<213> Homo sapiens

Thr

Glu

Glu

cgtggataga
acttgagttg
ttttagatga
atataattat
gaagagaggg
cttaaatgaa
tacttaaaaa
ccagcaacca
tgtctgaaga
cccccataat
acacacagayg
aagagaaagg

gcgegatccea
gcggcgggceg
caccgctgge
ggcggaggga

Leu Trp Met

Asp Pro

20

Pro

Leu Val Glu

35

Pro Lys

Leu

Gly

Ser
8B5S

Gly

Ile Ser

Cys
100

ES 2374061 T3

tacttctgta
taacttgttyg
aatataaaaa
tgaacaaata
tgtgtgtgtg
catgccatta
aaaaacattg
catgattget
aagtgaccgt
ttcaacaaca
tgtggagcca
gaaaagaaga

tgatgcaaga
ggaaacacaa
tactttccac
atccttaaaa
tgtgtgtgcg
aaacccatta
ggattggaga
cacaaccatce
gtacttataa
gatatgtcct
gtgcggttca
gacaagcaac

cactatttat
cacccttgge
aactgatagyg
gaagaaatcc
cgcacattta
ttttgecatac
gaaatggctc
tgtaatggga
ttataaataa
ggtctgaggc
ggteccgcecat
aag :

caggttgtaa
aaacaaaaga
taggaaacag
agaggaatag
tagccaaaat
agtttacata
agtggttaag
tctgatgccet
ataaatcttt
ttccaggecat
tccagttcag

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2623

ggccggegygyg ©ggggcggygg getcceggcga gagggogggce 60
gggcegggagyg cggggeccgyg coccgttaaga agagcgtgge 120
cccagggaaa gocgagcgge caccgagcecg geagagaccce 180
gcgacgcogg ggcgcacgag ggcacc

Arg Leu
Ala Ala

Ala Leu

Leu

ﬁla

Tyr

Leu
10

Pro

Phe Val

25

Leu Val

40

Thr Arg

55

Gly Gly
70
Leu Gln

Leu Tyr

Arg

Pro

Lys

Gln

Glu Ala

Gly Ala

Arg Gly

90

Leu Glu

105

29

Asn

Glu

Asn

Leu Ala Leu

Gln His

Glu
45

Gly

Asp Leu

Gly Ser Leu
75
Val

Ile Glu

Tyr Cys

Ala
1S

Leu

Leu
30

Cys

Arg

Gln val

226

Leu

Gly

Gly Phe

Gly

Gln Pro Leu

8o
Gln Cys Cys
95
Asn
110



<400> 10

gctgcatcag
gcctectgece
tgaaccaaca
gaggcttctt
tggagctyggg
tgcagaagcg
agaactactyg
agagagatgg

aagaggccat
cctgctggeg
cctgtgeggce
ctacacacce
cgggggceect
tggcattgtg
caactagacyg
aataaagcec
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caagcacatc
ctgetggecece
tcacacctgg
aagacccgcec
ggtgcaggca
gaacaatgct
cagccecgcag
ttgaaccage

actgtccttce
tctggggacce
tggaagctcet
gggaggcaga
gcctgcagcee
gtaccagcat
gcagcceccee

tgcecatggee
tgaccecagec
ctacctagtg
ggacctgcag
cttggccctg
ctgetecectce
acccgeegec

ctgtggatgce
gcagcectttyg
tgcggggaac
gtggggcagg

gaggggtcce
taccagctgg

tectgeaceyg

60

120
180
240
300
360
420
450

<210> 11

<211> 167

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

His Leu Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu

Met

Phe Tyr

Thr Leu

Gln Ser

50

Gly Leu

65

Val Tyr

Ile Ser

Trp Gly Thr

Gln Ala

20

Val

Ile Thr

a5

Lys

Val Ser Ser

His Pro Ile

Ile
a5

Gln Gln.

Asn Asp Leu

100

Cys
val Pro

Ile val

Ile

Thr

10

Gln
25

Lys

Arg Ile

40

Gln
55

Lys

Leu Thr

70

Leu Thr

Glu Asn

Lys

Len

Ser

Leu

Vval Thr

Ser

Lys

Pro
20

Met

Arg

Asp
ios :

Val

Asn

Gly

Met

Ser

Leu

Gln Asp

Ile
45

Asp

Leu
60

Asp

Asp Gln

75

Arg Asn

Leu His

15

Asp Thr Lys

Ser His Thr

Phe Ile Pro

Thr Ala

g0

Leu

Ile Gln

95

Val

val
110

Leu Ala

Leu Glu Thr Leu

125

Pro Ala Ser Gly

120

Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Trp

115

Ala Tyr Ser Thr Glu Vval

140

Leu Glu Ser

135

Ser Leu Gly Vval Gly

130

Asp Gly

Gln
160

Gln Asp Met Leu Trp

155

Leu Gln Gly Ser Leu

150

Val Ala Leu Ser Arg

145

Pro
145

Leu Asp Leu Ser Gly Cys

<210> 12

<211> 3408

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

30



tctgttttca
ggattcttgt
caagatgaca
acgcagtcag
cccatcctga
agtatgcctt
ctteacgtge
ttggacagcc
agcaggctgce
tgaggccttg
caggtatctc
ttcectgact
gaaaccaaag
gagtgggctg
cccectettga
gagggcagag
caaggagtte
agcacatgtt
ctccaggcetc
catagatggyg
agcaagagct
tgtgactgat
ccaggttatt
ggtggggaat
gtgtggtggg
tgtttttcat
agagaagttt
aatccatcca
tgactttcte
gtgactgcga
tcacactctg
gttettgtet
ttactccagt
taggcgagtyg
acattcagga
gctatcacac
aagactgagc
ccaataaaca
gcactcaccce
gtgcagttga
cagggaaccce
atagccacat
ccataacagc
cattacgtga
gaggagtttce
cctgttttgt
tacagcgaga
aagggtaaag
gtgetgtggce
aatcaggctg
agagtgtgaa
aaaagtttgg
tggggggatc
tctactaaaa

cgggaggctg

atcgcegceccac tgcactecgg cctgatgaca
aaaaagtttg tttttaaaaa aatctaaata

ggcccaagaa
ggctttggece
cCaaaaccct
tctectecaa
ccttatcceaa
ccagaaacgt
tggccttcee
tggggggtgt
aggggtctct
aaggtcactce
caggattgaa
cctctaagece
atatatacac
catctgggat
cccatctecee
gggtaggcag
catgaagacc
tatttattct
tttggggtca
tetggctgag
ggcaaaggtg
gttacatcac
ttaaaaagat
gtttgggcag
ttctttggaa
gaaaatagct
ctggccectgg
gaataaaacyg
cgactgctag
tcttcagage
ggtttattac
gattggctca
ggtgaagaaa
ccaggactec
agatgaaaga
agtgggtggt
acctgcttca
ttaagattga
atgtgccaag
cagcaggtag
tgcttgcact
ccctttgaaa
caacaggtqgyg
gccaggtaat
gaggtagagt
tggaaggttt
ggcagagaaa
aagtttgata
cagggtgaga
aggtgtctta
acttcctaag
ccgggtgegy
acaaggtcac
acacaaaagt

agacaggaga
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gcccatectyg
ctatctttte
catcaagaca
acagaaagtc
gatggaccag
gatccaaata
taagagctgce
cctggaagcet
gcaggacatyg
ttcetgecaag
gagcattgca
actcttcecaa
aggatcctat
tcccaccaag
cctcactgaa
agcctttgga
acatccacac
gcattttatt
gccagggcca
ctgaacccat
gctetecagt
agtgtttgca
ttgttttgte
aagggagaag
ggagtgagat
ctttcagggg
ctgaccccaa
caaagggctg
ggagtggtct
aggggtcctt
atggcagtgt
cccaagcaag
actcctttag
ccaggccagg
ggaggtttgy
ggatctgtee
tgctcagcce
ggcctgecct
gtggggtatt
gaaatggtat
ttgtaacatyg
caagataact
caggaccagqg
gagggactgg
ttgaaggagg
ggtgtgtgga
gaagagacag
ttaaaggagt
gctgctctgg
ageccttttygce
tataaatggt
tggctcacgce
tagatggcga
tagctgageg
atcgcttaaa

ggaaggaaaa

tatgtccaag
attgtcacca
accggtttgg
acactggcag
tccaacgacc
cacttgcect
tcaggctact
ctgtggcagc
gactacgtta
tggacaccce
aggcataaga
tctcaccagg
gtcttcagce
tgcctcaatg
tgaccagaac
acgcaggaac
ctggatggat
ggggtcteee
tttgagtgac
tagttctctc
atggtgttgc
aagtgtcata
gatctagaat
cattttctta
ggttgtgagg
agagcctgga
aaageccattt
ttcctatcat
ggtgtgaccc
toctatttgy
gccaaaatta
caggtggtcce
ccaccaggat
ggtctgccac
aaggaaactt
tgactggtge
cagggatctt
taccacagca
gagctgaggg
tttacttttc
gagaatttaa
actatagceccce
aaccagggag
tgagggatgt
gatgcagagg
gagggcaagg
taagagtagc
aaaatgtgac
tcacaaaacc
tgtctgtttt
ctgtaatccce
gcatecctgge
tggtggcggg
cctgggaggc

gagcgagatt
aaataacttt

31

tgcattgggy
ctgtgcecat
ggatcaatga
acttcattee
tctaccaaca
tggagaacct
gggccagtgg
ccacagaggt
tggacctcag
agggaaggaa
ttatccagga
ccctaageoct
aagggggtcc
atcaacaaga
tgaccaggag
aaggttcecct
tcccagcaac
ttgaagcaaa
tggagtgcag
tcgagggttg
gtaactggtt
cctgagtgga
tgtaggtgtc
gtgttttctg
tcttctgcaa
cctggccagy
gaagctgatg
gttggggcag
ggagtgacgg
tctgaatggt
ggcttgcatg
ccaaaaatct
tgagacctga
ggccctteee
catcctgetg
gaatcaaagc
tataggctgy
gcattcccag
gctgaacage
gggcegtgee
agggcatctt
aaataagaaa
aggtcctctyg
accgagcget
gaattgcctyg
taaaagtgtg
gccatgctga
aagttctaga
ccagatccte
tggcacaatg
tgtaacttaa
agcactttygg
caacatggtg
cgcctgtagt
ggagagtaca

ccgtcttaaa
gccecctyg

aaccctgtge
ccaaaaagte
catttcacac
tgggctecac
gatcctcacc
ccgggatcett
cctggagacc
ggtggcecctg
ccctgggtge
ctetggettce
ctctgtcaat
ccttttgett
acccagcaaa
gttgtetegt
tgatttcaga
ctgagaattec
acaagctgga
gcaccagctt
tttecaatec
ggttcatcty
Ecatttctac
tctecaagga
tgcacccagg
aataacattt
ttgcttagga
caccocectgg
ctttgectteca
tggtaagctc
tcccacacty
ccagggttga
ccaaattgta
tggggggtct
caagcactgc
actggaggtc
ctgtgttttt
agttaacttt
agaagctcac
tggtcaaacc
caaatgcatg
caggggccca
agcttctatt
atacataaga
atacccagag
ttctggaaaa
cagdagagaag
agcagtgagt
agggaccttg
gaagaggctg
acaaccacct
gctaattcce
daaaaaaaaa
gaggccaagg
aaaccecgte
cccagcocact
gtgagccaag

aaaadaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320

1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3l8¢
3240
3300

3360
3408



10

15

20

<210> 13
<211>136
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Gly

Ser

Pro Asn

aAla val

Ala
50

Pro

Leu
65

Arg
Ala Leu
Arg Met
Ser

Ile

Ala
130

Glu .

<210> 14
<211>685
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

ggctcagetg
gccatgaaca
acgcagccgg
ccecgtagge
gcecetgetgg
gttaagaacc
tggatggatt
ccgccatcag
tcacactcat
tcaatgtgaa
tgcaaatgga
gctattaaag

<210> 15
<211> 1362
<212> ADN
<213> Rattus sp.

<400> 15

Ala Ala Gly

Pro Lys RAla

20

Leu Ala Ala

35

Gly Ser Gly

Vai Ser Gln

Ala‘Arg

as

Leu

Ile Val

100

Ser

Asp Asp

115

Arg

Glu Tyr: Glu

ccgggctgcet
gcggegegtg
tgcctececoge
agctgagggt
Caagatacat
tgcagaacct
ttggcegteg
cccaacggga
aactcattgt
aaatgtgtct
agacaaaatg
tgatttcatt
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Leu Leu

Arg

Leu

Met Asn

Gly Ala

Ser

Leu

10

Gly val
25

Thr Gln

40

Gln
55

Len

Arg Thr

Tyr Ile
Agn

Lys

Tyr Met

Arg

Asp

Gln

Leu

Gly

Ala Glu
Gly Glu

Ala
a0

Gln

Gln
105

Asn

Trp

120

Pro
135

Tyr

Ser

Cys

Pro

Glu

Ser

Arg

Leu

Met Asp

ccggttggaa
cctgtgegeg
agatcccgeg
atcgcagaga
ccagcaggcc
ggaccccagce
cagtgececgag
agcaacctcce
ctgtggagtt
gtaagattgt
ttttcttcat
ctgece

acgccaagcc
ctgatggcgg
ggcteeggge
acggatggcg
cggaaagctc
cacaggataa
gagtatgagt
caacccagag
tgacattgta
ccagtgcaac
ctgtgactcec

32

Glu Thr Pro Ser Gln

Leu Cys

val Pro

45
Ala Pro
60

Arg Ala
75

Lys Ala

Asp Pro

Phe Gly
125

agctgegteco
tactggcgge
tgcagecggge
agtcccgagce
cttctggacg
gtgaccggga
accccteocta
gaggcagaat
tgtatctatt
cacacaccte
tggtctgaaa

Leu
15

Arg

Val
30

Leu Met

Prc Ala Asp

Arg Arg Gln

His Leu Gly

Ser
95

Pro Gly

Ser His
110 °

Arg

Arg Arg Ser

taatccaaaa
tggecgcectg
agaggaggceyg
gecacctggge
aatgtccatc
ctacatgggc
gaggacccag
aagaaaacaa
tattaagttce
accagaattg
atgttgttat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
685
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aattecgegeg ctaageccgca ttattcacgt
ctacaacctyg agctgtgtea tggggggggag

tgttttaaac
tgetgetggce
tgecttetet
tgagggtagg
cggtgagtat
ggaagaactc
cgetecacte
gaccaaaatc
ttttccccaa
taagacgaga
ccctetotea
ttacatttgc
tcaaagctca
ggagtagggg
ggaaagetgt
cctcatteac
gtggctgcect
ggectgcgtac
ctggacagca
tggcagatcc
ttagtettte

acgttgcettce
atcacttgcec
atttagaaag
ctgagggttg
ctcagccaag
tagaggacgg
agccagccag
atcggtagat
aggctttecg
atccacgagg
cttgtgggag
tgacacctag
ctaaacagtg
tggcacccte
ttagataaag
tgggcecgttt
ctgagcacgt
cgggeggggc
gcecgttggaa
aagaatcatg
cattttctgt

taagtaaaga
ttttcatagt
agtttctaag
caagactgtg
atcctcacca
gaagatcatt
agcttgaggg
gtaggctggt
cacaaaaggce
ccaactgtga
cccactoagy
tctgtgaggg
gtcagcttcet
cctgaagagg
aggaggactc
cecttetecce
gtcctgeegg
tatttaagag
accgccaage
agtgtgaaga
gecctteccte

ttccagacat
gggaatcacc
gaccgctaga
ctceectcage
cctttctect
agaaaaggga
cccagtggaa
gcaagctcecec
tgcttgagac
gagaagtcat
aagagctgca
ttgagttctg
tctgaagtge
tccccoggtt
ccattccaga
actcagcaga
atacaaagta
ggggggecac
actgcgteag
gagtcgccct
cagctgacte
actggcctgt
acttgacagc

gtcacaaata
cacagcattt
gccacaacca
cggaaceccce
tcaccctaga
gecececctetet
tcccgtaact
ctagatgtgce
actctetgge
cttgggaaga
cccaggatet
aaaaattgag
tcccagagaa
tectggaagy
caaactectyg
ggcaccgaac
ceecgeetygg
ttegatcggt
cactgggtaa
geggeetgee
cgcatccgaa
agctttgcat
tg

cagctaattc
aatctgcetge
ggaacctaac
ccacgctggy
ctggcaaggt
tcttettget
ctagaggaaa
gageccagece
gccacttege
aatggaaacc
taaaattctg
agccectacte
catgccagaa
atttgatcece
cttctetceeg
agggtgggga
gaggggctat
ggtcteteca
acagatgact
ctcaacttag
ggtaagtgge
ctattgcegt

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362

<210> 16

<211> 217

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

33



<210> 17

Met

Cys

Ser

Leu

Glu

65

Ser

Ser

Leu

Tyr

Glu

148

Thr

His

Arg

<211>799
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ala

Leu

Arg

Ala

50

Gln

Glu

Asn

Glu

Gly

130

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser
210

Thr

Pro

Pro

35

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

115

Ala

Ile

Gln

Asp

Asp

1985

val
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Gly Ser Arg Thr

5

Trp Leu
20

Phe Asp

Asp Thr

Tyr Ser

Ile Pro

85

Glu Leu

100

Val Gln

Ser Asp

Gln Thr

Ile Phe

- 165

Asp Ala
180

Met Asp

Glu Gly

Gln

Asn

Tyr

Phe

70

Thr

Leu

Phe

Ser

Leu

150

Lys

Leu

Lys

Ser

Glu
Ala
Gln

55
Leu
Pro

Arg

Leu
Asn
135
Met
Gln
Leu

Val

Cys
215

Ser
Gly
Met

40
Glu
Gln

Ser

Ile

Arg
120
val
Gly
Thr
Lys
Glu

200

Gly

34

Leu

Ser

25

Leu

Phe

Asn

Asn

Ser

105

Ser

Tyr

Arg

Tyr

Asn

185

Thr

Phe

Leu

10
Ala
Arg
Glu
Pro
Arg

20

Leu

val
Asp
Leu

Ser
170

TYr

Phe

Leu

Phe

Ala

Glu

Gln

75

Glu

Leu

Phe

Leu

Glu

155

Lys

Gly

Leu

Ala

Pro

Hig

Ala

60

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

140

Asp

Phe

Leu

Arg

Phe

Thr

Arg

45

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Asp

Leu

Ile
205

Gly

Ile

30

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

110

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyr

190

val

Leu

15

Pro

Hig

Pro

Cys

Gln

95

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn
175

Cys

Gln

Leu
Leu
Gln
Lys
Phe

80

Lys

Trp

Val
Glu
Arg
160

Ser

Phe

Cys
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cgaaccactc
gtcecectgetce
cccaaccatt
ccagctggcec
gtattcattc
ctecaacagy
gctcatccag
ggtgtacggc
ccaaacgcty
gacctacage
getgectetac
gtgcecgetct
ctccccagtyg
aataaaatta

<210> 18
<211> 1167
<212> ADN
<213> Rattus sp.

<400> 18

atctctccag
taaatcgtta
ccgaaacccey
agatcagagg
gaaagagaga

ggctggagag
tggtagagcg
aaacaaaaca
taaagatata
atatctttgt
tgtcatccca
agtcactagg
tatcagttaa
cacctacagc
ccaaggcaac
ctgtgccceag
cccagataac
ggggaaagtg
aaagataaga
cacagggtct

agggtcctgt
ctggettttg
ccecttateoeca
tttgacacct
ctgcagaacc
gaggaaacac
tcgtggctgg
gecctectgaca
atggggaggc
aagttcgaca
tgcttecagga
gtggagggca
cectctectgg
agttgcatc

tececcttecte
tatggaccta
gagttecagte
ttcaaggaca
aataaataaa

ttggttcagt
tttgecctagg
aaacaaaaac
tatatataat
ggaggaagct
ttcatattgce
aactctcaag
catccacate
tttgtggggg
cctttgtace
aaaaaaagag

.actgcagata

attaggtgta
ggttttcagg
tgaagcaaga

ES 2374061 T3

ggacagctca
gecctgetctg
ggecttttga
accaggagtt
cccagacctce
aacagaaatce
agcccgtgcea
gcaacgtcta
tggaagatgg
caaactcaca
aggacatgga
gctgtggcett
¢cctggaagt

aaccttctga
ctaaggatgt
cctagcactg
acatcaattt
tagatagata

gtttaagagc
aagctcaagg
aaacaaacaa
atatatacat
atacctttcet
cccaagtggg
acacctacct
tgggattcag
tgceceettece
cacagaatcc
gg9g9agggaga
cccaaatgtt
taatggggtt
ttaatcagca
tcetgag

cctagctgca
cctgecctgyg
caacgctatg
tgaagaagcce
cctetgttte
caacctagag
gttcctcagg
tgacctccta
cagececccegyg
caacgatgac
caaggtcgag
ctagcectgecce
tgccactcca

gaacaggcaa
aacaactggg
cacaatctca
gagaccagee
aataaataaa

acttattgtg
ccetgggtte
acaaaaaacc
ataatatata
ttcttgagcce
aaaccatgtg
caggcagcat
atcccagatc
ctcagagagt
aacaggaagt
agggggtgct
aatcacccat
cactgggcag
ccetgtggtyg

35

atggctacag
cttcaagagg
ctcecgcgeocoo
tatatcccaa
tcagagtcta
ctgeteogea
agtgtcttcg
aaggacctag
actgggcaga
gecactactca
acattecctge

gggtggcate
gtgcccacca

actccaccat
agcatgctta
gtccttatga
tgggctactt
taagtaaata

gggttgggga
ggtceocccage

ctgtctggaa
tatgatatat
tccaacacat
actataaact
cacttccgga
ccttetgtte
gcroacccgag
aggqggaaga
cagcctacca
tagcacaggc
gagcagtggg
tgtggatata

gctccecggac
gcagtgcctt
atcgtctgca
aggaacagaa
ttccgacacc
tcteocetgcet
ccaacagcct
aggaaggcat
tcttcaagea
agaactacgg
gecatcgtgca
cctgtgacce
geccttgtecet

gattggctta
cctagcatgt
agtagaggga
accaaagaaa
aatatcttat

tttatctcag
tccggaaaca
aacacctaaa
atatatatat
aaatgtgeec
ctaagttcct
gtgccaccat
cctcagaagt
ttgaccctca
acagccggec
c€cgggcagge
ccagagcaaa
cttgagctte
aggaagctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
799

60

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1167
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro o ex vivo para generar una célula mucosal del intestino que produce una proteina en respuesta a
un nutriente, que comprende:

(a) poner en contacto una célula mucosal del intestino o una célula madre mucosal del intestino con un
polinucleétido que comprende un elemento de control de la expresion, funcional en células mucosales del
intestino, en enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica una proteina en condiciones que
permiten la transformaciéon de la célula in vitro o ex vivo, en el que el elemento de control de la expresion
comprende un promotor del polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) o un promotor de
glucocinasa, cromagranina A, cromagranina B, colecistocinina, proglucagén, adenosina desaminasa, secretina,
gastrina, somatostatina, motilina o grelina; y

(b) identificar un transformante celular que produce la proteina de manera regulada por glucosa, sacarosa, fructosa,
hidrato de carbono, polipéptido, un aminoacido o grasa, generando de este modo una célula mucosal del
intestino que produce una proteina en respuesta a un nutriente.

2. Célula mucosal del intestino aislada o cultivada que produce una proteina de manera regulada por un nutriente,
en la que la expresion de la proteina es conferida por un transgén que comprende un elemento de control de la
expresion, funcional en células mucosales del intestino, en enlazamiento operativo con un &acido nucleico que
codifica la proteina, en el que el elemento de control de la expresion comprende un promotor del polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) o un promotor de glucocinasa, cromagranina A, cromagranina B,
colecistocinina, proglucagén, adenosina desaminasa, secretina, gastrina, somatostatina, motilina o grelina.

3. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacion 2, en la que el nutriente aumenta la expresion o secrecion de
la proteina.

4. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacion 2 6 3, en la que el acido nucleico codifica insulina.
5. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacién 2 6 3, en la que el acido nucleico codifica leptina, GLP-1,
GLP-2, colecistocinina, un antagonista de glucagon, una hormona del crecimiento, un factor de coagulacién, o un

anticuerpo.

6. Célula mucosal del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la célula mucosal del
intestino se obtiene de un sujeto.

7. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacion 6, en la que el sujeto es un ser humano.

8. Célula mucosal del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en la que la célula mucosal del
intestino se obtiene de un tejido u 6rgano del tubo digestivo, o se deriva de una estirpe celular de origen intestinal.

9. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacion 8, en la que el tejido es el estdbmago o el duodeno.

10. Célula mucosal del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en la que la célula mucosal del
intestino es una célula endocrina.

11. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacién 10, en la que la célula endocrina es una célula K.

12. Célula mucosal del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en la que la célula mucosal del
intestino es una célula madre o una célula no endocrina.

13. Célula mucosal del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, en la que el elemento de control de
la expresion, funcional en células mucosales del intestino, en enlazamiento operativo con un acido nucleico
comprende ademas un vector.

14. Célula mucosal del intestino segun la reivindicacién 13, en la que el vector comprende un vector virico.

15. Uso de una o varias células mucosales del intestino segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 14 para la
preparacion de una composicion farmacéutica o dispositivo para tratar a un sujeto que tiene, o esta en riesgo de
tener, un trastorno tratable produciendo una proteina en un tejido, con lo cual dicha composicién o dispositivo se va
a administrar mediante implantacién en dicho tejido, y en el que dicho trastorno comprende una afeccion
hiperglucémica u obesidad o una masa corporal indeseable.

16. Uso segun la reivindicacion 15, en el que la afeccion hiperglucémica comprende diabetes.

17. Uso segun la reivindicacion 15 6 16, en el que el sujeto tiene un nivel de glucosa plasmatica en ayunas superior
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a 110 mg/dl.
18. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que la célula mucosal del intestino expresa insulina.

19. Uso segun la reivindicacion 15, en el que la célula mucosal del intestino expresa leptina, GLP-1, GLP-2,
colecistocinina, un antagonista de glucagén, una hormona del crecimiento, un factor de coagulaciéon, o un
anticuerpo.

20. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en el que el tejido es un tejido mucosal.
21. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en el que el tejido es un tejido no mucosal.
22. Uso segun la reivindicacién 21, en el que el tejido no mucosal es higado, pancreas o musculo.

23. Uso de un polinucledtido que comprende un elemento de control de la expresién, funcional en células endocrinas
mucosales del intestino, en enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica una proteina terapéutica, con
lo que la produccion de la proteina terapéutica en células endocrinas mucosales del intestino que comprenden
células K, células L, células S, células G, células D, células I, células Mo, células Gr o células enteroendocrinas, o
células madre que se diferencian en células K, células L, células S, células G, células D, células I, células Mo,
células Gr o células enteroendocrinas, es inducida poniendo en contacto dichas células endocrinas mucosales del
intestino o dichas células madre con glucosa, sacarosa, fructosa, hidrato de carbono, polipéptido, un aminoacido o
grasa, para la preparacion de una composicién farmacéutica o dispositivo para tratar un sujeto que tiene, o esta en
riesgo de tener, un trastorno tratable produciendo una proteina terapéutica en un tejido mucosal, con lo que la
administracion de dicha composicion o dispositivo a un sujeto da como resultado la transformacién de células
endocrinas mucosales del intestino que comprenden células K, células L, células S, células G, células D, células I,
células Mo, células Gr o células enteroendocrinas, o células madre que se diferencian en células que comprenden K,
células L, células S, células G, células D, células I, células Mo, células Gr o células enteroendocrinas, y en el que
dicho trastorno comprende una afeccién hiperglucémica u obesidad o una masa corporal indeseable.

24. Uso segun la reivindicacion 23, en el que la afeccion hiperglucémica comprende diabetes.
25. Uso segun la reivindicacion 24, en el que la diabetes comprende diabetes tipo I.

26. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en el que el sujeto tiene un nivel de glucosa plasmatica en
ayunas superior a 110 mg/dl.

27. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en el que la diabetes comprende diabetes
insulinodependiente.

28. Método segun la reivindicacion 1 o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27, en el que el nutriente
aumenta la expresion o secrecion de la proteina.

29. Método o uso segun la reivindicacion 28, en el que la secrecidon de la proteina aumenta en las células
endocrinas.

30. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 29, en el que el elemento de control de la expresion
comprende un elemento constitutivo o regulado por un nutriente.

31. Uso segun la reivindicacion 30, en el que el elemento regulado por un nutriente comprende un promotor, una
variante funcional del mismo, o una subsecuencia funcional del mismo.

32. Uso segun la reivindicacion 31, en el que el promotor comprende un promotor del polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP) o un promotor de glucocinasa, cromagranina A, cromagranina B, colecistocinina,
proglucagén, adenosina desaminasa, secretina, gastrina, somatostatina, motilina o grelina.

33. Método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 23 a 32, en el que el 4cido nucleico codifica insulina,
leptina, GLP-1, GLP-2, colecistocinina, una hormona del crecimiento, un factor de coagulacion, o un anticuerpo.

34. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 33, en el que la célula endocrina mucosal del intestino esta
presente en un tejido u 6rgano del tubo digestivo de un sujeto.

35. Uso segun la reivindicacién 34, en el que el tejido es el intestino o el tubo intestinal.

36. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 35, en el que la célula endocrina mucosal del intestino es una
célula K.
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37. Método o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 23 a 35 6 36, en el que el elemento de control de la
expresion, funcional en células endocrinas mucosales del intestino, en enlazamiento operativo con un acido nucleico
comprende ademas un vector.

38. Método o uso segun la reivindicacion 37, en el que el vector comprende un vector virico.

39. Animal transgénico no humano que produce insulina en un tejido mucosal del intestino, produccién de insulina
que no se produce de forma natural en el tejido mucosal del intestino del animal, produccién de insulina conferida
por un transgén presente en células del tejido mucosal del intestino, en el que el transgén comprende un
polinucledtido que incluye un elemento de control de la expresion, funcional en células mucosales del intestino, en
enlazamiento operativo con un acido nucleico que codifica insulina, y en el que la produccién de la insulina en el
animal es sensible al nutriente.

40. Animal transgénico segun la reivindicacion 39, en el que el animal es un ratén.

41. Animal transgénico segun la reivindicacion 39 6 40, en el que el elemento de control de la expresion comprende
un elemento regulado por un nutriente.

42. Animal transgénico segun la reivindicaciéon 41, en el que el elemento regulado por un nutriente comprende un
promotor inducible por glucosa, una variante funcional del mismo, o una subsecuencia funcional del mismo.

43. Animal transgénico segun la reivindicacion 42, en el que el promotor inducible por glucosa comprende un
promotor del polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP).

44. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 43, en el que el acido nucleico que codifica
insulina codifica una subsecuencia funcional de insulina.

45. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 44, en el que el tejido mucosal del intestino es
un tejido u 6rgano del intestino.

46. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 44, en el que el tejido mucosal del intestino es
el estébmago o el duodeno.

47. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 46, en el que el tejido mucosal del intestino
incluye células endocrinas.

48. Animal transgénico segun la reivindicacion 47, en el que la célula endocrina es una célula K.

49. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 46, en el que la célula mucosal del intestino es
una célula madre.

50. Animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 49, en el que el animal es resistente a
desarrollar una afeccién hiperglucémica.

51. Animal transgénico segun la reivindicacion 50, en el que la afeccion hiperglucémica comprende diabetes.

52. Célula mucosal del intestino aislada del animal transgénico segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 51, que
produce insulina en respuesta al nutriente.
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Promotor de GIP

atctctecag toecttecte aaccitetga gaacaggeaa aciceaccat gattggotia
taaatcegtta tatggaccta ctaaggatgt aacaactggg agcatgetta cctageatgt
ccgaaacccg gagitcagic cctageactg cacaatctea gtecttatga agtagaggga
agatcagagg ttcaaggaca acatcaattt gagaccagec tggpctactt accaaagaaa
gaaagagaga aataaataaa tagatagata aataaatansa taagtaaata aatatctiat
ggctgpagag ttgoitcagt gittaagage acttatigtg gggitgggaa titagetcag
tggtagagep titgeotagg aagetcaagg coctgggtic gatececage tecggaaaca
aaacaaaaca aaacaaaaac aaacaaacaa acaaaaaacc ctgictggaa aacacctaaa
taaagatata fatatataat atatatacat ataatatata tatgatatat atatatatat atatctttgt

gaggaagcet atacctttet ticttgagec tecaacacat aaatgtgece tpteateeca
ttcatattge cccaagtgeg aaaccatpgtg actataaact ctaagticet agtcactagg
aactctcaag acacctacet caggcageat cacttecgga gtgccaccat tatcagttaa
catccacatc tgggaticag atcecagate cottetgtic cotcagaagt cacctacage
tttgtggaog tgcccetice ctcagagagt gecaccegag ttgaccctca ccaaggcaac
cctttgtace cacagaatcc aacaggaagt agggggaaga acagecpggec cigtgoecag
aaaaaaagag gggagegaga aggggagotoct cageotacca ccgggacagpt cccagataac
actgcagata cccaaatgtt aatcacecat tagcacagge ccagageaaa ggggaaagtg
attaggtoia taatggaptt cactgggcag gaccagtgag ctigagetic aaagataaga
ggttttcagg ttaatcagea ccctpgtgete tptgpatata aggaagetaa cacagggict
tgaagcaaga tcctgag

Gen de cromogranina A (Chga) de ratén, regién promotora.
ACCESO L31361

1 ccgaaattac ceactacgtt ggaatictat aagggttgeg titgctgitt tgtttacage

61 tgegtetttg gecacccagea cagetgagtg gttctaagee cacgtcgatg cttaacacat

121 ggttgttgaa tgaatacacg cgaagecggt totcatitag gggcatgagt aggeagaggt
181 gtgggcagga ageaggaaag ageggaaaca ggtgeggaca gaaaggagag goictgaagg
241 atgecagtca gtgecaaact gteatccaga taccaggitc actgtggocce taggecagge
301 tgcacgggge ttceeatgtg gictgeccag gotgagagea gaactgeget gggcgggaca
361 gaaggaaacc aaccaggaag cagggttgea cccaaattat ccaggttita agtacattia
421 agagacaagg ctggactgtt gaaggteaga ggtgtecctg gggtgctopa ctaggactga
481 ccactictgt tttagtttaa tggigagaac tgecteacac tgetacetge cttactigee
541 ccttgagage tgtgapecta ggacccacee atgtptapgt tggacctica gteacacact
601 gaacptigtgt gaagccactg gtigtcagag cagggctetc ggeactgagg aageagtgac
661 cactatccec tatcaaataa caattaaata cacacagaat gegaggceaca caactgagtt
721 tcaggagagg cctegeteag geaaggggtt caagaggett ctgtggeace cgetggatgt
781 tccagggagt tcttaaagat gggegtoccet ccagecaagt gaaatcaaga gaaaagtacg
841 cgaagtatag gaaaactcag cagtctggag aggtaaatag pggagpgaatc cgaggcetcag
901 agacaggagt gacttgceca cggacgeaca geaagttgge aggtggagtt cagetgtgece,
961 accttctgaa gecgggtace ctttacagec accagataca agegggatag agacageiga
1021 tggagaaget geaggtagsg gacaggacce Cgaagglgas §aaagegcse EBggessces
1081 tcotatgacg taatitcctg pgtgtotgcg cgegtatgep tgogiptecy tgtatataaa
1141 agceggeata geattgetge tgetgecpee gecacegeea ceatcacege tgttaccace
1201 accgetactg cagtgticee getggtpeag agettiggia geccagactac agacccactc
1261 ccgeeatect cctgeageag ctegteeact ctttccgeac cgtecggete getatgege
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Gen de secretogranina Il (Scg2) de Mus musculus, promotor y exon 1, secuencia completa.
ACCESO AF037451

1 geggaactttc tetagetett teattagggg cectgtgtte catctaatag ctgactgiga

61 geatccactt ctgtgettge caggeactgg catagectca caagagacag ctatatcagg
121 gtcttgtcag caaaatcttt ctggeatatg caatagtgte tgggttiget gotigtatat

181 gggetggate cceggptggg geagtetetg gatggtetit cottecgtiet tagetccaaa
241 ctitgteict gtaactectt ccatgggtac titgtticee attctaagaa ggagcaaagt

301 atccacactt cctictictt ecttettett gagtittaca aatgecacaa aactticaaa

361 gcetictgaa tagecttcte titagtgett tccaatgtat attaaaataa tctatetttc

421 atccccaltg attaaageet tettaaagee agaaaactat atteattttt tiettttece

481 agtagttcac zaactatetg geacctcata ageatcataa cteagttggt gggtagataa
54] aattggaatg tgattgtica gtcageagag acttitagag gacctcatac aacaagatic
601 tctcagttct cagaaatata tttcagtata tacagggtta gaggactcac atctitaata

661 aaataaagtt aazaattiag accigtataa attattaagg tacctaatca agttccacgg
721 caaagtacag ccatggttat gaattataaa tccaagaage pgtgagttaa ctetgacatt
781 pttcetigga tggttcteat teattgaagt tagtcaccte aacttactca accaaaacct

841 agaagtattt ctgtggtact atgtctett gateccaaga gggcotetagg catatgaaaa
901 tetctcaate teteteecte toteteceee ticcacecee actetetete tictageagt

961 aatcceteee ttcctgptag geagtatgtt tittggagcea cagtitctta getatetett

1021 geaacacctg atittgetga agattigaat ggcocteatat agaagtatca acaacttgag
1081 cgtetgtgaa ctetcattit gacactgtge tgaaapaatt pgagttgatt cteattaaaa
1141 aaaaaattaa geatctcacc tittttgetc aaactaaaca gitttaaaac agttetgect
1201 ggagtcatga tatgaaatac gatctatcat atttgeaatyg tictgttcaa ttgtggctge
1261 accaggaaat gagaagcetat ttctttatag pcacaaataa aaagatagte attatetgta
[321 aaattcttat gacatggceag caagcccaag aaacctitct aaacaaggeg tgaaaacgea
1381 gagatgicct tgcaattagt catgtctatc tgacagattt cttccttict aagggaatit

1441 gtpctgaaca ttttatttcg agecteapag ataaaagaag geggaagaag ctgtagttit
1501 tgctacataa gacaggtgge gtaagcaige aacgetitaa aaaaatatct aaagtgafttg
1561 ttitcteteg gattettiga aaaagetege ctgegetggp gtitgaggct gagecggtea
1621 cgtcageptg gaatgepgag teaggegece aggeteteta taageegage agetgtecgg
1681 tgctgaaacg gecegageee teactcageg geagagagga geatgetige agecttecac

1741 ataatataag acagaggtaa '

Gen de glucocinasa de Mus musculus, region de flanqueo de 5'.
ACCESO U93275

[ agetttaggt gtgtgaatat ctactttggt getagggect tggtcatact aagtaagttt
61 ccecttcact ggggtgtace agtitacect ggactgteta ageaacaaga aggatagaca
121 tggectacea cagatticat gictgecact ggetatgica gaacatgtag gagctttigg
181 aatcagtgaa acaggtatit tcagactgec ttcectgegt gggectttce cgaagecata
241 ttttectag agteageett tcccagetge ggacaagetg tactggacag atgecageca
301 ctigaactgg gaatacatgg tcatitagge agetggetta tetcatecat ggtacttgat
361 ggettcggpt cageacctea cagaaagtic agacgggagg cticcgagaa aacagagaag
421 caggcaggag atcctgeagg caatcctect getecacage ctgeatggac ttcectcage
481 cttagtgcpt gtgpgtecea tetgagaaca ttgpttatat gitattttca aaccgatetg
541 ccitiaagga giggaagaaa aasaactgtgp tettiggect acctttatga taatggectt
601 ttcatcetee taataaatat tgccaagtag ggtagatict atacgaaage tcttaaccca
661 tggtattage aaatcatgta ggtgctaata atgaatactg gatgeagtea gtacagggat
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721 ataaaatgga atgtazgagc ctgttgetat gaatggttag ctaactagat gtigtacaag
781 aaatgttzac pttatgacet gtggaaactt ggtattgaag atgtggacic gaaactttgt
841 geattttitg atgccatgat aaaaatgtga agaatactgt tccttaccaa aaagaagaag
901 aagaaggaga aggaggagga agaggageag gaggaagaag agegegagga agaagaagag
961 aaggaggagg aagaggagga ggaggaagaa gaggaggagy aggaagaaga agagaaggag
1021 gaggactagg aggaggagga gaagaaggag aaggpgaagg agagagtage cagaacattt
1081 pggeteccat cagaatacea gatacteccag acatagtcac agaaggactg gtitptitgt
1141 taaataggtg ctitgaaaag titgtgggga aaccigeagt gagattgigt gtcttagaaa
1201 tgataggcaa gattcatcea caagaatgeg acaagatgge tgectgaaca agecctgaac
1261 attaacagca ccagtagace tgcttacacg gaagaaagea atcteatagg cccicaccee
1321 aaacazagac tacagacagc agaggaactg gagageagga gaaattgegt ctecctitta
1381 tgageccect aactgpttgt caaatactca atggtcagee ctgaaatcat atgecacaaag
1441 taatactage geaactgaac agatigtage tgtgtgtots tgigtaatga taacanagaa
1501 gaaaaggecec catgttapag agggagcaag gtggacatgg aggtatggaa ggagttggaa
156) ggaggeptga gaagggeaaa gtgatgtaat tatcttitaa titatanaaa aataaaaaat
1621 gggctagtga gatggceteag tgggtaagag caccegactyg cticttccga aggtetggag
1681 ttcaaatccc agcaaccaca tggtggetea caaccateeg taacgagate tggegeccte
1741 tictggagtg tetpaagaca getacagtgt acttacatat aataaataaa taaatctitt
1801 aazaaaaata anaaataaaa tattagaata aaatgtagag gaatattitt aatttaacaa
1861 cttgpgtpte peaaaagctt teticaacaa aaacttaatc cctoagataa gaaaagacta
1921 gaatccacga cgtggataga tacttctgta tgatgcaaga cactatttat caggttgtaa

- 1981 cttgageaga actigagtty taactigitg pgaaacacaa caccctigge aaacaaaaga
2041 ttactagata tittagatga aatataaaaa tactttccac aactgatagg taggaaacag
2101 ttcaatagta atataattat tgaacaaata atccttaaaa gaagaaatcc agaggaatag
2161 caagitaggg gaagagaggg totgtgtetg tgtgtgtgcy cgeacatita tagccaaaat
2221 apatgatata cttaaatgaa catgccatta aaacccatta tittgeatac agtttacata
2281 tgctaatgaa tacttaaaaa aaaaacatig ggattggaga gaaatggotc agtggttaag
2341 agttcaattc ccagcaacca catgattget cacaaccate tgtaatgpgoa tetgatgect
2401 tetictggta tgtctgaaga aagtgacegt gtacttataa ttataaataa ataaatcttt
2461 aaccaaaaaa cccccataat ttcaacaaca gatatgtect ggtotgagge ticcaggeat
2521 agaaatagaa acacacagag tgtggageca gtgeggtica ggtcegeceat tecagttcag
2581 gettcagace aagagaaagg gaaaagaaga gacaagcaac aag

Gen de adenosina desaminasa (ADA) de H. sapiens, regién de flanqueo de 5’ y exén 1 (y CDS unida).
ACCESO X02189

1 tecaggaaat gegegatcea ggecggepag CE2gecBsg geiecggega Baggecesse
61 cecgppaacg gegECREEcy gEECYELagE CRgRRCCCRg cocpitaaga agagegigae
121 cggecgegee caccgetgge cccagggaaa gCCEagCasc Caccgageey geagagacec
181 accpagepece ggeggaggea gegacgecgg gecgeacgag geeace

ARNmM de Homo sapiens para pre-proinsulina.
ACCESO X70508

MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREA
EDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN"

1 gctgeatcag aagagpecat caageacate actgicctte tgecatggec ctgtggatge
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61 geetectgec cotgetggeg ctgetggece tetgpggace tgacceagee geagectttg
121 tgaaccaaca cctgtgegge tcacacetgg tggaagetet ctacctagtg tgcgggpaac
181 gaggcttett ctacacaccc aagacccgee gggaggcaga ggacetgeag gtggggeagg
241 tggagetggg cgggpgecet ggtgeaggea goctgeagee cttggecctg gaggggteec
301 tgcagaageg tggeattgtg paacaatget gtaccageat ctgeteccte taccagetgg
361 agaactactg caactagacg cagcecgeag geagecocee accegecgee tectgeaceg
421 agagagatgg aataaagece ttgaaccage

Leptina (LEP) de Homo sapiens, ARNm.
ACCESO XM_004625

"MHWGTLCGFLWLWPYLFYVQAVPIQKVQDDTKTLIKTIVTRINDISHTQSVSSKQKVTG
LDFIPGLHPILTLSKMDQTLAVYQQILTSMPSRNVIQISNDLENLRDLLHVLAFSKSCHLP
WASGLETLDSLGGVLEASGYSTEVVALSRLQGSLODMLWQLDLSPGC"

1 tetgttiica ggeccaagaa geecatectg ggaaggaaaa tgcattggee aaccetgtge
61 ggatictigt ggcttiggee ctatctitic tatgtecaag ctgtgeccat ccaaaaagte
121 caagatgaca ccaaaaccct catcaagaca attgtcacca ggatcaatga catttcacac
181 acgeagtcag teteciceaa acagaaagte aceggtitgg actteattec tgggeiccac
241 cccatcctga cettatccaa gatggaccag acactggeag tctaccaaca gatcetcace
301 agtatgcctt ccagaaacgt gatccaaata tccaacgacce tggagaacct cegggatett
361 cttcacgtge tggecttete taagagetee cacttgeect ggeecagtgy cotggagace
421 tiggacagcee tggggegtet cotggaaget teaggetact ceacagaggt ggtggcectg
481 agcaggcetge aggggtetet geaggacatg ctgtggeage tggaccteag cectgggige
541 tgaggecttg aaggtcacte ticctgeaag gactacgtta aggpaaggaa ctetggetic
601 caggtatete caggattgaa gagcattgea tggacaccec ttatccagga cictgteaat
661 ticectgact cetctaagee actettccaa aggeataaga cectaagect cettttgett
721 gaaaccaaag atatatacac aggatcctat tctcaccagg aagggggtee acccagcaaa
781 gagtgggetg catctgggat teccaccaag gtottcagec atcaacaaga gttgiettgt
841 ccectettga cccalctece ceteactgaa tgoctcaatg tgaccagggg tgatitcaga
901 gagggcagag gggtaggcag agectitgga tgaccagaac aaggticcct ctgagaatte
961 caaggagtic catgaagacc acatccacac acgeaggaac tcecageaac ‘acaagetgga
1021 ageacatgtt tatttatict geattitatt ctggatggat ttgaagcaaa geaccagett
1081 ctecaggete titgggatea gecagggeca ggggtetece tggagtgeag tttccaatee
1141 catagatggg tctggetgag ctgaacceeat ttgagtgac tegagggttg gaticatctg
1201 agcaagagct ggcaaaggte getetccagt tagtictete gtaactggtt tcatttctac
1261 tgtgactgat gttacatcac agtgttigca atggtgtige cotgagtgga tetccaagga
1321 ccaggttatt ttaaaaagat ttgtittgtc aagtgtcata tgtaggtgtc tgcacceagg
1381 ggtgeegaat gtitggecay aapggagaag gatctagaat gtgttttetg aataacattt
1441 gtgtagtpgg tictitgoaa goagtpagat cattttetta tetictgeaa ttgettagga
1501 tgtttttcat paaaataget ctitcagggg pettetgagg cotggecagg caceeectgg
1561 agagaagttt ctggcectgg ctgaccceaa agagectgga gaagetgatg ctitgetica
1621 aatccatcca gaataaaacg caaagPgetg aaagecattt pttggggcag tggtaagete
1681 tggetitcte cgactgetag ggagtggtet ttectateat ggagtgacgg teccacactg
1741 gtgactgega tettcagage aggggtectt ggtgtgacce tetgaatpgt ceaggpttga
1801 tcacactctg getttattac atggeagtgt tectattigg gocttgeatg ceaaattgta
1861 grtcttgtet gattggetea cccaageaag gecaaaatta ccaaaaatct tgggggattt
1921 ttactccagt ggtpaagaaa actcctitag caggtggtee tgagacctga caageactge
1981 taggecgagte ccaggactec ccaggecagg ceaccaggat ggeccttcee actggaggte

2041 acattcagga agatgaaaga ggaggtitgg ggictgecac catectgetg ctgtgtitt
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2101 getatcacac agtgggtegt pgatcigtce aaggaaactt gaatcaaage agttaacttt
2161 aagactgage acctgettea tgetcageee tgactggtge tataggetgg agaageteac
2221 ccaataaaca ttaagatiga pgectgeect cagggatett geattcccag tggtcaaace
2281 geactcacee atgtgecaag gtgggetatt taccacagea getgaacage caaatgeatg
2341 gtgcagttga cagcaggtgg gaaatggtat gagotgaggg gggccgtgec cagggaccea
2401 cagggaaccc tgettgeact ttgtaacatg thtactittc agggcatctt agettetatt

2461 atagccacat coetttgaaa caagataact gagaatitaa aaataagaaa atacataaga
2521 ccataacage caacaggtgg caggaccagg actatagecc aggtectetg atacccagag
2581 cattacgtga gecaggtaat gagggactgg aaccagggag accgageget tictggaaaa
2641 gaggagtitc gaggtagagt tigaaggagg tgagggatgt gaattgectg cagagagaag
2701 cetgtrttgt tggaaggttt potatatgga gatgeagage taaaagtgty ageagtgagt
2761 tacagcgaga pgcagagaaa gaagagacag gagggeaagg geeatgctga agggacetig
282] aagggtaaayg aagttigata ttaaaggagt taagagtage aagtictaga gaagaggcetg
288] gtoctgtgec caggptpapa getpetcige aaaatgtgac ccagatecte acaaccaccet
2941 aatcaggete aggtgtctta agecttitge teacaaaace tggeacaatg getaattece
3001 agagtstgaa acticctaag tataaatggt tgtetgtiit totaacttaa aaaaaaaaga

3061 aaaagtttgg ccggptecgg tggeteacge ctgtaateee ageactttgg gaggecaagg
3121 tggggggatc acaaggtcac tagatggega geateetgge caacatggtg aaacceegtc
3181 tctactaaaa acacaaaagt tagetgageg tggtggeppe cgectptagt coccagecact
3241 cgggagectg agacaggaga atcgettasa cetgggagse ggagagtaca gtgagecaag
3301 atcgegeeac tgcactcogg cotgatgaca gagegagatt cegtcitaaa aaaaaaaaaa
3361 aaaaagtttg titttaaaaa aatctaaata aaataacttt gececctg

Colecistocinina (CCK) de Homo sapiens, ARNm.
ACCESO XM_003225

"GSAAGLLRLETPSQLRPNPK.AI‘JINSGVCLCVLMAVLAAGALTQPVPPADPAGSGLQRAE
EAPRRQLRVSQRTDGESRAHLGALLARYIQQARKAPSGRMSIVKNLQNLDPSHRISDRD
YMGWMDFGRRSAEEYEYPS"

1 ggetcagetg ccgggcfgct ccgottzgaa acgecaagee agetgegtee taatccaaaa
61 geeatgaaca geggegtgtg cetgtgegty ctgatggegp tactggegge tggegeectg
121 acgeageegg tgectecege agatceegeg ggeteogggc tgcageggae agaggagacg
181 cecegtagge agetgagget atcgeagaga acggatggeg agtcccgage geacetgppe
241 geectgetgg caagatacat ccageaggee cggaaagetc ctictggacg aatgtccate
30} grraagaacce tgcagaacct ggaccecage cacaggataa gtgaccggga ctacatgggc
361 tggatgpatt ttggecgteg cagtgecgag gagtatgagt accectecta gaggacccag
42] ccgecatcag cecaacggga ageaacetce caacccagag gaggcagaat aagaaaacaa
481 tcacactcat aactcattgt ctgtggagtt tgacatigta tgtatctatt tattaagttc
541 tcaatgtgaa aaatgtgtct gtaagattgt ccagtgeaac cacacaccte accagaattg
601 tgcaaatgga agacaaaatg ttticttcat ctgtgactce tggtetgaaa atgttgttat
661 gotattaaag tgatitcatt ctgee

Promotor de CCK (Rata)
ACCESO S70690

1 aattcgegeg ctaagecgea tattcacgt ttecagacat gteacaaata cagctaattc
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61 ctacaacctg agetgtgtea tgggggrggg pogaatcace cacageattt aatctgetge
121 tgtittaaac acgtigetic taagtaaaga gaccgetaga gecacaacca ggaacctaac
181 tgetgetgge atcacttgec ttticatagt ctecctcage cggaacecce ceacgetpgg
24] tgeettetct atttagaaag agtitctaag cctttetect tcacectaga ctggeaaggt

301 tgagggtagg ctgagggttg caagactgtg agaaaaggga geccctetet tettettget
361 cggtgagtat cicagecaag atcetcacca cccagtggaa teccgtaact ctagaggaaa
42] ggaagaactc tagaggacgg gaagatcatt gcaageteee ctagatgtge gageecages
481 cgctecacte agecageeag agettgaggg tgcttgagac actetetgge geeacttege
541 gaccaaaatc atcggtagat gtaggctggt gagaagtcat citgggaaga aatggaaace
601 ttttccccaa aggetttecg cacaanaagge aagagetgea cecaggatct taaaatictg
661 taagacgaga atccacgagg ccaactgtga ttgagttctg aaaaattgag agecctactc
721 cccicteica ctgtgggag cccacteagg tetgaagtge tcccagagaa catgecagaa
781 ttacatttge tgacacctag tetgtgaggg tecceeggtt tectggaagg atttgateee

841 tcaaagctea ctaaacagtg gtcagetict ocattccaga caaactectg cticteteeg
901 ggagtagggs tggeaccete cetgaagagg actcagceaga ggeaccgaac agggtggpea
961 ggaaagetgt ttagataaag aggaggactc atacaaagta cecegectgg gaggeectat
1021 ccteattcac tgggecgttt cecttctece ggapggecac ticgateggt ggtetcteca
1081 gtggetgect ctgagcacgt gtectgeegg actgegteag cactgggtaa acagatgact
1141 ggctgeptac cgggeggpge tatttaagag gagtegecct gecgectgee ctcaacttag
1201 ctggacagea gecgttggaa accgecaage cagetgacte cgeatccgaa ggtaagtpgc
1261 tggcagatee aagaatcatg agtgtgaaga actggectgt agetttgeat ctattgeegt
1321 ttagtctitc cattttetgt geettcecte acttgacage tg

ARN mensajero humano para la hormona del crecimiento (presomatotropina).
ACCESO V00519

"MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRPFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEE

AYTPKEQKYSFLQNPQTSLCFSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSV
FANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDA
LLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF"

| cgaaccactc aggptectgt ggacagetea cetagetgea atggetacag geteceggac
61 gtecetgete ctggetittg geetgetetg cetgeectgg cticaagagg geagtgectt
[21 cccaaccatt ccctiateca ggectittga caacgcetatg ctcegegecc ategtetgea
18] ccagetggee titgacacct accaggagtt tgaagaagece tatatcccaa aggaacagaa
241 gratteattc ctgeapgaace cccagacete cetetgtitc tcagagtcta ttecgacace
301 ctecaacagg gaggaaacac aacagaaate caacctagag ctgceteegea teteectget
361 geteatceag tegtggetgg agecegtgea gitectcagg agtgtetteg ccaacagect
421 ggtgtacgge gectetgaca geaacgteta tgacctecta aaggacctag aggaaggeat
431 ccaazcgetg atggggagge tggaagatgg cagecccegg actgggcaga tettcaagea
541 gacctacage aagttcgaca caaact{aca caacgatgac gcactactca agaactacgg
601 getgetctac tgettcagpa aggacatgga caaggtegag acattcctge geategtgea
661 gtgecgetet gtggaggacea gotgtggett ctagetgece gggtggeate cotgtgacee
721 ctecccagtg cetetectgg coctggaagt tgecacteea gtgeccacca gectigicet
781 aataaaatta agttgcatc
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Promotor de GIP de rata -1 a -1894 pb.

(-1894)

5 GAGTGGCGACAGGCTGCTGCTAGCAGGCTCTACACTGAGCTAACCCCACCCATAT
ATATACATAGTTACTATTAGCTTTATTTATATTTTTAAGATTATCATTATATATATAG
TACACTGTAGTGTCTAGATACACAGAAGAGGCATCGGTCTCTTACAGAGAGCCACC
ATGTGGTTGCTGGGGATTGAACTCATACCTCTGGCAGAGCAGTCGGTGCTCTTAACG
CTGAGCCATCTCTCCAGCGCCCCCAAAGCCCAGCTTITAAAAATATTTTAAAATTTCT
TTCTACAGATTGTTTTATGTATATGAGTGTTTTGTGTGTATGCGTTGATGTGTGTACT
GTGTGCATGGCACATGCCAGTGGGCCACAGACAGAGGGACATGAGATTCCCCTGAA
ACTTGGAGTTACAGATGGCTGTGGGCTGCCATGTGAGTGAGCGCCTTTGGAACCAAA
CCTGGGTCCTGCACAAAAGCAACAAGCACTCTTAATCGTTGAGCCACCTCTCCAACC
CCTTGATATTTCTTTTCGTTGGTGCATTAAAATTGATAAACAGAGGGTTITICTTTATT
TAAAGATTTATTTATTETATGTGAGTACACTGTTGCTCTCTTCAGACACATAGAAGAG
GGCATTGCTGGATTCTGCTACAGATGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTGCTGGGAGTT
AAACTCAGGACCTCTGGAAGAGCAGTCAGTGCTCTTAACCACTGAGCCATCTCTCCA
GTCCCTTCCTCAACCTTCTGAGAACAGGCAAACTCCACCATGATTGGCTTATAAATC
GTTATATGGACCTACTAAGGATGTAACAACTGGGAGCATGCTTACCTAGCATGTCCG
AAACCCGGAGTTCAGTCCCTAGCACTGCACAATCTCAGTCCTTATGAAGTAGAGGGA
AGATCAGAGGTTCAAGGACAACATCAATTTGAGACCAGCCTGGGCTACTTACCAAA
GAAAGAAAGAGAGAAATAAATAAATAGATAGATAAATAAATAAATAAGTAAATAA
ATATCTTATGGCTGGAGAGTTGGTTCAGTGTTTAAGAGCACTTATTGTGGGGTTGGG
GATTTATCTCAGTGGTAGAGCGTTTGCCTAGGAAGCTCAAGGCCCTGGGTTCGGTCC
CCAGCTCCGGAAACAAAACAAAACAAAACAAAAACAAACAAACAAACAAAAAACC
CTGTCTGGAAAACACCTAAATAAAGATATATATATATAATATATATACATATAATAT
ATATATGATATATATATATATATATATCTTTGTGGAGGAAGCTATACCTTTCTTTCTT
GAGCCTCCAACACATAAATGTGCCCTGTCATCCCATTCATATTGCCCCAAGTGGGAA
ACCATGTGACTATAAACTCTAAGTTCCTAGTCACTAGGAACTCTCAAGACACCTACC
TCAGGCAGCATCACTTCCGGAGTGCCACCATTATCAGTTAACATCCACATCTGGGAT
TCAGATCCCAGATCCCTTCTGTTCCCTCAGAAGTCACCTACAGCTTTGTGGGGGTGC
CCCTTCCCTCAGAGAGTGCCACCCGAGTTGACCCTCACCAAGGCAACCCTTTGTACC
CACAGAATCCAACAGGAAGTAGGGGGAAGAACAGCCGGCCCTGTGCCAGAAAAAA
AGAGGGGAGGGAGAAGGGGGTGCTCAGCCTACCACCGGGCAGGTCCCAGATAACA
CTGCAGATACCCAAATGTTAATCACCCATTAGCACAGGCCCAGAGCAAAGGGGAAA
GTGATTAGGTGTATAATGGGGTTCACTGGGCAGGAGCAGTGGGCTTGAGCTTCAAA
GATAAGAGGTTTTCAGGTTAATCAGCACCCTGTGGTGTGTGGATATAAGGAAGCTAA
CACAGGGTCTTGAAGCAAGATC_3” (-1)
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