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DESCRIPCION
Uso de proteinas relacionadas con saposina para prevenir y tratar la obesidad, diabetes y/o sindrome metabdlico

Esta invencion se refiere al uso de proteinas relacionadas con saposina, al uso de polinucleétidos que las codifican
en el diagnostico, estudio, prevencion y tratamiento de la obesidad y/o diabetes mellitus y/o sindrome metabdlico.

Muchas proteinas humanas sirven como compuestos farmacéuticamente activos. Varias clases de proteinas
humanas que sirven como este tipo de compuestos activos incluyen hormonas, citoquinas, factores del crecimiento
celular y factores de diferenciacion celular. La mayoria de las proteinas que se pueden utilizar como un compuesto
farmacéuticamente activo caen dentro de la familia de proteinas secretadas. Las proteinas secretadas se producen
generalmente dentro de células en el reticulo endoplasmatico rugoso, luego se exportan al complejo de Golgi y
luego son desplazadas a vesiculas o granulos secretores en donde son secretadas al exterior de la célula via
exocitosos. Ejemplos de proteinas secretadas comercialmente utilizadas son insulina humana, agentes
tromboliticos, interferones, interleuquinas, factores estimulantes de colonias, hormona del crecimiento humano,
factor de crecimiento transformante beta, activador de plasmindgeno tisular, eritropoyetina y otras diversas
proteinas. Receptores de proteinas secretadas, que son proteinas unidas a la membrana, también tienen un
potencial en calidad de agentes terapéuticos o de diagndstico.

Por lo tanto, es importante desarrollar nuevos compuestos farmacéuticos para identificar proteinas secretadas que
puedan someterse a ensayo en cuanto a la actividad en una diversidad modelos de animales. Asi, a la vista del
papel generalizado de proteinas secretadas en la fisiologia humana, existe la necesidad de identificar y caracterizar
nuevas funciones para proteinas secretadas humanas y los genes que las codifican. Este conocimiento permitira
detectar, tratar y prevenir enfermedades médicas, trastornos y/o afecciones utilizando proteinas secretadas o los
genes que las codifican.

La obesidad es uno de los trastornos metabdlicos mas preponderantes en el mundo. Sigue siendo una enfermedad
humana poco comprendida que se convierte en un problema de salud principal cada vez mas relevante para la
sociedad occidental. La obesidad se define como un peso corporal mas de un 20% en exceso del peso corporal
ideal, que resulta frecuentemente en una deficiencia o problema importante de salud. La obesidad se puede medir
por el indice de masa corporal, un indicador de la adiposidad o gordura. Parametros adicionales para definir la
obesidad son las circunferencias de la cintura, el grosor de los pliegues de la piel y la bioimpedancia. Esta
asociada con un riesgo incrementado de una enfermedad cardiovascular, hipertension, diabetes mellitus tipo I,
hiperlipidemia y una tasa de mortalidad incrementada.

La obesidad viene influenciada por factores genéticos, metabdllicos, bioquimicos, fisiolégicos y de
comportamiento, y puede ser provocada por diferentes motivos tales como diabetes no dependiente de insulina,
aumento en los triglicéridos, aumento en la energia ligada a hidratos de carbono y un bajo gasto energético. Como
tal, es un trastorno complejo que debe ser abordado en varios frentes para conseguir un resultado clinico positivo
duradero. Dado que la obesidad no se considera como un trastorno Unico, sino como un grupo heterogéneo de
afecciones con mulltiples causas (potenciales), también se caracteriza por una elevada insulina en plasma en
ayunas y una respuesta a insulina exagerada a la ingesta oral de glucosa (Koltermann J., (1980), Clin. Invest, 65,
1272-1284). Se puede confirmar una clara implicacion de la obesidad en la diabetes mellitus de tipo Il (Kopelman,
P.G., (2000) Nature 404, 635-643).

Triglicéridos y glucégeno se utilizan como el almacén de energia combustible del cuerpo. El glucégeno es un
polimero ramificado grande de residuos de glucosa que se almacena principalmente en las células del higado y de
la musculatura. La sintesis y degradacion de glucégeno es fundamental para el control del nivel de glucosa en
sangre. Los triglicéridos se almacenan en el citoplasma de adipocitos. Los adipocitos estan especializados en la
sintesis, almacenamiento y movilizacién de ftriglicéridos. EI metabolismo de glucégeno y ftriglicéridos esta
altamente regulado y su interacciéon es esencial para la homeostasis de la energia del cuerpo. Un alto nivel de
glucosa en los adipocitos resulta en la sintesis de triglicéridos como almacén de combustible. Un bajo nivel de
glucosa intracelular conduce a una liberacién de acidos grasos, los cuales se pueden utilizar como sustratos para
la beta-oxidacion para generar energia. Niveles de glucégeno en células son mas variables que los niveles de
triglicéridos, ya que la renovacion de glucogeno es mayor. Los triglicéridos se utilizan en calidad de donantes de
energia a largo plazo una vez que se estan acabando los almacenes de glucégeno.

Células beta pancreaticas secretan insulina en respuesta a los niveles de glucosa en sangre. La insulina, entre
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otras hormonas, juega un papel clave en la regulacién del metabolismo del combustible. La insulina conduce al
almacenamiento de glucégeno vy triglicéridos y a la sintesis de proteinas. La entrada de glucosa en los musculos y
células adiposas es estimulada por la insulina. En pacientes que padecen diabetes mellitus tipo | o LADA (siglas
inglesas de diabetes autoinmune latente del adulto (Pozzilli & Di Mario, 2001, Diabetes Care. 8:1460-67) las células
beta son destruidas debido a un ataque autoinmune. La cantidad de insulina producida por las células de los
islotes pancreaticos remanentes es demasiado baja, dando como resultado elevados niveles de glucosa en sangre
(hiperglucemia). En diabetes de tipo I, células del higado y de la musculatura pierden su capacidad de responder a
niveles normales de insulina en sangre (resistencia a la insulina). A su vez, niveles elevados de glucosa en sangre
(y también niveles elevados de lipidos en sangre) conducen a una deficiencia de la funcion de células beta y a un
incremento en la apoptosis de células betas. Es interesante sefialar que la tasa de neogénesis de células beta no
parece cambiar en personas diabéticas de tipo Il (Butler et al., 2003 supra), provocando asi una reduccion en la
masa total de células beta a lo largo del tiempo. Finalmente, la aplicacion de insulina exégena se hace necesaria
en personas diabéticas de tipo II.

La mejora de parametros metabdlicos tales como niveles de azlcar en sangre y de lipidos en sangre (p. €j. a
través de cambios en la dieta, ejercicio, medicacion o combinaciones de los mismos) antes de que la masa de
células beta haya caido por debajo de un umbral critico, conduce a una restauracion relativamente rapida de la
funcién de células beta. Sin embargo, después de un tratamiento de este tipo, la funcion endocrina pancreatica
permaneceria dafiada debido a la tasa de regeneracion solo ligeramente incrementada.

En personas diabéticas de tipo I, en donde las células beta estan siendo destruidas por un ataque autoinmune, se
han concebido tratamientos que modulan el sistema inmune y pueden ser capaces de detener o de reducir
fuertemente la destruccion de los islotes (Raz et al., 2001, Lancet 358; 1749-1753; Chatenoud et al., 2003, Nat Rev
Immunol. 3: 123-132; Homann et al.,, Immunity, 2002, 3:403-15. Sin embargo, debido a la regeneracion
relativamente lenta de células beta humanas, tratamientos de este tipo sélo pueden tener éxito si se combinan con
agentes que puedan estimular la regeneracion de células beta.

La diabetes es una enfermedad muy incapacitante, ya que los farmacos anti-diabetes comunes de hoy en dia no
controlan los niveles de azlcar en sangre lo suficientemente bien como para prevenir por completo la aparicion de
niveles de azucar en sangre elevados y bajos. Niveles de azucar en sangre de fuera de los limites son toxicos y
provocan complicaciones a largo plazo tales como, por ejemplo, renopatia, retinopatia, neuropatia y enfermedades
vasculares periféricas. También existe una multitud de afecciones relacionadas, tales como obesidad, hipertension,
enfermedad del corazén e hiperlipidemia para las cuales personas con diabetes estan esencialmente en riesgo.

Aparte de la calidad disminuida de vida para los pacientes, el tratamiento de diabetes y sus complicaciones a largo
plazo presenta una enorme carga financiera para nuestros sistemas de salud, con tendencia ascendente. Asi, para
el tratamiento de diabetes de tipo | y tipo I, asi como para la diabetes autoinmune latente en adultos (LADA) existe
una alta necesidad en la técnica de identificar factores que induzcan la regeneracion de células beta productoras
de insulina pancreatica. Estos factores podrian restaurar la funciéon normal del pancreas endocrino una vez que se
ha dafiado su funcion, o incluso podrian evitar el desarrollo o progreso de diabetes tipo I, diabetes tipo || o LADA.

El concepto de “sindrome metabdlico” (sindrome X, sindrome de resistencia a la insulina, cuarteto de la muerte) se
describié por vez primera en 1966 por Camus y se reintrodujo en 1988 por Reaven (Camus JP. 1966, Rev Rhum
Mal Osteoartic 33(1):10-14; Reaven et al. 1988, Diabetes, 37(12):1595-1607). Hoy en dia, el sindrome metabdlico
se define cominmente como racemizacion de factores de riesgo cardiovascular tales como hipertensién, obesidad
abdominal, elevados niveles en sangre de triglicéridos y glucosa en ayunas, asi como bajos niveles en sangre de
colesterol HDL. La resistencia a la insulina aumenta grandemente el riesgo de desarrollar el sindrome metabdlico
(Reaven, 2002, Circulation 106(3): 286:288). El sindrome metabdlico precede a menudo al desarrollo de diabetes
de tipo Il y enfermedad cardiovascular (McCook, 2002, JAMA 288: 2709-2716). El control de niveles de lipidos en
sangre y de niveles de glucosa en sangre es esencial para el tratamiento del sindrome metabdlico (véase, por
ejemplo, Santomauro A.T. et al., (1999) Diabetes, 48(9): 1836-1841).

Los factores moleculares que regulan la ingesta de alimentos y el equilibrio del peso corporal no se entienden por
completo. Aunque se han descrito varios genes candidatos que se supone influyen sobre el o los sistemas
homeostaticos que regulan la masa/peso corporal tales como leptina o el co-activador del receptor-gamma
activado por el proliferador de peroxisoma, se desconocen los diferentes mecanismos moleculares y/o moléculas
que influyen sobre la obesidad o las regulaciones en el peso corporal/masa corporal.
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Las proteinas secretadas son una diana principal para la accién del farmaco y el desarrollo. Por consiguiente, es
valioso en el campo del desarrollo farmacéutico identificar y caracterizar nuevas funciones para las proteinas
secretadas. La presente invencidon se anticipa al estado conocido de la técnica proporcionando funciones
previamente desconocidas para una proteina secretada humana.

El problema técnico en el que se basa la presente invencion era proporcionar medios y métodos para modular
afecciones metabolicas (patolégicas) que influyen sobre la regulacion del peso corporal y/o circuitos homeostaticos
de energia. También el problema técnico era proporcionar métodos para tratar la diabetes. La solucion a dichos
problemas técnicos se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a genes que codifican proteinas secretadas con nuevas funciones
en la regulacion del peso corporal, homeostasis de la energia, metabolismo, obesidad y procesos de regeneracion.
La presente invencion describe un gen especifico implicado en la regulaciéon del peso corporal, homeostasis de la
energia, metabolismo y obesidad, asi como enfermedades relacionadas tales como diabetes mellitus, trastornos
en la comida, caquexia, hipertension, enfermedad cardiaca coronaria, hipercolesterolemia (dislipidemia) y/o
calculos biliares. La presente invencidon describe genes relacionados con saposina, sus genes homoélogos y
proteinas codificadas por los mismos, en particular genes relacionados con saposina humana y proteinas (a las
que también se alude como prosaposina, variante de la enfermedad de Gaucher y variante de leucodistrofia
metacromatica; PSAP; proteina B asociada a surfactante pulmonar humana (SFTPB), proteina hipotética humana
FLJ40379), respectivamente, como implicados en las afecciones arriba mencionadas. Los autores de la invencion
describen un nuevo uso de prosaposina para estimular la formacién o regeneracion de células beta productoras de
insulina y, asi, un uso en el tratamiento y prevencion de enfermedades que van junto con (p. €j. son provocadas
por, estan asociadas con o van acompafadas de) funcion deficiente de células beta, por ejemplo, pero no limitada
a diabetes mellitus. Mas particularmente, las enfermedades son diabetes de tipo |, diabetes de tipo Il o LADA.

Hasta ahora no se ha descrito que las proteinas de la invencion y proteinas homoélogas estén implicadas en la
regulaciéon de la homeostasis de la energia y la regulacion del peso corporal o en procesos de regeneracion y
trastornos relacionados y, asi, no se han discutido funciones en enfermedades metabdlicas y disfunciones en otras
enfermedades como las arriba listadas.

En esta invencion, los autores de la misma se refieren a las proteinas codificadas por genes relacionados con
saposina de Drosophila y a proteinas homadlogas, preferiblemente polipéptidos o proteinas o secuencias que
codifican a estas proteinas homologos, preferiblemente humanos y murinos, como relacionadas con saposina o
como proteinas de la invencion.

La presente invencion describe que proteinas relacionadas con saposina son reguladoras de la homeostasis de la
energia y del metabolismo de las grasas, especialmente el metabolismo y el almacenamiento de triglicéridos y
glucdgeno, y polinucledtidos que identifican y codifican las proteinas descritas en esta invencion. La invencién se
refiere también a vectores, células hospedantes, anticuerpos y métodos recombinantes para producir los
polipéptidos y polinucleétidos de la invencion. La invencion se refiere también al uso de estos polinucleoétidos,
polipéptidos en el diagnostico, estudio, prevencion y tratamiento de enfermedades o disfunciones metabdlicas, por
ejemplo, pero no limitadas a sindrome metabdlico, obesidad, diabetes mellitus, trastornos de la alimentacion,
caquexia, hipertension, enfermedad coronaria del corazon, hipecolesterolemia (dislipidemia) y/o calculos biliares.

La presente invencion se basa también el hallazgo de que prosaposina estimula la diferenciacion de células
productoras de insulina a partir de células madre in vitro. Asi, puede administrarse una cantidad terapéuticamente
eficaz de prosaposina para fomentar la regeneracion de células beta pancreaticas o para fomentar la formacion de
células productoras de insulina a partir de células madre o células progenitoras in vitro o in vivo. La presente
invencion se refiere, ademas, a aplicaciones en el sector médico que surgen directamente del método de la
invencion. Adicionalmente, la presente invencion se refiere a aplicaciones para la identificacion y caracterizacion de
compuestos con efectos médicos terapéuticos o efectos toxicoldgicos que surgen directamente del método de la
invencion.

Proteinas homodlogas relacionadas con saposina y moléculas de acidos nucleicos que las codifican se pueden
obtener, por lo tanto, a partir de especies de insectos o vertebrados, p. ej. mamiferos o aves. Particularmente
preferidos son acidos nucleicos que codifican los homologos relacionados con saposina humanos y las proteinas
codificadas por los mismos (en particular prosaposina humana [PSAP], proteina B asociada a surfactante
pulmonar humana [SFTPB] y/o proteina hipotética humana FLJ40379).
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La glucoproteina prosaposina (PSAP) es un precursor de cuatro saposinas (A, B, C y D) que se encuentra en
diferentes localizaciones celulares (Morimoto S. et al., (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. 86: 3389-3393). Las saposinas
son pequefias proteinas lisosomales que sirven como activadores de diversas enzimas degradantes de lipidos
lisosomales (Munford R.S. et al., (1995) J. Lipid Res. 36: 1653-1663). Prosaposina se produce en diversos tipos de
fluidos secretores humanos tales como el fluido cerebroespinal, semen, leche, jugo pancreatico y bilis. Se postula
que prosaposina media en fendmenos de sefalizacion neurotréficos capaces de inducir una diferenciacion neural y
prevenir la muerte de las células.

Una linea de ratdn mutante en la que el gen de la proteina activadora de esfingolipidos ha sido inactivado por
tecnologia de recombinacion homaologa, mostré anomalias clinicas complejas, patoldgicas y bioquimicas similares
a las de pacientes humanos con una deficiencia total en saposina (Fujita N. et al., (1996) Hum Mol Genet. 5: 711-
725). La patologia principal en el cerebro de ratones Sap -/- afectados era la hipomielinizacion y el
almacenamiento de ceramidas y gangliésidos. El almacenamiento de ceramidas se produjo también el cerebro,
higado y rifiones, y el catabolismo de ceramidas es anormalmente lento en los fibroblastos. El examen de 6rganos
reproductores en mutantes homocigoticos de prosaposina machos muestra varias anomalias, indicando que
prosaposina esta también implicada en el desarrollo y el mantenimiento de 6rganos reproductores masculinos
(Morales C.R. et al., (2000) J Androl 21: 765-775).

El surfactante pulmonar es un material rico en lipidos que evita el colapsamiento de los pulmones reduciendo la
tension superficial en la interfase aire-liquido en los alveolos pulmonares. Esta constituido principalmente por
fosfolipidos, colesterol y proteinas, incluidas cuatro proteinas asociadas a surfactante, dos glucoproteinas
colagenas que se unen a hidratos de carbono (PSP-A y PSP-D) y dos proteinas hidréfobas pequefas (PSP-B y
PSP-C). Proteinas asociadas a surfactante pulmonar estan implicadas en la respiracion y fomentan la estabilidad
alveolar reduciendo la tension superficial en la interfase aire-liquido en los espacios de aire periféricos. PSP-B es
un gen clinicamente importante, regulado en el desarrollo. La deficiencia de PSPB-B se demostrd en proteinosis
alveolar congénita (Nogee et al., (1993) N Engl J Med. 328: 406-410).

La invencién se refiere, particularmente, a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que

contribuye en la regulacion de la homeostasis de la energia y en el metabolismo de triglicéridos y glucogeno y en

procesos de regeneracion, en donde dicha molécula de acido nucleico comprende

(a) la secuencia de nucleétidos del gel relacionado con saposina de Drosophila o un mamifero, p. €j. un
homodlogo relacionado con saposina humana (en particular PSAP. SFTPB y/o FLJ40379 humana), y/o una
secuencia complementaria a la misma,

(b) una secuencia de nucleétidos que se hibrida a 50°C en una disolucién que contiene 1 x SSC y SDS al
0,1% a una secuencia de (a),

(c) una secuencia que corresponde a la secuencia de (a) o (b) dentro de la degeneracién del cédigo genético,

(d) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 85%, preferiblemente al

menos el 90%, mas preferiblemente de al menos el 95%, mas preferiblemente de al menos el 98% y de
hasta el 99,6% con las secuencias de aminoacidos de una proteina relacionada con saposina,
preferiblemente un mamifero, p. ej. homodlogo relacionado con saposina humana (en particular PSAP,
SFTPB y/o FLJ40379),

(e) una secuencia que difiere de la molécula de acido nucleico de (a) a (d) por mutacién, y en donde dicha
mutacion provoca una alteracion, delecion, duplicacion y/o detencién prematura en el polipéptido
codificado, o

(f) una secuencia parcial de cualquiera de las secuencias de nucleétidos de (a) a (e) con una longitud de 15-
25 bases, preferiblemente 25-35 bases, mas preferiblemente 35-50 bases y lo mas preferiblemente al
menos 50 bases.

La presente invencion se refiere a genes con nuevas funciones en procesos de regeneracion, regulacion del peso
corporal, homeostasis de la energia, metabolismo y obesidad, fragmentos de dichos genes, polipéptidos
codificados por dichos genes o fragmentos de los mismos.

Ademas, la presente invencion, se refiere a composiciones para uso en la modulacion de la adipogénesis, para
modular, p. €j. estimular, el desarrollo pancreatico y/o para la regeneracion de células o tejidos pancreaticos, p. €j.
células con funciones exocrinas tales como células acinares, células centroacinares y/o células ductales, y/o
células con funciones endocrinas, particularmente células en los islotes de Langerhans tales como células alfa,
beta, delta y/o PP, mas particularmente células beta.
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La presente invencion se refiere a nuevos usos y a métodos in vitro para estimular y/o inducir la diferenciacion de
células progenitoras, p. ej. células madre en células productoras de insulina, o para fomentar la proteccion,
supervivencia y/o regeneracion de células productoras de insulina utilizando un producto prosaposina y/o un
modulador/efector del mismo que influye, particularmente incrementa el nivel de expresion o funcion de un
producto de proteina prosaposina.

Asi, la presente invencién proporciona usos para tratar pacientes que padecen de una enfermedad provocada por,
asociada con y/o acompafada de numeros discapacitados funcionalmente y/o reducidos de células de islotes
pancreaticos, particularmente células beta productoras de insulina, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
producto prosaposina o un compuesto que influye sobre el nivel o funcién de expresion de prosaposina. La
discapacidad funcional o pérdida de células de islotes pancreaticos puede ser debida, p. ej., a un ataque
autoinmune tal como en diabetes tipo | o LADA, y/o debido a la degeneracion de las células tal como en diabetes
de tipo Il progresiva. Los productos de la presente invencion también se pueden utilizar para tratar pacientes en
riesgo de desarrollar degeneracion de células beta productoras de insulina para prevenir el comienzo o progreso de
un proceso de este tipo.

El producto prosaposina puede administrarse, p. €j., como una composicion farmacéutica, via implantacion de
células que expresan el producto prosaposina y/o via terapia génica.

Ademas, la invencion se refiere a preparados de células que comprenden células productoras de insulina tratadas
con prosaposina o células que expresan prosaposina.

Numerosos aspectos adicionales y ventajas de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la técnica
tras una consideracion de la siguiente descripcion de las Figuras y de la descripcion detallada de la invencion que
describe realizaciones actualmente preferidas de la misma.

La capacidad de manipular y rastrear los genomas de organismos modelo tales como la mosca Drosophila
melanogaster proporciona una herramienta poderosa para analizar procesos biolégicos y bioquimicos que tienen
una relevancia directa para organismos vertebrados mas complejos debido a una conservacion evolutiva
significativa de los genes, procesos celulares y vias (véase, por ejemplo, Adams M.D. et al., (2000) Science 287:
2185-2195). La identificacion de nuevas funciones de genes en organismos modelo puede contribuir directamente
en el esclarecimiento de vias correlativas en mamiferos (seres humanos) y de métodos para modularlos. Una
correlacion entre un modelo de patologia (tal como cambios en los niveles de triglicéridos como indicacion del
sindrome metabdlico, incluida la obesidad) y la expresion modificada de un gen de mosca, puede identificar la
asociacion del ortélogo humano con la enfermedad humana particular.

Se realiza un rastreo genético directo en moscas que exhiben un fenotipo mutante debido a la expresién errénea de
un gen conocido (véase Johnston Nat. Rev Genet 3: 176-188 (2002); Rorth P., (1996) Proc Natl Acad Sci U.S.A 93:
12418-12422). En esta invencion, los autores de la misma utilizaron un rastro genético para identificar mutaciones
de genes homodlogos relacionados con saposina que provocan cambios en el peso corporal, que son reflejados por
un cambio significativo de niveles de triglicéridos. Adicionalmente, se analizan niveles de glucégeno.

Un recurso para el rastreo era una coleccion de reserva de Drosophila melanogaster de lineas EP. El vector P de
esta coleccion tenia sitios de uniéon Gal4-UAS fusionados a un promotor basal que puede transcribir secuencias de
Drosophila genémicas adyacentes, tras union de Gal4 a sitios de UAS (Brand & Perrimon (1993) Development
118: 401-415; Rorth P., supra). Esto permite a la coleccidon de lineas EP una sobre-expresion de secuencias de
genes flanqueantes endogenos. Ademas, sin la activacion de los sitios UAS, es probable que la integracion del
elemento EP al gen provoque una reduccion de la actividad del gen, y permite determinar su funcién evaluando el
fenotipo de pérdida de funcién.

Para aislar genes con una funcion en la homeostasis de la energia se sometieron a ensayo varios miles de lineas
EP en cuanto a su contenido en triglicéridos/glucégeno, después de un periodo de alimentacién prolongado
(véanse los Ejemplos para mayor detalle). Lineas con un contenido en triglicéridos/glucégeno significativamente
modificado se seleccionaron como candidatos positivos para el analisis adicional. EI cambio de contenido en
triglicéridos/glucégeno debido a la pérdida de una funcién génica sugiere actividades de los genes en la
homeostasis de la energia de una manera dependiente de la dosis que controla la cantidad de energia almacenada
en forma de triglicéridos o glucégeno.
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En esta invencion, el contenido de triglicéridos y glucdgeno de una agrupacion de moscas con el mismo genotipo
se analizé después de alimentarlas durante seis dias utilizando un ensayo de triglicéridos y uno de glucégeno.
Moscas machos homocigéticas para la integracion de vectores para las lineas de Drosophila HD-EP(3)36824 se
analizaron en ensayos que miden los contenidos en triglicéridos/glucégeno de estas moscas (ilustrado con mayor
detalle en la seccion de Ejemplos). Los resultados del analisis del contenido en triglicéridos/glucégeno se muestran
en la Figura 1.

Se aislaron secuencias de ADN gendmico que estan localizadas directamente junto a la integracion del vector EP
(en esta memoria HD-EP(3)36824). Utilizando esa secuencia gendmicamente aislada, se rastrearon bases de
datos publicas tales como Berkeley Drosophila Genome Project (Proyecto del Genoma de Drosophila de Berkeley)
(GadFly; véase también FlyBase (1999) Nucleic Acids Research 27:85-88), identificando con ello el sitio de
integracion de los vectores y el gen correspondiente, descrito con mayor detalle en la seccion de Ejemplos. La
organizacion molecular del gen se muestra en la Figura 2.

Los genes de Drosophila y proteinas codificadas por los mismos con funciones en la regulacién del metabolismo
de ftriglicéridos se analizaron adicionalmente en bases de datos de secuencias publicamente disponibles (véanse
los Ejemplos para mayor detalle) y se identificaron como homdélogos de mamiferos (véase la Figura 3).

Ademas, los autores de la invencién identificaron prosaposina (PSAP) como factor secretado, expresado en el
pancreas de raton en desarrollo, segun se describe con mayor detalle en la seccion de Ejemplos.

La funcion de los homdlogos de mamiferos en la homeostasis de la energia se validé adicionalmente en esta
invencion, analizando la expresion de los transcritos en diferentes tejidos y analizando el papel en la diferenciacion
de adipocitos.

Estudios de valoracion por perfiles de la expresion (véanse los Ejemplos para mayor detalle) confirman la
relevancia particular de la proteina de la invencion como reguladores del metabolismo de la energia en mamiferos.
Transcritos de prosaposina se encuentran en varios tejidos de mamiferos con elevados niveles de expresion en
tejidos de cerebro (hipotalamo), en rifiones, corazon y bazo. Ademas, prosaposina muestra una elevada expresion
en el tejido adiposo pardo (BAT — siglas en inglés) y el tejido adiposo blanco (WAT- siglas en inglés) (véase la
FIGURA 4A). El tejido adiposo pardo es un tejido bien caracterizado que esta bien desarrollado en mamiferos
neonatos, incluidos seres humanos. Una funcién importante del BAT es generar calor y mantener la homeostasis
de la temperatura corporal en el neonato. Asi, una expresion de la proteina de la invencion en tejidos adiposos
confirma un papel en la regulaciéon de la homeostasis de la energia y la termogénesis.

Ademas, los autores de la invencion demuestran que prosaposina de mamiferos es regulada mediante ayuno y por
la obesidad genéticamente inducida. En esta invencion, los autores de la misma utilizaron modelos de ratones de
resistencia a la insulina y/o diabetes tales como ratones que portan inactivaciones de genes en la via de leptina
(por ejemplo, ratones ob (leptina) o db (receptor de leptina)) para estudiar la expresion de prosaposina. Ratones de
este tipo desarrollan sintomas tipicos de diabetes, muestran una acumulacion de lipidos hepatica vy,
frecuentemente, tienen niveles de lipidos en plasma incrementados (véase Bruning et al, 1998, Mol. Cell. 2: 559-
569). Los autores de la invenciéon encontraron, por ejemplo, que la expresion de prosaposina esta fuertemente
supra-regulada en el higado de ratones en ayunas y ob/ob (véase la Figura 4B). Ademas, se puede observar una
supra-regulaciéon acusada en el tejido metabdlicamente activo (por ejemplo, tejido adiposo blanco (WAT)) de
genéticamente obeso (ob/ob) (véase la FIGURA 4B).

Ratones de tipo salvaje susceptibles (por ejemplo C57BI/6) muestran sintomas de diabetes, acumulacion de
lipidos y altos niveles de lipidos en plasma, si son alimentados con una dieta con elevado contenido en grasa. En
ratones de este tipo, se observo la respuesta mas destacada con respecto a tejidos metabdlicamente activos. En
esos ratones, la expresion de prosaposina esta significativamente potenciada en tejido adiposo blanco (véase la
Figura 4C) y en tejidos del higado y de la musculatura, sustentando la hipotesis de que la proteina de la invencion
es un modulador de la adipogénesis.

Ademas, los autores de este caso demuestran en esta invencién que el ARNm de la proteina de la invencion esta
supra-regulado durante la diferenciacion de adipocitos in vitro (véanse los EJEMPLOS para mayor detalle),
sugiriendo un papel como modulador de la acumulacion de lipidos en adipocitos. Con respecto a cambios en la
intensidad de expresion durante la diferenciacion de pre-adipocitos a adipocitos, se puede observar una mejora en
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la intensidad de sefiales relativas para la proteina de la invencién durante el programa de diferenciacion in vitro de
3T3-L1 (véase la Figura 4D). Asi, dichos autores concluyeron que prosaposina o variantes o productos de
procesamiento de las mismas tienen una funcién en el metabolismo de adipocitos maduros.

Microarrays (microchips) son herramientas analiticas rutinariamente utilizadas en el bioanalisis. Un microarray
tiene moléculas distribuidas por toda la superficie y establemente asociadas con la misma de un soporte sélido. El
término “microarray” se refiere a una disposicion de una pluralidad de polinucledtidos, polipéptidos, anticuerpos u
otros compuestos quimicos en un sustrato. Se han desarrollado microarrays de polipéptidos, polinucledtidos y/o
anticuerpos, y encuentran uso en una diversidad de aplicaciones tal como la vigilancia de la expresion de genes, el
descubrimiento de farmacos, la secuenciacion de genes, la representacion en mapa de genes, la identificacion
bacteriana y quimica combinatoria. Un sector particular en el que los microarrays encuentran uso es en el analisis
de la expresion de genes (véase el Ejemplo 4). La tecnologia de los arrays se puede utilizar para explorar la
expresion de un gen polimérfico sencillo o el perfil de expresion de un gran numero de genes relacionados o no
relacionados. Cuando se examina la expresion de un gen sencillo, se emplean arrays para detectar la expresion de
un gen especifico o sus variantes. Cuando se examina un perfil de expresion, los arrays proporcionan una
plataforma para identificar genes que son especificos para el tejido, estan afectados por una sustancia que esta
siendo testada en un ensayo toxicoldgico, son parte de una cascada de sefializacion, llevan a cabo funciones
domésticas o estan especificamente relacionados con una predisposicion, afeccion, enfermedad o trastorno
genético particular.

Los microarrays se pueden preparar, utilizar y analizar utilizando métodos conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Brennan, T.M. et al. (1995) patente de EE.UU. N° 5.474.796, Schena, M. et al. (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93: 10614-10619; Baldeschweiler et al. (1995) solicitud PCT WO095/251116; Shalon, D. et al. (1995)
solicitud PCT WO095/35505; Heller, R.A. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:21502155; Heller, M.J. et al.
(1997) patente de EE.UU. N° 5.605.662). Se conocen bien diversos tipos de microarrays y se describen a fondo en
Schena, M., comp. (1999; DNA Microarrays: A Practical Approach, Oxford University Press, Londres).

En un microarray se pueden utilizar como elementos oligonucledtidos o fragmentos mayores derivados de
cualquiera de los polinucleoétidos descritos en esta memoria. El microarray se puede utilizar en técnicas de
formacion de imagenes de transcritos que vigilan los niveles de expresion relativos de grandes nimeros de genes
de manera simultanea, segin se describe mas abajo. El microarray también se puede utilizar para identificar
variantes, mutaciones y polimorfismos genéticos. Esta informacion puede utilizarse para determinar la funcion del
gen, para comprender la base genética de un trastorno, para diagnosticar un trastorno, para vigilar el
progreso/regresion de una enfermedad como funcién de la expresion génica y para desarrollar y vigilar las
actividades de agentes terapéuticos en el tratamiento de la enfermedad. En particular, esta informacion se puede
utilizar para desarrollar un perfil farmaco-genémico de un paciente con el fin de seleccionar el régimen de
tratamiento mas apropiado y eficaz para ese paciente. Por ejemplo, agentes terapéuticos que son muy eficaces y
exhiben el menor nimero de efectos secundarios se pueden seleccionar para un paciente en base a su perfil
farmaco-gendémico.

Segun se determina por el analisis del microarray, prosaposina muestra una expresion diferencial en adipocitos
primarios humanos (véase la Figura 5A) y una linea de células de adipocitos humana (véase la Figura 5B). La
expresion de prosaposina esta altamente supra-regulada durante la diferenciacion de adipocitos humanos (véase
la FIGURA 5). Asi, la proteina prosaposina en pre-adipocitos potencia de manera significativa la diferenciacion
adiposa en una fase muy temprana. Por lo tanto, prosaposina juega un papel esencial en la adipogénesis.
Ademas, los resultados sugieren intensamente un papel de prosaposina en la regulacion en el metabolismo
humano, por ejemplo como modulador (por ejemplo potenciador) de la adipogénesis. Asi, prosaposina es un fuerte
candidato para una composicion farmacéutica para el tratamiento de afecciones relacionadas con el metabolismo
humano tal como la obesidad, diabetes y/o sindrome metabdlico.

Esta invencion muestra, ademas, que prosaposina induce la diferenciacion de células productoras de insulina vy,
asi, es una diana para el tratamiento de la diabetes. En relaciéon con la presente invencion, la expresion “células
progenitoras” se refiere a células no diferenciadas capaces de ser diferenciadas en células productoras de insulina.
El término incluye particularmente células madre, es decir, células embrionarias, adultas o somaticas no
diferenciadas o inmaduras que pueden dar lugar a diversos tipos de células especializados. La expresion “células
madre” puede incluir células madre embrionarias (ES) y células germinales (EG) primordiales de mamiferos, p. €;j.
de origen humano o animal. El aislamiento y cultivo de este tipo de células es bien conocido por los expertos en la
técnica (véase, por ejemplo, Thomson et al., (1998) Science 282: 1145-1147; Shamblott et al., (1998) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 95: 13726-13731; documentos US 6.090.622; US 5.914.268; WO 00/27995; Notarianni et al.,
(1990) J. Reprod. Fert. 41: 51-56; Vassilieva et al., (2000) Exp. Cell. Res. 258:361-373). Células madre adultas o
somaticas han sido identificadas en numerosos tejidos diferentes tales como intestino, musculo, médula 6sea,
higado y cerebro. El documento WO 03/023018 describe un nuevo método para aislar, cultivar y diferenciar células
madre intestinales para uso terapéutico. En el pancreas varias indicaciones sugieren que las células madre estan
también presentes dentro del tejido adulto (Gu y Sarvetnick, (1993) Development 118: 33-46; Bouwens, (1998)
Microsc Res Tech 43: 332-336; Bonner-Weir, (2000) J. Mol. Endocr. 24: 297-302).

Células madre embrionarias se pueden aislar de la masa celular interna de embriones pre-implantacion (células
ES) o de las células germinales primordiales encontradas en las rugosidades genitales de embriones post-
implantados (células EG). Cuando se hacen crecer en condiciones de cultivo especiales tales como cultivo celular
con agitacion centrifuga o gotas colgantes, tanto células ES como EG se agregan para formar cuerpos embrioides
(EB). Los EBs estan constituidos por diversos tipos de células similares a los que estan presentes durante la
embriogénesis. Cuando se cultivan en medios apropiados, el EB se puede utilizar para generar fenotipos
diferenciados in vitro tales como endodermo extraembrionario, células hematopoyéticas, neuronas, cardiomiocitos,
células de la musculatura del esqueleto y células vasculares. Los autores de la invencion han descrito previamente
un método que permite diferenciar eficazmente el EB en células productoras de insulina (segun se describe en la
solicitud de patente PCT/EP02/04362, publicada como WO 02/086107 y por Blyszczuk et al., (2003) Proc Natl
Acad Sci USA 100: 998-1003).

Los resultados mostrados en la Figura 6 demuestran claramente una induccion de la diferenciacion de células
productoras de insulina y que responden a glucosa por parte de prosaposina. Asi, prosaposina puede inducir la
diferenciacion de células beta y, por lo tanto, es una diana para usos terapéuticos en el tratamiento de diabetes,
por ejemplo cuando se requiere la regeneracion de células.

Antes de describir la presente invencion, se entiende que todos los términos y expresiones técnicos y cientificos
utilizados en esta memoria tienen los mismos significados que los cominmente comprendidos por un experto
ordinario en la técnica a la que pertenece esta invencion.

En la presente invencion, la expresion “regeneracion de células beta” se refiere a al menos una restauracion parcial
de la funcion normal de células beta, aumentando el nimero de células beta secretoras de insulina funcional y/o
restableciendo la funcién normal en células beta funcionalmente deficientes.

La invencion abarca también polinucledtidos que codifican las proteinas de la invencién y proteinas homdlogas.
Por consiguiente, cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifique las secuencias de aminoacidos de las
proteinas de la invencion y proteinas homologas se puede utilizar para generar moléculas recombinantes que
expresen las proteinas de la invencién y proteinas homodlogas. En una realizacion particular, la invencién
comprende un acido nucleico que codifica saposina relacionada con Drosophila o sus homoélogos de mamiferos, p.
ej. humanos; a los que se alude en esta memoria como las proteinas de la invencién. Se apreciara por parte de los
expertos en la técnica que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, se puede producir una multitud
de secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas, portando algunas una homologia minima con las
secuencias de nucledtidos de cualquier gen conocido y que se produce de forma natural. La invencion contempla
cada una y toda variacion posible de secuencias de nucledtidos que pueden realizarse seleccionando
combinaciones basadas en posibles elecciones de codones.

También abarcadas por la invencién se encuentran secuencias de polinucleétidos que con capaces de hibridarse a
las secuencias de nucleodtidos reivindicadas y, en particular, a las del polinucleétido que codifica las proteinas de la
invencion, bajo diversas condiciones de rigurosidad. Condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de
fusion (Tm) del complejo o sonda de unién al acido nucleico, tal como se ensefia en Wahl y Berger (1987; Methods
Enzymol. 152: 399-407) y Kimmel (1987; Methods Enzymol. 152: 507-511), y se pueden utilizar a una rigurosidad
definida. Preferiblemente, hibridacion bajo condiciones rigurosas significa que después del lavado durante 1 h con
1 x SSC y SDS al 0,1% a 50°C, preferiblemente a 55°C, mas preferiblemente a 62°C, y lo mas preferiblemente a
65°C, particularmente durante 1 h en 0,2 x SSC y SDS al 0,1% a 50°C, preferiblemente a a 55°C, mas
preferiblemente a 62°C, y lo mas preferiblemente a 65°C, se observa una sefial de hibridacion positiva. Secuencias
de acidos nucleicos alteradas que codifican las proteinas que estan que estan abarcadas por la invencion incluyen
deleciones, inserciones o sustituciones de diferentes nucleétidos que resultan en un polinucleétido que codifica la
misma proteina o una proteina funcionalmente equivalente.
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Las proteinas codificadas también pueden contener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos
aminoacidos que producen un cambio silencioso y resultan en proteinas funcionalmente equivalentes. Se pueden
realizar sustituciones deliberadas de aminoacidos sobre la base de la similitud en la polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los residuos, siempre que se conserve la actividad
biolégica de la proteina. Ademas de ello, la invencion se refiere a fragmentos de péptidos de las proteinas o
derivados de los mismos tales como péptidos ciclicos, péptidos retro-inversos o péptidos miméticos con una
longitud de al menos 4, preferiblemente al menos 6 y hasta 50 aminoacidos.

También incluidos dentro del alcance de la presente invencion se encuentran alelos de los genes que codifican las
proteinas de la invencién y proteinas homdlogas. Tal como se utiliza en esta memoria, un “alelo” o “secuencia
alélica” es una forma alternativa del gen que puede resultar de al menos una mutacion en la secuencia de acidos
nucleicos. Los alelos pueden resultar en ARNms alterados o polipéptidos, cuyas estructuras o funciéon puede o no
estar alterada. Cualquier gen puede tener ninguna, una o muchas formas alélicas. Cambios mutacionales comunes
que dan origen a alelos se adscriben generalmente a deleciones, adiciones o sustituciones naturales de
nucledtidos. Cada uno de estos tipos de cambios puede producirse solo o en combinacién con los otros, una o
mas veces en una secuencia dada.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas de la invencién y proteinas homologas se pueden
extender utilizando una secuencia parcial de nucleétidos y empleando diversos métodos conocidos en la técnica
para detectar secuencias situadas aguas arriba tales como promotores y elementos reguladores.

Con el fin de expresar una proteina biolégicamente activa, las secuencias de nucledtidos que codifican las
proteinas o equivalentes funcionales se pueden insertar en vectores de expresion apropiados, es decir, un vector
que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante insertada.
Métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica se pueden utilizar para construir vectores de
expresion que contienen secuencias que codifican las proteinas y los elementos de control de la transcripcion y de
la traduccién apropiados. Elementos reguladores incluye, por ejemplo, un promotor, un codén de iniciacion, un
codon de terminacion, un elemento regulador de la estabilidad de ARNm y una sefial de poliadenilacion. La
expresion de un polinucledtido se puede garantizar mediante (i) promotores constitutivos tales como la regién del
promotor/reforzador de citomegalovirus (CMV), (ii) promotores especificos para tejidos tales como el promotor de
insulina (véase Soria et al., 2000, Diabetes 49: 157-162), promotor del gen SOX2 (véase Li et al., (1998) Curr. Biol.
8: 971-974), promotor Msi-1 (véase Sakakibara et al., (1997) J. Neuroscience 17: 8300-8312), promotor de la
cadena pesada de alfa-cardiomiosina o el promotor del factor natriurético atrial humano (Klug et al., (1996) J. Clin.
Invest. 98: 216-224); Wu et al., (1989) J. Biol. Chem. 264: 6472-6479) o (iii) promotores inducibles tales como el
sistema inducible de tetraciclina. Vectores de expresion también pueden contener un agente de seleccion o gen
marcador que confiera resistencia a antibioticos tales como los genes de resistencia a neomicina, higromicina o
puromicina. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion
genética in vivo. Técnicas de este tipo se describen en Sambrook, J. et al., (1989) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y. y Ausubel, F.M. et al. (1989) Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N. Y.

En una realizacién adicional de la invencién, secuencias de acidos nucleicos naturales, modificadas o
recombinantes que codifican las proteinas de la invencion y proteinas homdlogas se pueden ligar a una secuencia
heterdloga para codificar una proteina de fusion.

Se puede utilizar una diversidad de sistemas de vector/hospedante de expresion para que contengan y expresen
secuencias que codifiquen las proteinas o proteinas de fusién. Estos incluyen, pero no se limitan a
microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de expresion de ADN recombinante de
bacteriéfagos plasmidos o césmidos; levaduras transformadas con vectores de expresion de levaduras; sistemas
de células de insectos infestados con vectores de expresion de virus (p. ej. baculovirus, adenovirus, virus adeno-
asociado, lentivirus, retrovirus); sistemas de células vegetales transformados con vectores de expresion de virus
(p- €j. virus del mosaico de la coliflor, CaMV, virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion
bacterianos (p. ej. plasmidos Ti o PBR322); o sistemas de células animales.

La presencia de secuencias de polinucleétidos de la invencién en una muestra puede detectarse mediante
hibridacion y/o amplificacion de ADN-ADN o ADN-ARN, utilizando sondas o porciones o fragmentos de dichos
polinucledtidos. Ensayos basados en la amplificacion de acidos nucleicos implican el uso de oligonucleétidos u
oligébmeros basados en las secuencias especificas para el gen para detectar transformantes que contienen ADN o
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ARN que codifican a la proteina correspondiente. Tal como se utiliza en esta memoria “oligonucleétidos” u
“oligdbmeros” se refieren a una secuencia de acidos nucleicos de al menos aproximadamente 10 nucleétidos y
tantos como aproximadamente 60 nucleétidos, de preferencia aproximadamente 15 a 30 nucleétidos y, con mayor
preferencia, aproximadamente 20-25 nucleétidos, que se pueden utilizar como una sonda o amplimero.

Por parte de los expertos en la técnica se conoce una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugacion,
y se pueden utilizar en diversos ensayos de acidos nucleicos y de aminoacidos. Medios para producir una
hibridacion marcada o sondas de PCR para detectar secuencias de polinucleétidos incluyen la oligo-marcacion,
traslacion de incisién, marcaje extremo de sondas de ARN, amplificacion por PCR utilizando un nucleétido
marcado o sintesis enzimatica. Estos procesos se pueden realizar utilizando una diversidad de kits comercialmente
disponibles (Pharmacia & Upjohn, (Kalamazoo, Mich.); Promega (Madison, Wis.); y U.S. Biochemical Corp.,
(Cleveland, Ohio).

La presencia de proteinas de la invencion en una muestra se puede determinar por métodos inmunolégicos o
medicién de la actividad. Es conocida en la técnica una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresion
de proteinas, utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para la proteina o reactivos para
determinar la actividad de la proteina. Ejemplos incluyen analisis con enzima unida a inmunosorbente (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Se prefiere un
inmunoensayo en dos sitios, basado en monoclonal, utilizando anticuerpos monoclonales reactivos con dos
epitopos no interferentes sobre la proteina, pero se puede emplear un ensayo de unién competitivo. Estos y otros
ensayos se describen, entre otros lugares, en Hampton R. et al. (1990; Serological Methods, a Laboratory Manual,
APS Press, St Paul, Minn.) y Maddox, D.E. et al. (1983; J Exp. Med. 158: 1211-1216).

Moléculas o marcadores informadores adecuados que se pueden utilizar incluyen radionucleidos, enzimas, agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos asi como sustratos, co-factores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares.

Células hospedantes transformadas con secuencias de nucleétidos que codifican una proteina de la invencion se
pueden cultivar bajo condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de dicha proteina a partir de cultivo
de células. La proteina producida por una célula recombinante puede ser secretada o puede estar contenida de
modo intracelular en funcion de la secuencia y/o el vector utilizado. Como se comprendera por parte de los
expertos en la técnica, vectores de expresién que contienen polinucleétidos que codifican la proteina se pueden
disefiar de modo que contengan secuencias sefial que dirigen la secrecion de la proteina a través de una
membrana de la célula procariética o eucariética. Se pueden utilizar otras construcciones recombinantes para unir
secuencias que codifican la proteina a secuencias de nucleétidos que codifican un dominio de polipéptido, lo cual
facilitara la purificacion de proteinas solubles. Dominios que facilitan una purificacion de este tipo incluyen, pero no
se limitan a péptidos quelantes de metales tales como médulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion
en metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacion en inmunoglobulina inmovilizada y
el dominio utilizado en el sistema de purificacion por extension/afinidad FLAG (Immunex, Corp., Seattle, Wash.).
Para facilitar la purificacion se puede utilizar la inclusién de secuencias de enlazadores escindibles tales como las
especificas para el factor XA o enteroquinasa (Intrivogen, San Diego, Calif.) entre el dominio de purificacién y la
proteina deseada.

Aplicaciones diagndsticas y terapéuticas

Los datos descritos en esta invenciéon demuestran que los acidos nucleicos y proteinas de la invencion y moléculas
efectoras/moduladoras de los mismos son Utiles en aplicaciones diagndsticas y terapéuticas implicadas, por
ejemplo pero no limitadas a sindrome metabdlico que incluye obesidad, diabetes mellitus, trastornos de la
alimentacién, caquexia, hipertension, enfermedad del corazén coronaria, hipercolesterolemia (dislipidemia) y/o
calculos biliares. Por lo tanto, usos diagnosticos y terapéuticos para los acidos nucleicos de la invencion y
proteinas de la invencién son, por ejemplo, pero no se limitan a los siguientes: (i) regeneracion de tejido in vitro e
in vivo (regeneracion para todos los tejidos y tipos de células que componen estos tejidos y tipos de células
derivados de estos tejidos), (ii) diana de farmacos de moléculas pequefias, (iii) diana de anticuerpos (terapéutica,
diagnostica, diana de farmacos/anticuerpos citotdxicos), (iv) marcador diagnostico y/o de prondstico, (v) terapia de
proteinas, (vi) terapia génica (suministro de genes/supresion de genes) y (vii) herramientas de busqueda.

De acuerdo con esta invencion, el producto prosaposina se puede administrar
i) en forma de una composicion farmacéutica, p. €j. por via enteral, parenteral o topica, de preferencia

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2402 096 T3

directamente al pancreas,
i) via implantacion de células que expresan el producto proteina prosaposina y/o
iii) via terapia génica,
segun se describe con mayor detalle mas abajo.

Ademas, el nivel de expresion de prosaposina en un paciente podria verse influenciado por un modulador/efector

de prosaposina administrado

i) en forma de una composicion farmacéutica, p. €j. por via enteral, parenteral o topica, de preferencia
directamente al pancreas,

i) via terapia basada en células y/o

iii) via terapia génica,

segun se describe con mayor detalle mas abajo.

El producto prosaposina se puede administrar en la manera arriba descrita solo o en combinaciéon con otra
composicion farmacéutica util para tratar la degeneracion de células beta, por ejemplo hormonas, factores de
crecimiento o agentes inmunomoduladores.

Un producto prosaposina se puede administrar en pacientes que padecen una enfermedad que va acompafiada de
una funcién deficiente de células beta, por ejemplo, pero no limitada a diabetes de tipo |, LADA o diabetes de tipo Il
progresiva. Se contempla, ademas, que un producto prosaposina o el modulador/efector del mismo pueda ser
administrado de forma preventiva a pacientes en riesgo de desarrollar una degeneracion de células beta tales
como, por ejemplo, pero no limitados a pacientes que padecen diabetes de tipo Il o LADA en fases tempranas. Una
diversidad de formulaciones farmacéuticas y diferentes técnicas de suministro se describen con detalle
adicionalmente mas abajo.

La presente invencion se refiere también a métodos para diferenciar células progenitoras en células productoras de
insulina in vitro, que comprenden

(a) activar uno o mas genes pancreaticos en un progenitor, p. e€j. célula madre (etapa opcional,
particularmente si se utilizan células madre embrionarias)

(b) agregar dichas células para formar cuerpos embrioides (etapa opcional, particularmente si se utilizan
células madre embrionarias)

(c) cultivar cuerpos embrioides o cultivar células madre adultas (p. ej. células ductales) en medios de

diferenciacion especificos que contienen un producto de proteina prosaposina y/o un modulador/efector
del mismo bajo condiciones en donde se potencia significativamente la diferenciacion de células, y
(d) identificar y seleccionar células productoras de insulina.

La activacion de genes pancreaticos puede comprender la transfeccion de una célula con un gen pancreatico
operativamente enlazado a una secuencia de control de la expresion, p. €j. en un vector de transfeccion adecuado
segun se describe en el documento WO 03/023018. Ejemplos de genes pancreaticos preferidos son Pdx1, Pax,
Pax6, neurogenina 3 (ngn3), Nkx 6.1, Nkx 6.2, Nkx 2.2, HB 9, BETA2/Meuro D, Isl 1, HNF1-alfa, HNF1-beta y
HNF3 de origen humano o animal. Cada uno de los genes se puede utilizar individualmente o en combinacion con
al menos otro gen. Se prefiere especialmente Pax4.

Productos de prosaposina, p. ej. productos de la proteina prosaposina o de acidos nucleicos, se producen
preferiblemente a través de técnicas recombinantes, ya que métodos de este tipo son capaces de conseguir
elevadas cantidades de proteina a una pureza grande, pero no se limitan a productos expresados en sistemas
bacterianos, de células vegetales, de mamiferos o de insectos.

Ademas, los datos demuestran que los acidos nucleicos y proteinas prosaposina son utiles para la modulacion, p.
ej. la estimulacion del desarrollo pancreatico y/o para la regeneracion de células o tejidos pancreaticos, p. €j.
células que tienen funciones exocrinas tales como células acinares, células centroacinares y/o células ductales, y/o
células que tienen funciones endocrinas, particularmente células en islotes de Langerhans tales como células alfa,
beta, delta y/o PP, mas particularmente células beta.

Los acidos nucleicos y proteinas de la invencidon son utiles en aplicaciones de diagnostico y terapéuticas
implicadas en diversas aplicaciones segun se describe mas abajo. Por ejemplo, pero no limitado a ADNcs que
codifican las proteinas de la invencion, y particularmente sus homdlogos humanos, pueden ser Uutiles en la terapia
génica, y las proteinas de la invencion y, particularmente, sus homologos humanos, pueden ser utiles cuando se
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administran a un sujeto que lo necesita. A modo de ejemplo no limitante, las composiciones de la presente
invencion tendran eficacia para el tratamiento de pacientes que padecen, por ejemplo, pero que no se limitan a
trastornos metabdlicos segun se describe arriba.

También se contempla la terapia celular del producto prosaposina, es decir, la implantacion pancreatica de células
que proporcionan el producto proteina prosaposina. Esta realizaciéon implicaria implantar células capaces de
sintetizar y secretar una forma biolégicamente activa de producto de proteina prosaposina en pacientes. Células
productoras de productos de proteina prosaposina de este tipo pueden ser células que son productores naturales
de producto de proteina prosaposina o pueden ser células que estan modificadas para expresar la proteina.
Células modificadas de este tipo incluyen células recombinantes, cuya capacidad de proporcionar un producto de
proteina prosaposina ha sido aumentada mediante transformacion con un gen que codifica el producto proteina
prosaposina deseado en un vector adecuado para fomentar su expresion y secrecion. Con el fin de minimizar una
potencial reaccion inmunolégica en pacientes a los que se esté administrado el producto de proteina prosaposina
de una especie extrafia, se prefiere que las células que proporcionan el producto de proteina prosaposina sean de
origen humano y proporcionen el producto de proteina prosaposina humana. De igual manera, se prefiere que las
células recombinantes que proporcionan el producto de proteina prosaposina sean transformadas con un vector de
expresion que contenga un gen que codifica un producto de proteina prosaposina humana. Las células
implantadas se pueden encapsular para evitar la infiltracion de tejido circundante. Células animales humanas o no
humanas pueden implantarse en paciente en envueltas poliméricas biocompatibles y semipermeables o
membranas que permiten la liberacion del producto de proteina prosaposina, pero que evitan la destruccién de las
células por parte del sistema inmune del paciente o por parte de otros factores perjudiciales del tejido circundante.

Alternativamente, células secretoras del producto de proteina prosaposina se pueden introducir en un paciente que
lo necesite por via intraportal a través de una estrategia transhepatica percutanea, utilizando anestesia local.
Preferiblemente, se administran entre 3.000 y 100.000 células productoras de insulina diferenciadas equivalentes
por kilogramo de peso corporal. Técnicas quirirgicas de este tipo son bien conocidas en la técnica y se pueden
aplicar sin experimentacion excesiva alguna, véase Pyzdrowski et al, 1992, New England J. Medicine 327:220-226;
Hering et al., Transplantation Proc. 26:570-571, 1993; Shapiro et al., New England J. Medicine 343:230-238, 2000.

En una realizacién preferida adicional, el producto de proteina prosaposina se puede suministrar directamente al
progenitor, p. ej. células madre, con el fin de estimular la diferenciacion de células productoras de insulina. Por
ejemplo, el suministro de proteinas se puede conseguir por parte de liposomas policationicos (Sells et al. (1995)
Biotechniques 19:72-76), transduccion de proteinas mediada por Tat (Fawell et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 91:664-668) y mediante fusion de una proteina al motivo permeable de la célula derivado del dominio PreS2
del virus de la hepatitis B (Oess y Hildt (2000) Gene Ther. 7:750-758). La preparacion, produccion y purificacion de
proteinas de este tipo a partir de bacterias, levaduras o células eucariéticas son bien conocidas por personas
expertas en la técnica. En esta realizacion de la invencion, prosaposina se puede afadir preferiblemente a
concentraciones entre 1 ng/ml y 500 ng/ml, mas preferiblemente entre 10 y 100 ng/ml, p. ej. a aproximadamente
50 ng/ml.

Ademas, la invencion se refiere a un preparado de células que comprende células progenitoras diferenciadas, p. €j.
células madre que exhiben una produccioén de insulina, particularmente una linea de células productora de insulina
obtenible por el método arriba descrito. Las células productoras de insulina pueden exhibir una expresion estable o
una expresion transitoria de al menos un gen pancreatico implicado en la diferenciacion de células beta. Las
células son preferiblemente células humanas que se derivan de células madre humanas. Para aplicaciones
terapéuticas, se prefiere especialmente la producciéon de células humanas autélogas a partir de células madre
adultas de un paciente. Sin embargo, las células productoras de insulina también se pueden derivar de células no
autdlogas. Si es necesario, se pueden evitar reacciones inmunes indeseadas mediante encapsulacion,
inmunosupresion y/o modulacion, o debido a las propiedades no inmunogénicas de las células.

Las células productoras de insulina de la invencion exhiben preferiblemente caracteristicas que las asemejan
estrechamente a células beta que se producen de forma natural. Ademas, preferiblemente, las células de la
invencidon son capaces de una respuesta rapida a la glucosa. Después de la adicion de glucosa 27,7 mM, la
produccion de insulina es potenciada en un factor de al menos 2, preferiblemente en un factor de al menos 3.
Ademas, las células de la invencidon son capaces de normalizar los niveles de glucosa en sangre después del
trasplante a ratones.

La invencién comprende, ademas, células pancreaticas funcionales que se pueden obtener o que se obtienen por
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el método de acuerdo con la invencion. Las células son preferiblemente de origen mamifero, p. ej. humano.
Preferiblemente, dichas células son células beta pancreaticas p. ej. células beta pancreaticas maduras o células
madre diferenciadas en células beta pancreaticas. Células beta pancreaticas de este tipo secretan preferiblemente
insulina en respuesta a glucosa. Ademas de ello, la presente invencidon proporciona una célula pancreatica
funcional que expresa glucagén en respuesta a glucosa. Un preparado que comprende las células de la invencion
puede contener, adicionalmente, células con propiedades de otros tipos de células endocrinas tales como células
alfa, células delta y/o células PP. Estas células son preferiblemente células humanas.

El preparado de células de la invencién es preferiblemente una composicién farmacéutica que comprende las
células junto con soportes, diluyentes y/o adyuvantes farmacoldégicamente aceptables. La composicion
farmacéutica se utiliza preferiblemente para el tratamiento o la prevencién de enfermedades pancreaticas, p. €j.
diabetes.

De acuerdo con la presente invencion, las células productoras de insulina funcionales, tratadas con prosaposina,
se pueden trasplantar, preferiblemente por via intrahepatica, directamente en el pancreas de un individuo que lo
necesite, o por otros métodos. Alternativamente, este tipo de células se puede encerrar en capsulas implantables
que pueden ser introducidas en el cuerpo de un individuo en cualquier localizacién, mas preferiblemente en la
proximidad del pancreas, o la vejiga, o el higado o bajo la piel. Métodos de introducir células en individuos son bien
conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a administracién por inyeccion, intravenosa
o parenteral. Se puede realizar una administracién sencilla, multiple o continua o intermitente. Las células se
pueden introducir en cualquiera de varios sitios diferentes, que incluyen, pero no se limitan al pancreas, la cavidad
abdominal, el rifidn, el higado, la arteria celiaca, la vena portal o el bazo. Las células también se pueden depositar
en el pancreas del individuo.

La metodologia para la encapsulacion en la membrana de células vivas resulta familiar para los expertos
ordinarios en la técnica, y la preparacion de las células encapsuladas y su implantacién en pacientes se pueden
conseguir sin una experimentacion excesiva. Véanse, p. €j., las patentes de EE.UU. nimeros 4.892.538, 5.011.472
y 5.106.627. Un sistema para encapsular células vivas se describe en la solicitud PCT WO 91/10425 de Aebischer
et al. Véase también la solicitud PCT WO 91/10470 de Aebischer et al., Winn et al., Exper. Neurol., 1 13:322-329,
1991, Abiescher et al., Exper. Neurol., 11 1:269-275, 1991; Tresco et al., ASAIO, 38:17-23, 1992. Técnicas para
formular una diversidad de otros medios de suministro prolongado o controlado tales como soportes de liposomas,
particulas o perlas bio-erosionables e inyecciones de deposito son también conocidas por los expertos en la
técnica.

En ofra realizacion, se prevé la terapia génica ex vivo, es decir, las propias células del paciente se pueden
transformar ex vivo para proporcionar un producto de proteina prosaposina o una proteina que estimule la
expresion de prosaposina y que sea directamente reimplantada. Por ejemplo, células recuperadas del paciente se
pueden cultivar y transformar con un vector apropiado. Después de una fase de propagacion/expansion opcional,
las células se pueden trasplantar de nuevo al cuerpo del mismo paciente, particularmente el pancreas, en donde
produciran y liberaran el producto de proteina prosaposina deseado. El suministro mediante transfeccion y
mediante inyecciones de liposomas se puede conseguir utilizando métodos que son bien conocidos en la técnica.
Cualquiera de los métodos terapéuticos arriba descritos se puede aplicar a cualquier sujeto adecuado que incluya,
por ejemplo, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos y, lo mas preferiblemente,
seres humanos.

También se prevé la terapia génica del producto prosaposina in vivo introduciendo el gen que codifica un producto
de proteina prosaposina en células del pancreas fijadas como objetivo a través de la inyeccion local de una
construccion de acidos nucleicos u otros métodos de suministro apropiados (Hefti, J. Neurobiol., 25:1418-1435,
1994). Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que codifica un producto de proteina prosaposina puede
estar contenido en un vector de virus adeno-asociado o un vector de adenovirus para el suministro a las células del
pancreas. Vectores virales alternativos incluyen, pero no se limitan a vectores de retrovirus, virus herpes simplex y
virus del papiloma. La transferencia fisica, ya sea in vivo o ex vivo segun sea apropiado, también se puede
conseguir mediante transferencia mediada por liposomas, inyeccion directa (ADN desnudo), transferencia mediada
por el receptor (complejo de ligando-ADN), electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio o bombardeo con
microparticulas (pistola de genes).

Farmacos inmunosupresores tales como ciclosporina también se pueden administrar al paciente que lo necesite
para reducir la reaccion de hospedante frente a injerto. También son Uutiles aloinjertos que utilizan las células
obtenidas por los métodos de la presente invencion, debido a que un solo donante sano podria suministrar células
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suficientes para la regeneracion, al menos parcial, de la funcion pancreatica en multiples receptores.

La administracion de un producto de proteina prosaposina y/o moduladores/efectores del mismo en una
composicion farmacéutica a un sujeto que lo necesite, particularmente un paciente humano, conduce a una
regeneracion, al menos parcial, de células pancreaticas. Preferiblemente, estas células son células beta
productoras de insulina que contribuiran a la mejora de un estado diabético. Con la administracion de esta
composicion, p. €j. a corto plazo o sobre una base regular, se puede conseguir un aumento en la masa de células
beta. Este efecto sobre el cuerpo invierte la condiciéon de la diabetes parcialmente o por completo. A media que
mejora la homeostasis de la glucosa en sangre del sujeto, se puede reducir en concentracion la dosificacion
administrada. En al menos algunos casos, se puede interrumpir por completo una administraciéon ulterior, y el
sujeto continta produciendo una cantidad normal de insulina sin un tratamiento adicional. Con ello, el sujeto no
soélo es tratado, sino que también puede ser curado por completo de una afeccion diabética. Sin embargo, incluso
mejoras moderadas en la masa de células beta puede conducir a un requisito reducido para la insulina exdgena,
control glucémico mejorado y una reduccién subsiguiente en las complicaciones diabéticas. En otro ejemplo, las
composiciones de la presente invencion tendran también eficacia para el tratamiento de pacientes con otras
enfermedades pancreaticas tales como cancer pancreatico, displasia o pancreatitis, si se han de regenerar células
beta.

Los acidos nucleicos de la invencion o fragmentos de los mismos pueden ser adicionalmente Utiles en aplicaciones
de diagnéstico, en las que se ha de evaluar la presencia o cantidad de los acidos nucleicos o de las proteinas. En
métodos terapéuticos o de diagndstico se pueden utilizar anticuerpos adicionales que se unan inmuno-
especificamente a las nuevas sustancias de la invencion.

Por ejemplo, en un aspecto, anticuerpos que son especificos para las proteinas de la invencion y proteinas
homdlogas se pueden utilizar directamente como un efector, p. ej. un antagonista o, indirectamente, como un
mecanismo diana o de suministro para llevar un agente farmacéutico a células o tejidos que expresen la proteina.
Los anticuerpos se pueden generar utilizando métodos que son bien conocidos en la técnica. Anticuerpos de este
tipo pueden incluir, pero no se limitan a policlonales, monoclonales, de cadena sencilla quiméricos, fragmentos
Fab y fragmentos producidos por un banco de expresion de Fab. Anticuerpos neutralizantes (es decir, aquellos que
inhiben la formacion de dimeros) son especialmente preferidos para uso terapéutico.

Para la produccion de anticuerpos, diversos hospedantes, incluidas cabras, conejos, ratas, ratones, seres
humanos y otros se pueden inmunizar mediante inyeccion con la proteina o cualquier fragmento u oligopéptido de
la misma que tenga propiedades inmunogénicas. Dependiendo de la especie hospedante, se pueden utilizar
diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica. Se prefiere que los péptidos, fragmentos u
oligopéptidos utilizados para inducir anticuerpos contra la proteina tengan una secuencia de aminoacidos que
consista en al menos cinco aminoacidos, y mas preferiblemente en al menos 10 aminoacidos.

Anticuerpos monoclonales contra las proteinas se pueden preparar utilizando una técnica que proporcione la
produccién de moléculas de anticuerpos por parte de lineas de células continuas en cultivo. Estas incluyen, pero
no se limitan a la técnica del hibridoma, la técnica del hibridoma de células B humanas y la técnica del hibridoma
de EBV (Kohler, G. et al. (1975) Nature 256; 495-497; Kozbor, D. et al. (1985) J. Immunol. Methods 81: 31-42;
Cote, R. J. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 2026-2030; Cole, S. P. et al. (1984) Mol. Cell Biol. 62: 109-120).

Adicionalmente, se pueden utilizar técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quiméricos”, el corte
y empalme de genes de anticuerpos de ratén a genes de anticuerpos humanos para obtener una molécula con una
especificidad para antigenos y actividad biologica apropiadas (Morrison, S. L. et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
81: 6851-6855; Neuberger, M. S. et al (1984) Nature 312: 604-608; Takeda, S. et al. (1985) Nature 314: 452-454).
Alternativamente, se pueden adaptar técnicas descritas para la formacién de anticuerpos de cadena sencilla
utilizando métodos conocidos en la técnica, para producir anticuerpos de cadena sencilla especificos para las
proteinas de la invencion y proteinas homélogas. Anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta
composicion idiotipica, se pueden generar revolviendo la cadena a partir de bancos de inmunoglobulina
combinatorios al azar (Burton, D. R. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 11120-11123). Los anticuerpos también se
pueden producir induciendo la produccién in vivo en la poblacién de linfocitos o rastreando bancos o paneles de
inmunoglobulina recombinante con reactivos de unién altamente especificos seguin se describe en la bibliografia
(Orlandi, R. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:3833-3837; Winter, G. et al. (1991) Nature 349: 293-299).

También se pueden generar fragmentos de anticuerpos que contienen sitios de union especificos para las
proteinas. Por ejemplo, fragmentos de este tipo incluyen, pero no se limitan a los fragmentos F(ab’). que se
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pueden producir mediante digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos Fab que se pueden
generar reduciendo los puentes disulfuro de fragmentos F(ab’),. Alternativamente, se pueden construir bancos de
expresion de Fab para permitir una identificacion rapida y facil de fragmentos Fab monoclonales con la
especificidad deseada (Huse, W. D. et al. (1989) Science 254: 1275-1281).

Se pueden realizar diversos inmunoensayos de rastreo para identificar anticuerpos que tengan la especificidad
deseada. En la técnica se conocen bien numerosos protocolos para la unidbn competitiva y ensayos
inmunorradiométricos utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales con especificidades establecidas.
Inmunoensayos de este tipo implican, tipicamente, la medicién de una formacion de un complejo entre la proteina
y su anticuerpo especifico. Se prefiere un inmunoensayo en dos sitios, monoclonal, utilizando anticuerpos
monoclonales reactivos con dos epitopos de proteinas no interferentes, pero también se puede emplear un ensayo
de unién competitivo (Maddox, supra).

En otra realizaciéon de la invencion, los polinucledtidos o fragmentos de los mismos o moléculas efectoras de
acidos nucleicos tales como moléculas antisentido, aptameros, moléculas de ARNi o ribozimas se pueden utilizar
para fines terapéuticos. En un aspecto, los aptameros, es decir, moléculas de acidos nucleicos, que son capaces
de unirse a una proteina de la invencion y modular su actividad, pueden generarse mediante un proceso de rastreo
y seleccion que implica el uso de bancos de acidos nucleicos combinatorios.

En un aspecto adicional, se pueden utilizar moléculas antisentido en situaciones en las que seria deseable
bloquear la transcripcién del ARNm. En particular, se pueden transformar células con secuencias complementarias
a polinucledtidos que codifican las proteinas de la invencion y proteinas homélogas. Asi, se pueden utilizar
moléculas para modular la actividad de las proteinas o para conseguir la regulacion de la funcién de los genes.
Una tecnologia de este tipo es ahora bien conocida en la técnica y a partir de diversas localizaciones a lo largo de
las regiones codificantes o control de secuencias que codifican las proteinas se pueden disefiar oligémeros sentido
o antisentido o fragmentos mayores. Se pueden utilizar vectores de expresion derivados de retrovirus, adenovirus,
virus herpes o vacuna, o derivados de diversos plasmidos bacterianos para el suministro de secuencias de
nucledtidos al érgano, tejido o poblacion de células fijado como objetivo. Se pueden utilizar métodos que son bien
conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores recombinantes que expresaran moléculas
antisentido complementarias a los polinucledtidos de los genes que codifican las proteinas de la invencion y
proteinas homologas. Estas técnicas se describen tanto en Sambrook et al. (supra) como en Ausubel et al. (supra).
Genes que codifican las proteinas de la invencion y proteinas homologas se pueden reprimir transformando una
célula o tejido con vectores de expresion que expresan altos niveles de polinucledtidos que codifican las proteinas
de la invencion y proteinas homologas o fragmentos de las mismas. Construcciones de este tipo se pueden utilizar
para introducir en una célula secuencias sentido o antisentido no susceptibles de ser traducidas. Incluso en
ausencia de la integracion del ADN, este tipo de vectores puede continuar transcribiendo moléculas de ARN hasta
que sean inhabilitadas por nucleasas enddgenas. La expresion transitoria puede durar un mes o mas con un vector
no replicante, e incluso mas tiempo si elementos de replicacion apropiados son parte del sistema del vector.

Tal como se ha mencionado arriba, se pueden obtener modificaciones de la expresion del gen disefiando
moléculas antisentido, p. ej. ADN, ARN o analogos de acidos nucleicos tales como PNA a las regiones control de
los genes que codifican las proteinas de la invencion y proteinas homodlogas, es decir, los promotores,
potenciadores e intrones. Se prefieren oligonucledtidos derivados del sitio de iniciacion de la transcripcion, p. €j.
entre las posiciones -10 y +10 desde el sitio de partida. De manera similar, la inhibicion se puede conseguir
utilizando la metodologia del apareamiento de bases de “hélice triple”. El apareamiento de hélice triple es util
debido a que provoca la inhibicion de la capacidad de la hélice doble a abrirse lo suficientemente para la unién de
polimerasas, factores de transcripciéon o moléculas reguladoras. Avances terapéuticos recientes utilizando ADN
triplex han sido descritos en la bibliografia (Gee, J. E. et al. (1994) In; Huber, B. E. y B. I. Carr, Molecular and
Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, N.Y.). Las moléculas antisentido también se pueden
disefar para bloquear la traduccion de ARNm evitando que el transcrito se una a ribosomas.

Ribozimas, moléculas de ARN enzimaticas, también se pueden utilizar para catalizar la escisién especifica de
ARN. El mecanismo de accién de las ribozimas implica una hibridacién especifica para la secuencia de la
molécula ribozima a ARN diana complementario, seguido de escisidon endonucleolitica. Ejemplos que se pueden
utilizar incluyen moléculas ribozima con motivo de cabeza de martillo tratadas mediante ingenieria genética que
pueden catalizar de manera especifica y eficaz la escision endonucleolitica de secuencias que codifican las
proteinas de la invencion y proteinas homologas. Sitios de escision de ribozima especificos dentro de cualquier
diana de ARN potencial son inicialmente identificados escaneando la molécula diana en cuanto a sitios de escision
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de ribozimas que incluyen las siguientes secuencias. GUA, GUU y GUC. Una vez identificados, secuencias de ARN
cortas de entre 15 y 20 ribonucledtidos correspondientes a la region del gen diana que contiene el sitio de escision
se pueden evaluar en cuanto a rasgos estructurales secundarios que pueden hacer inoperativo al oligonucleétido.
La idoneidad de dianas candidatas también se puede evaluar sometiendo a ensayo la accesibilidad a la hibridacion
con oligonucleétidos complementarios utilizando ensayos de proteccion de ribonucleasa.

Moléculas efectoras/moduladoras de acidos nucleicos, p. ej. moléculas antisentido y ribozimas de la invencion se
pueden preparar por cualquier método conocido en la técnica para la sintesis de moléculas de acidos nucleicos.
Estos métodos incluyen técnicas para sintetizar quimicamente oligonucleétidos tales como la sintesis quimica de
fosforoamidita en fase sélida. Alternativamente, moléculas de ARN se pueden generar mediante transcripcion in
vitro e in vivo de secuencias de ADN. Secuencias de ADN de este tipo se pueden incorporar en una diversidad de
vectores con promotores de ARN polimerasa adecuados tales como T7 o SP6. Alternativamente, estas
construcciones de ADNc que sintetizan ARN antisentido de forma constitutiva o inducible se pueden introducir en
lineas celulares, células o tejidos. Moléculas de ARN se pueden modificar para aumentar la estabilidad intracelular
y la semivida. Posibles modificaciones incluyen, pero no se limitan a la adicion de secuencias flanqueantes en los
extremos 5 y/o 3’ de la molécula, o modificaciones en los restos nucleobase, azucar y/o fosfato, p. €j. el uso de
fosforotioato o 2’-O-metilo mas que enlaces fosfodiesterasa dentro de la cadena principal de la molécula. Este
concepto es inherente en la produccion de PNAs y puede extenderse en todas estas moléculas mediante la
inclusion de bases no tradicionales tales como inosina, queosina y wibutosina, asi como formas de adenina,
citidina, guanina, timina y uridina modificadas con acetilo, metio, tio y de manera similar, que no son facilmente
reconocidas por endonucleasas enddgenas.

Estan disponibles muchos métodos para introducir vectores en células o tejidos y son igualmente adecuados para
uso in vivo, in vitro y ex vivo. Para la terapia ex vivo, los vectores se pueden introducir en células madre tomadas
del paciente y propagadas clénicamente para el trasplante autélogo de nuevo al mismo paciente. El suministro
mediante transfeccion y mediante inyecciones de liposomas se puede conseguir utilizando métodos que son bien
conocidos en la técnica. Cualquiera de los métodos terapéuticos arriba descritos se puede aplicar a cualquier
sujeto adecuado que incluye, por ejemplo, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos y,
lo mas preferiblemente, seres humanos.

Una descripcion adicional de la invencion se refiere a la administracion de una composicion farmacéutica en unién
con un soporte farmacéuticamente aceptable para cualquiera de los efectos terapéuticos arriba discutidos.
Composiciones farmacéuticas de este tipo pueden consistir en los acidos nucleicos y las proteinas de la invencion
y acidos nucleicos o proteinas homaélogos, anticuerpos contra las proteinas de la invencion y proteinas homologas,
miméticos, agonistas, antagonistas o inhibidores de las proteinas de la invencion y proteinas homdlogas o acidos
nucleicos. Las composiciones se pueden administrar solas o en combinacién con al menos otro agente tal como
un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier soporte farmacéutico estéril y biocompatible que
incluye, pero no se limita a solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa y agua. Las composiciones se
pueden administrar a un paciente solas o en combinacidon con otros agentes, farmacos u hormonas. Las
composiciones farmacéuticas utilizadas en esta invencién se pueden administrar mediante cualquier nimero de
vias que incluyen, pero no se limitan a la oral, intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdermal, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, tépica, sublingual o medios rectales.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener soportes
farmacéuticamente aceptables, adecuados, que comprenden excipientes y compuestos auxiliares que facilitan el
procesamiento de los compuestos activos en los preparados que pueden utilizarse farmacéuticamente. Detalles
adicionales sobre técnicas para la formulacion y administracion se pueden encontrar en la uUltima edicion de
Remingtont’'s Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co., Easton, Pa.).

Composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en la invencion incluyen composiciones en donde los
ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el fin pretendido. La determinacion de
una dosis eficaz se encuentra dentro de la capacidad de los expertos en la técnica. Para cualquier compuesto, la
dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente en ensayos con cultivos de células, p. €j. de lineas
celulares de preadipocitos o en modelos con animales, habitualmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo
con animales también se puede utilizar para determinar el intervalo de concentraciones y la via de administracion
apropiados. Informacion de este tipo puede luego utilizarse para determinar dosis y vias utiles para la
administracion en seres humanos. Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de ingrediente activo,
por ejemplo los acidos nucleicos o las proteinas de la invencion o fragmentos de los mismos o anticuerpos, que
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son suficientes para tratar una afeccion especifica. La eficacia terapéutica y la toxicidad se pueden determinar
mediante procesos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, p. ej. DE50 (la
dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién). La
relacion de la dosis entre efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y éste se puede expresar como la
relaciéon DL50/DE50. Se prefieren composiciones farmacéuticas que exhiban altos indices terapéuticos. Los datos
obtenidos de ensayos con cultivos de células y estudios en animales se utilizan para formular una gama de
dosificaciones para uso humano. La dosificacion contenida en este tipo de composiciones se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con baja o con ninguna
toxicidad. La dosificacién varia dentro de este intervalo en funcion de la forma de dosificacion empleada,
sensibilidad del paciente y la via de administracion. La dosificacion exacta sera determinada por parte del médico,
a la vista de factores relacionados con el sujeto que requiera tratamiento. La dosificacion y administracion se
ajustan para proporcionar niveles suficientes del resto activo para mantener el efecto deseado. Factores que
pueden tomarse en consideracion incluyen la gravedad del estado patolégico, la salud general del sujeto, edad,
peso y sexo del sujeto, dieta, tiempo y frecuencia de administracion, combinacion o combinaciones de farmacos,
sensibilidades a la reaccion y tolerancia/respuesta a la terapia. Composiciones farmacéuticas de larga duracién se
pueden administrar cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y de
la tasa de eliminacion de la formulacion particular. Cantidades de dosificacion normales pueden variar entre 0,1 y
100.000 pg, hasta una dosis total de aproximadamente 1 g, dependiendo de la via de administracion. En la
bibliografia se proporciona una guia en cuanto a las dosificaciones y métodos de suministro particulares y que se
encuentran generalmente disponibles para los médicos en la técnica. Los expertos en la técnica emplean
formulaciones para nucleétidos diferentes a las de proteinas o sus inhibidores. De manera similar, el suministro de
polinucleétidos o polipéptidos sera especifico para células, afecciones, localizaciones, etc. particulares.

En otra realizacion, se pueden utilizar anticuerpos que se unen especificamente a las proteinas para el diagnostico
de afecciones o enfermedades caracterizadas por o asociadas con la sobre- o sub-expresion de las proteinas de la
invencion y proteinas homdlogas o en ensayos para vigilar a pacientes que estén siendo tratados con las proteinas
de la invencién y proteinas homologas, o efectores de las mismas, p. ej. agonistas, antagonistas o inhibidores.
Ensayos diagnosticos incluyen métodos que utilizan el anticuerpo y un marcador para detectar la proteina en
fluidos corporales o extractos de células o tejidos humanos. Los anticuerpos se pueden utilizar con o sin
modificacion y se pueden marcar uniéndolos, ya sea de forma covalente o no covalente, con una molécula
informadora. Se puede utilizar una amplia diversidad de moléculas informadoras que son conocidas en la técnica,
varias de las cuales se describen arriba.

Una diversidad de protocolos, incluidos ELISA, RIA y FACS, para medir proteinas son conocidos en la técnica y
proporcionan una base para diagnosticar niveles alterados o anormales de la expresion de genes. Valores
normales o convencionales para la expresion de genes se establecen combinando fluidos corporales o extractos de
células tomados de sujetos mamiferos normales, preferiblemente seres humanos, con anticuerpos contra la
proteina bajo condiciones adecuadas para la formacién del complejo. La cantidad de formacion de complejo
estandar se puede cuantificar por diversos métodos, pero preferiblemente por medios fotométricos. Las cantidades
de proteinas expresadas en muestras control y patoldgicas, p. ej. de tejidos biopsiados, se comparan con los
valores convencionales. La desviacion entre los valores convencionales y objeto establece los parametros para el
diagnéstico de la enfermedad.

En otra realizaciéon de la invencion, los polinucleétidos especificos para las proteinas de la invencion y proteinas
homdlogas se pueden utilizar para fines diagnodsticos. Los polinucledtidos que se pueden utilizar incluyen
secuencias de oligonucleotidos, moléculas de ARN y ADN antisentido y PNAs. Los polinucleotidos se pueden
utilizar para detectar y cuantificar la expresion de genes en tejidos biopsiados, en los que la expresion de genes se
puede correlacionar con la enfermedad. El ensayo diagnostico se puede utilizar para distinguir entre ausencia,
presencia y exceso de expresion de genes, y para vigilar la regulacion de los niveles de proteinas durante la
intervencion terapéutica.

En un aspecto, se puede utilizar la hibridacion con sondas que son capaces de detectar secuencias de
polinucledtidos, incluidas secuencias gendmicas que codifican las proteinas de la invencion y proteinas homologas
o moléculas estrechamente relacionadas para identificar secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina
respectiva. Las sondas de hibridacion de la presente invencion pueden ser ADN o ARN, y preferiblemente se
derivan de la secuencia de nucleétidos del polinucleétido que codifica las proteinas de la invencién, o de una
secuencia gendémica, incluidos elementos promotores, potenciadores, e intrones del gen que se produce de forma
natural. Sondas de hibridacion se pueden marcar mediante una diversidad de grupos informadores, por ejemplo
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radionucleidos tales como **P o **S o marcadores enzimaticos tales como fosfatasa alcalina acoplada a la sonda a
través de sistemas de acoplamiento de avidina/biotina, y similares.

Secuencias de polinucleotidos especificas para las proteinas de la invencion y acidos nucleicos homdlogos se
pueden utilizar para el diagnostico de afecciones o enfermedades que estan asociadas con la expresion de las
proteinas. Ejemplos de afecciones o enfermedades de este tipo incluyen, pero no se limitan a enfermedades y
trastornos metabolicos que incluyen obesidad, diabetes y/o sindrome metabdlico. Secuencias de polinucledtidos
especificas para las proteinas de la invencién y proteinas homélogas también se pueden utilizar para vigilar el
progreso de pacientes que reciben tratamiento para enfermedades metabdlicas y trastornos, incluida la obesidad,
diabetes y/o sindrome metabdlico. Las secuencias de polinucleétidos se pueden utilizar en ensayos cualitativos o
cuantitativos, p. ej. en el analisis de Southern o Northern, borrones de transferencia por puntos u otras tecnologias
basadas en la membrana; en tecnologias de PCR; o en ensayos de tiras reactivas, pasador, ELISA o chips,
utilizando fluidos o tejidos de biopsias de pacientes para detectar la expresion alterada de genes.

En un aspecto particular, las secuencias de nucleétidos especificas para las proteinas de la invencion y acidos
nucleicos homologos pueden ser utiles en ensayos que detectan la activacion o induccion de diversas
enfermedades y trastornos metabdlicos, incluidos obesidad, diabetes y/o sindrome metabdlico. Las secuencias de
nucledtidos pueden ser marcadas por métodos convencionales y pueden afiadirse a una muestra de fluido o tejido
de un paciente bajo condiciones adecuadas para la formacion de complejos de hibridacion. Después de un periodo
de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefal se cuantifica y compara con un valor estandar. La presencia
de niveles alterados de secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas de la invencién y proteinas
homadlogas en la muestra, indica la presencia de la enfermedad asociada. Ensayos de este tipo también se pueden
utilizar para evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento terapéutico particular en estudios con animales, en
ensayos clinicos o en la vigilancia del tratamiento de un paciente individual.

Con el fin de proporcionar una base para el diagndstico de una enfermedad asociada con la expresion de las
proteinas de la invencion y proteinas homologas, se establece un perfil normal estandar para la expresion. Esto se
puede conseguir combinando fluidos corporales o extractos de células tomados de sujetos normales, ya sean
animales o humanos, con una secuencia o un fragmento de los mismos que sea especifico para los acidos
nucleicos que codifican las proteinas de la invencion y acidos nucleicos homologos, bajo condiciones adecuadas
para la hibridacién o amplificacion. La hibridacién convencional se puede cuantificar comparando los valores
obtenidos de sujetos normales con los de un experimento en que se utiliza una cantidad conocida de un
polinucleétido sustancialmente purificado. Valores convencionales obtenidos a partir de muestras normales se
pueden comparar con valores obtenidos de muestras de pacientes que son sintomaticos para la enfermedad. La
desviacion entre los valores convencionales y objeto se utiliza para establecer la presencia de una enfermedad.
Una vez que se ha establecido la enfermedad y se inicia un protocolo de tratamiento, se pueden repetir ensayos de
hibridacion sobre una base regular para evaluar si el nivel de expresion del paciente comienza a aproximarse al
que se observa en el paciente normal. Los resultados obtenidos de ensayos sucesivos se pueden utilizar para
demostrar la eficacia del tratamiento a lo largo de un periodo que oscila desde varios dias a meses.

Con respecto a las enfermedades metabdlicas tales como las arriba descritas, la presencia de una cantidad inusual
de transcrito en tejido biopsiado procedente de un individuo puede indicar una predisposicion para el desarrollo de
la enfermedad o puede proporcionar medios para detectar la enfermedad antes de la aparicion de sintomas
clinicos reales. Un diagndstico mas definitivo de este tipo puede permitir a los profesionales de la salud emplear
medidas preventivas o un tratamiento agresivo en una fase mas temprana, evitando con ello el desarrollo o el
progreso ulterior de las enfermedades y trastornos metabdlicos.

Usos diagnosticos adicionales para oligonucledtidos disefiados a partir de las secuencias que codifican las
proteinas de la invencion y proteinas homologas pueden implicar el uso de PCR. Oligémeros de este tipo pueden
sintetizarse quimicamente, generarse enzimaticamente o producirse a partir de una fuente recombinante. Los
oligébmeros consistiran preferiblemente en dos secuencias de nucledtidos, una con orientacion sentido
(5prima.fwdarw.3prima) y otra con antisentido (3prima.rarw.5prima), empleadas bajo condiciones optimizadas
para la identificacion de un gen o estado especifico. Se pueden emplear los mismos dos oligémeros, conjuntos
anidados de oligémeros o incluso una agrupacion degenerada de oligdmeros bajo condiciones menos rigurosas
para la deteccion y/o cuantificacion de secuencias de ADN o ARN estrechamente relacionadas.

En otra realizacion de la invencion, las secuencias de acidos nucleicos también se pueden utilizar para generar
sondas de hibridacion que son utiles para la representacion en mapa de la secuencia gendémica que se produce de
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forma natural. Las secuencias se pueden representar en mapa a un cromosoma particular o a una region
especifica del cromosoma utilizando técnicas bien conocidas. Técnicas de este tipo incluyen FISH, FACS o
construcciones de cromosomas artificiales tales como cromosomas artificiales de levaduras, cromosomas
artificiales bacterianos, construcciones bacterianas P1 o bancos de ADNc de cromosomas sencillos tal como se
revisa en Price, C. M. (1993) Blood Rev. 7: 127-134 y Trask, B. J. (1991) Trends Genet. 7:149-154. FISH (tal como
se describe en Verma et al. (1988) Human Chromosomes: A Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, Nueva
York, N.Y.). Los resultados se pueden correlacionar con otras técnicas de representacion en mapa de cromosomas
fisico y datos de mapas genéticos. Ejemplos de datos de mapas genéticos se pueden encontrar en el Genome
Issue of Science de 1994 (265:1981f). La correlacion entre la utilizacion del gen que codifica las proteinas de la
invencion en un mapa cromosomico fisico y una enfermedad especifica o predisposicion a una enfermedad
especifica pueden ayudar a delimitar la regién de ADN asociada con esa enfermedad genética.

Las secuencias de nucledtidos de la presente invencion se pueden utilizar para detectar diferencias en las
secuencias de genes entre individuos normales, portadores o afectados. Se puede llevar a cabo un analisis de
polimorfismos, p. €j. polimorfismos de un solo nucleétido. Ademas, para ampliar los mapas genéticos se puede
utilizar la hibridacion in situ de preparaciones cromosoémicas y técnicas de representacion en mapa fisicas tales
como el analisis de enlace utilizando marcadores de cromosomas establecidos. A menudo, la disposiciéon de un
gen en el cromosoma de otra especie de mamifero tal como raton, puede revelar marcadores asociados, incluso si
se desconoce el nimero o brazo de un cromosoma humano particular. Nuevas secuencias se pueden asignar a
brazos o partes de cromosomas de las mismas mediante representacion en mapa fisica. Esto proporciona una
valiosa informacion a los investigadores que investigan genes patoldgicos utilizando la clonacién posicional u otras
técnicas de descubrimiento de genes. Una vez que la enfermedad o sindrome ha sido localizado de manera
aproximada mediante enlace genético a una regién genémica particular, por ejemplo AT a 11922-23 (Gatti, R. A. et
al. (1988) Nature 336: 577-580), cualesquiera secuencias representadas en mapa de ese area pueden representar
genes asociados o reguladores para una investigacion ulterior. Las secuencias de nucledtidos de la presente
invencion pueden también utilizarse para detectar diferencias en la localizacion cromosémica debida a
translocacion, inversion, etc. entre individuos normales, portadores o afectados.

En otra realizacion de la invencion, las proteinas de la invencion, sus fragmentos cataliticos o inmunogénicos u
oligopéptidos de las mismas, un modelo in vitro, una célula o animal genéticamente alterado, se puede utilizar
para el rastreo de bancos de compuestos en cualquiera de una diversidad de técnicas de rastreo de farmacos. Se
pueden identificar vectores, p. €j. receptores, enzimas, proteinas, ligandos o sustratos que se unen a, modulan o
mimetizan la acciéon de una o mas de las proteinas de la invencion. La proteina o fragmento de la misma empleada
en un rastreo de este tipo puede estar libre en disolucion, fijado a un soporte sélido, portado sobre una superficie
de la célula o localizado intracelularmente. Se puede medir la formacion de complejos de unién entre las proteinas
de la invencion y el agente sometido a ensayo. Los agentes también podrian influir ya sea directa o indirectamente,
sobre la actividad de las proteinas de la invencién.

Ademas, la actividad de las proteinas de la invencion frente a su o sus sustratos fisiologicos o derivados de los
mismos podria medirse en ensayos basados en células o exentos de células. Los agentes también pueden
interferir con modificaciones post-traduccion de la proteina tales como fosforilizacion y desfosforilacion,
farnesilacién, palmitoilacion, acetilacion, alquilacién, ubiquitinacidn, procesamiento proteolitico, localizacion
subcelular y degradacion. Ademas de ello, agentes podrian influir sobre la dimerizacién u oligomerizacion de las
proteinas de la invencion o, de una manera heterdloga, de las proteinas de la invencién con otras proteinas, por
ejemplo, pero no exclusivamente, proteinas de acoplamiento molecular, enzimas, receptores o factores de
traduccion. Agentes también podrian actuar sobre la interaccion fisica de las proteinas de esta invencién con otras
proteinas que se requieren para la funcion de las proteinas, por ejemplo, pero no exclusivamente, su sefalizacion
aguas abajo.

Métodos para determinar la interaccion proteina-proteina son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la union
de un péptido marcado de modo fluorescente, derivado de la proteina interactuante con la proteina de la invencién,
o viceversa, podria detectarse mediante un cambio en la polarizacién. En el caso de que los dos participantes en la
union, que pueden ser las proteinas de longitud completa asi como un agente de unién en calidad de la proteina de
longitud completa y el otro solo representado como un péptido, estén marcados fluorescentemente, la unién podria
detectarse mediante transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) desde un fluoréforo al otro.
Ademas, es bien conocida en la técnica una diversidad de principios de ensayo, comercialmente disponibles,
adecuados para la deteccién de la interaccion proteina-proteina, por ejemplo, pero no exclusivamente,
AlphaScreen (PerkinElmer) o ensayos de proximidad de centelleo (SPA) de Amersham. Alternativamente la
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interaccion de las proteinas de la invencion con proteinas celulares podria ser la base de un ensayo de rastreo
basado en células en el que las dos proteinas son marcadas de modo fluorescente y la interaccion de las dos
proteinas se detecta analizando la co-translocacion de las dos proteinas con un lector de imagenes celular tal
como se ha desarrollado, por ejemplo, pero no exclusivamente por Cellomics o EvotecOAl. En todos los casos, los
dos o mas participantes en la unién pueden ser proteinas diferentes, siendo una la proteina de la invencion, o, en
el caso de la dimerizacion y/u oligomerizacion, la proteina de la invencién propiamente dicha. Proteinas de la
invencion para las que un mecanismo diana de interés, pero no solamente el Unico serian interacciones
proteina/proteina de este tipo son PSAP, SFTPB y/o FLJ40379.

De particular interés son ensayos de rastreo de agentes que tengan una baja toxicidad para células de mamiferos.
El término “agente” tal como se utiliza en esta memoria describe cualquier molécula, p. e€j. proteina o producto
farmaceéutico, con la capacidad de alterar o mimetizar la funcién fisioldgica de una o mas de las proteinas de la
invencion. Agentes candidatos abarcan numerosas clases de productos quimicos, a pesar de que tipicamente son
moléculas organicas, preferiblemente pequefios compuestos organicos que tienen un peso molecular mayor que
50 y menor que aproximadamente 2.500 Dalton. Agentes candidatos comprenden grupos funcionales necesarios
para la interaccion estructural con proteinas, particularmente enlaces hidrogeno, y tipicamente incluyen al menos
un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los grupos quimicos funcionales.
Los agentes candidatos comprenden a menudo estructuras carbociclicas o heterociclicas y/o estructuras
aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales anteriores.

Agentes candidatos también se encuentran entre biomoléculas que incluyen péptidos, sacaridos, acidos grasos,
esteroides, purinas, pirimidinas, acidos nucleicos y derivados, analogos estructurales o combinaciones de los
mismos. Agentes candidatos se obtienen de una amplia diversidad de fuentes que incluyen bancos de compuestos
sintéticos o naturales. Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis aleatoria y dirigida de una
amplia diversidad de compuestos organicos y biomoléculas, que incluyen la expresion de oligonucledtidos y
oligopéptidos aleatorizados. Alternativamente, estan disponibles o se producen facilmente bancos de compuestos
naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales. Adicionalmente, bancos y
compuestos naturales o producidos de modo sintético se modifican faciimente a través de medios quimicos,
fisicos y bioquimicos convencionales, y se pueden utilizar para producir bancos combinatorios. Agentes
farmacoloégicos conocidos se pueden someter a modificaciones quimicas dirigidas o aleatorias tales como
acilacion, alquilacion, esterificacion, amidificacion, etc. para producir analogos estructurales. En los casos en los
que el ensayo de rastreo sea un ensayo de unién, una o mas de las moléculas se pueden unir a un marcador, en
que el marcador puede proporcionar, directa o indirectamente, una sefial detectable.

Otra técnica para el rastreo de farmacos que se puede utilizar proporciona un rastreo de alto rendimiento de
compuestos con una afinidad de unién adecuada a la proteina de interés, segun se describe en la solicitud PCT
WO 84/03564 publicada. En este método, segun se aplica a las proteinas de la invencion, se proporcionan o
sintetizan sobre un sustrato soélido tal como pasadores de plastico o alguna otra superficie, grandes ndmeros de
diferentes pequefios compuestos de ensayo, p. ej. aptameros, péptidos, compuestos de bajo peso molecular, etc.
Los compuestos de ensayo se hacen reaccionar con las proteinas o fragmentos de las mismas y se lavan. Las
proteinas unidas se detectan luego por métodos bien conocidos en la técnica. Proteinas purificadas también se
pueden revestir directamente sobre placas para uso en las técnicas de rastreo de farmacos antes mencionadas.
Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos no neutralizantes para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre un
soporte soélido. En otra realizacion, se pueden utilizar ensayos de rastreo de farmacos competitivos en los que
anticuerpos neutralizantes capaces de unir la proteina compiten especificamente con un compuesto de ensayo
para la unién de la proteina. De esta manera, los anticuerpos se pueden utilizar para detectar la presencia de
cualquier péptido que comparta uno o mas determinantes antigénicos con la proteina.

En una realizacion adicional, la presente invenciéon permite la produccion de células para la identificacion y/o
caracterizacion de compuestos que estimulan la diferenciacion de células beta, secrecion de insulina y/o respuesta
a la glucosa, mas particularmente de compuestos que aumentan el nivel de expresion o la funcién de prosaposina.
Este método es particularmente adecuado para el ensayo in vivo para aplicaciones diagnosticas y el desarrollo o
rastreo de farmacos. El compuesto de interés se afade a células adecuadas y se determina la expresion o funcion
de prosaposina. Alternativamente, un compuesto de interés se afiade a una célula tratada con prosaposina y se
determina el efecto sobre la diferenciacion de la célula y/o la produccion de insulina. Preferiblemente, se utilizan
células productoras de insulina diferenciadas. Los niveles de insulina en células tratadas se pueden determinar, p.
ej. cuantificar, mediante analisis con enzima unida a inmunosorbente (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA).
Utilizando este método se puede rastrear un gran nimero de compuestos, y se pueden identificar faciimente los
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compuestos que inducen la expresion de prosaposina o sustentan la actividad de prosaposina que conduce a una
diferenciacion de células beta y/o a un incremento de la secrecion de insulina.

En un método de rastreo de alto rendimiento, las células se transfectan con una construccion de ADN, p. gj. un
vector viral o no viral que contiene un gen informador, p. €j. el gen lacZ o el gen GFP, bajo el control regulador de
un promotor de un gen implicado en la diferenciacion de células beta, p. €j. preferiblemente un promotor Pax4. Las
células transfectadas se dividen en partes alicuotas, y cada una de las partes alicuotas se pone en contacto con
una sustancia de ensayo, p. e€j. candidato 1, candidato 2 y candidato 3. La actividad del gen informador se
corresponde con la capacidad del compuesto de ensayo de inducir la diferenciacion de células beta.

En una realizacion adicional (que se puede combinar con el rastreo de alto rendimiento tal como se describe
antes), se lleva a cabo una validacion de rendimiento medio. En ella, el compuesto de ensayo se afiade a células
que estan siendo cultivadas y se determina la expresion de prosaposina y/o la produccion de insulina. Después de
un ensayo de rendimiento alto inicial, tal como el ensayo basado en células arriba esbozado, en el que se utiliza, p.
€j., un promotor Pax4 como marcador para la regeneracion de células beta, la actividad de moléculas candidatas
para inducir la diferenciacion de células beta se testa en un ensayo de validacién que comprende afiadir dichos
compuestos a los medios de cultivo de los cuerpos embrioides. La diferenciacion en células productoras de
insulina se evalua después, p. €j. mediante comparacién con células de tipo salvaje y/o células que expresan Pax4
para evaluar la eficacia de un compuesto.

Los acidos nucleicos que codifican la proteina de la invencién se pueden utilizar para generar animales
transgénicos o modificaciones de genes especificas para el sitio en lineas celulares. Estos animales no humanos
transgénicos son utiles en el estudio de la funcion y regulacion de la proteina de la invencién in vivo. Animales
transgénicos, particularmente animales transgénicos mamiferos, pueden servir como un sistema modelo para la
investigacion de muchos procesos de desarrollo y celulares comunes a los seres humanos. Se puede utilizar una
diversidad de modelos no humanos de trastornos metabdlicos para someter a ensayo efectores/moduladores de la
proteina de la invencion. La expresion erronea (por ejemplo, la sobre-expresion o carencia de expresion) de la
proteina de la invencién, condiciones de alimentacion particulares y/o la administracion de compuestos
bioldgicamente activos pueden crear modelos de trastornos metabdlicos.

En una realizacion de la invencion, ensayos de este tipo utilizan modelos con ratones de resistencia a la insulina
y/o diabetes tales como ratones que portan inactivaciones de genes en la via de la leptina (por ejemplo ratones ob
(leptina) o db (receptor de leptina)). Ratones de este tipo desarrollan sintomas tipicos de diabetes mostrando una
acumulacién de lipidos hepatica y teniendo, frecuentemente, niveles de lipidos en plasma incrementados (véase
Bruning J.C. et al., 1998, supra). Ratones de tipo salvaje susceptibles (por ejemplo C57BI/6) muestran sintomas
similares si son alimentados con una dieta con alto contenido en grasa. Ademas, para someter a ensayo la
expresion de las proteinas de la invencion en cepas de ratones de este tipo (véase la seccion de Ejemplos), estos
ratones se podrian utilizar para testar si la administracion de un efector/modulador candidato altera, por ejemplo, la
acumulacién de lipidos en el higado, en el plasma o tejidos adiposos utilizando ensayos convencionales bien
conocidos en la técnica tales como FPLC, ensayos colorimétricos, ensayos del nivel de glucosa en sangre,
ensayos de tolerancia a la insulina y otros.

Animales transgénicos se pueden crear a través de recombinacion homadloga en células madre embrionarias no
humanas, en donde esta alterado el locus normal del gen que codifica la proteina de la invencion.
Alternativamente, una construccién de acido nucleico que codifica la proteina de la invencion se inyecta en oocitos
y se integra aleatoriamente en el genoma. Vectores para la integracion estable incluyen plasmidos, retrovirus y
otros virus animales, cromosomas artificiales de levaduras (YACs) y similares. Las células o animales modificados
son utiles en el estudio de la funcién y regulacion de la proteina de la invencién. Por ejemplo, se puede realizar una
serie de pequefas deleciones y/o sustituciones en el gen que codifica la proteina de la invencidn para determinar el
papel de dominios particulares de la proteina, funciones en la diferenciacion pancreatica, etc.

Ademas de ello, variantes del gen de la invencién tales como construcciones especificas de interés, incluyen
moléculas antisentido que bloquearan la expresion de la proteina de la invencion, o la expresion de mutaciones
dominantes negativas. Un marcador detectable tal como, por ejemplo, lac-Z o luciferasa se puede introducir en el
locus del gen de la invencion en que la supra-regulacion de expresion del gen de la invencion resultara en un
cambio facilmente detectado en el fenotipo.

También se puede proporcionar la expresion del gen de la invencion o variantes del mismo en células o tejidos en

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2402 096 T3

donde normalmente se expresa o en instantes anormales del desarrollo. Ademas, al proporcionar la expresion de
la proteina de la invencion en células en las que no se produce normalmente, se pueden inducir cambios en el
comportamiento de la célula.

Construcciones de ADN para la recombinacion homoéloga comprenderan al menos partes del gen de la invencion
con la modificacién genética deseada, e incluiran regiones de homologia con el locus diana. Construcciones de
ADN para la integracion aleatoria no necesitan contener regiones de homologia para mediar en la recombinacion.
De manera conveniente, estan incluidos marcadores para la seleccién positiva y negativa. Construcciones de ADN
para la integracion aleatoria consistiran en los acidos nucleicos que codifican la proteina de la invencion, un
elemento regulador (promotor), un intrén y una sefial de poli-adenilacion. Métodos para generar células con
modificaciones de genes fijados como objetivo a través de recombinacion homdloga son conocidos en la técnica.
Para células madre embrionarias (ES) no humanas, se puede emplear una linea de células ES, o se pueden
obtener células embrionarias de nueva aportacion a partir de un hospedante, p. €j. raton, rata, cobaya, etc. Células
de este tipo se hacen crecer en una capa alimentadora de fibroblastos apropiada y se hacen crecer en presencia de
factor inhibidor de la leucemia (LIF).

Cuando se han transfectado células ES o embrionarias no humanas o células madre pluripotentes somaticas,
éstas se pueden utilizar para producir animales transgénicos. Después de la transfeccion, las células se extienden
en placas sobre una capa alimentadora en un medio apropiado. Células que contienen la construccién se pueden
seleccionar empleando un medio selectivo. Después de un tiempo suficiente para que crezcan las colonias, éstas
se recogen y analizan en cuanto a la aparicion de recombinacion homdloga o integracion de la construccion.
Aquellas colonias que sean positivas se pueden luego utilizar para la transfeccién de embriones y la agregacién de
una morula. En sintesis, las mérulas se obtienen de hembras supra-ovuladas de 4 a 6 semanas de edad, se retira
la zona pelucida y las mérulas se colocan en pequefias depresiones de una placa de cultivo tisular. Las células ES
se tripsinizan, y las células modificadas se colocan en la depresion muy cercanas a las moérulas. Al dia siguiente,
los agregados se transfieren a los cuernos uterinos de hembras seudo-prefiadas. Las hembras se deja luego que
lleguen al término. La descendencia quimérica se puede detectar facilmente mediante un cambio en el color de la
capa y subsiguientemente se rastrean en cuanto a la transmisidon de la mutacidon en la siguiente generacion
(generacion F1). La descendencia de la generacion F1 se rastrea en cuanto a la presencia del gen modificado y los
machos y hembras que tienen la modificacién se aparean para producir una progenie homocigética. Si las
alteraciones del gen provocan letalidad en algun instante en el desarrollo, los tejidos u 6érganos se pueden
mantener en forma de injertos o trasplantes alogénicos o congénicos, o en cultivo in vitro. Los animales
transgénicos pueden ser cualquier mamifero no humano tal como un animal de laboratorio, animales domésticos,
etc., por ejemplo raton, rata, cobaya, oveja, vaca, cerdo, y otros. Los animales transgénicos pueden utilizarse en
estudios funcionales, rastreo de farmacos y otras aplicaciones y son utiles en el estudio de la funcion y regulacion
de la proteina de la invencién in vivo.

Finalmente, la solicitud describe también un kit que comprende al menos uno de

(a) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de la invencion o un fragmento de la misma;

(b) una proteina de la invencién o un fragmento o una isoforma de la misma;

(c) un vector que comprende el acido nucleico de (a);

(d) una célula hospedante que comprende el acido nucleico de (a) o el vector de (c);

(e) un polipéptido codificado por el acido nucleico de (a);

(f) un polipéptido de fusidn codificado por el acido nucleico de (a);

(9) un anticuerpo, un aptamero u otro modulador/efector del acido nucleico de (a) o el polipéptido de (b), (e)
o(f)y

(h) un oligonucledtido antisentido del acido nucleico de (a).

El kit se puede utilizar para fines diagnodsticos o terapéuticos o para aplicaciones de rastreo segun se describe
arriba. El kit puede contener, ademas, instrucciones para el usuario.

Las Figuras muestran:

La Figura 1 muestra el contenido de metabolitos de almacenamiento de energia (ESM; triglicéricos (TG) y
glucdgeno) de mutantes relacionados con saposina de Drosophila (numero de acceso GadFly CG12070). Se
muestra el cambio en el contenido en triglicéridos de moscas HD-EP(3)36824 provocado por la integracion del
vector P en la unidad de transcripcién anotada (‘HD-36824 (TG, 70°C), columna 3 y ‘HD-36824 (TG, 90°CY),
columna 6) en comparacion con testigos que contienen aproximadamente 880 lineas de moscas de la coleccion
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propiedad EP (‘HD-control, (TG, 70°C)’), columna 1) y controles de tipo salvaje determinados en 4 ensayos
independientes (a los que se alude como “WT-control (TG, 70°C)’, columna 2) y en comparacion con controles que
contienen aproximadamente 2100 lineas de moscas de la coleccion propiedad EP (‘HD-control (TG, 90°C)),
columna 4) y controles de tipo salvaje determinados en mas de 80 ensayos independientes (a los que se alude
como “WT-control (TG, 90°C)’, columna 5). También se muestra el cambio del contenido en glucégeno de moscas
HD-EP(3)36824 provocado por la integracion del vector P en la unidad de transcripcion anotada (‘HD-36824
(glucégeno, 90°C)’, columna 8) en comparacion con un control de ensayo interno que incluye dos cepas de tipo
salvaje y una linea HD (a la que se alude como ‘control de ensayo (glucégeno, 90°C)’, columna 7).

La Figura 2 muestra la organizacion molecular del locus del gen relacionado con saposina de Drosophila mutado
(al que se alude como Sap-r; numero de acceso GadFly GC12070).

La Figura 3 muestra proteinas relacionadas con saposina humana: prosaposina (variante de la enfermedad de
Gaucher y leucodistrofia metacromatica variante, PSAP), proteina B asociada a surfactante pulmonar humana
(SFTPB) y proteina hipotética humana FLJ40379.

La Figura 3A muestra la secuencia de acidos nucleicos de PSAP humana (SEQ ID NO: 1).

La Figura 3B muestra la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de PSAP humana (SEQ ID NO: 2).

La Figura 3C muestra la secuencia de acidos nucleicos de SFTPB humana (SEQ ID NO: 3).

La Figura 3D muestra la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de SFTPB humana (SEQ ID NO: 4).

La Figura 3E muestra la secuencia de acidos nucleicos de FLJ40379 humana (SEQ ID NO: 5).

La Figura 3F muestra la secuencia de aminoacidos (codigo de una letra) de FLJ40379 humana (SEQ ID NO: 6).
La Figura 3G muestra la comparacion (analisis del alineamiento de la secuencia de proteinas ClustalW (1.83)) de
proteinas humanas y de Drosophila. Los huecos en el alineamiento se representan como -. En la figura, ‘PSAP Hs’
se refiere a prosaposina humana, ‘FLJ40379 Hs’ se refiere a proteina hipotética humana FLJ40379, ‘SFTPB Hs' se
refiere a proteina B asociada a surfactante pulmonar humana y * Sap-r Dm’ se refiere a proteina relacionada con
saposina de Drosophila.

La Figura 4 muestra el analisis cuantitativo de la expresion de prosaposina (Psap) homologa a Sap-r en tejidos de
mamiferos. La expresion de ARN relativa se muestra en el gje Y, en las Figuras 4A a 4C los tejidos sometidos a
ensayo se dan en el eje X. WAT se refiere a tejido adiposo blanco, BAT se refiere a tejido adiposo pardo. En la
Figura 4D, el eje X representa el eje del tiempo, ‘d0’ se refiere al dia 0 (comienzo del experimento), ‘d2’ — ‘d10’ se
refiere al dia 2 — dia 10 de la diferenciacion de adipocitos).

La Figura 4A muestra el analisis cuantitativo de la expresion de Psap en tejidos de tipo salvaje de ratén.

La Figura 4B muestra el analisis cuantitativo de la expresion de Psap en ratones de tipo salvaje (ratones wt) en
comparacion con ratones genéticamente obesos (ratones ob/ob) y con ratones en ayunas (ratones-ayunas).

La Figura 4C muestra el analisis cuantitativo de la expresion de Psap en ratones alimentados con una dieta control
en comparacion con ratones alimentados con una dieta con alto contenido en grasa.

La Figura 4D muestra el andlisis cuantitativo de la expresion de Psap en células de fibroblastos de mamiferos
(3T3-L1) durante la diferenciaciéon de preadipocitos a adipocitos maduros.

La Figura 5 muestra el analisis de la expresion de prosaposina (PSAP) en adipocitos humanos.

La Figura 5A muestra la expresion de PSAP en células de adipocitos abdominales primarios humanos durante la
diferenciacién de preadipocitos a adipocitos maduros.

La Figura 5B muestra la expresion de PSAP en células SGBS humanas durante la diferenciacion de preadipocitos
a adipocitos maduros.

La Figura 6 muestra la induccién, dependiente de prosaposina, de la diferenciacion de células productoras de
insulina.

Células madre embrionarias (ES) de ratén se diferenciaron segun se describe previamente (solicitud de patente
PCT/EP02/04362, publicada como WO 02/086107, que se incorpora en esta memoria como referencia). Al término
del proceso de diferenciacion, las células se recolectaron y el ARN total se aisl6. La abundancia de ARNm de
insulina (Figura 6A) y de ARNm del transportador de glucosa de células beta (Glut2) (Figura 6B) se determino
utilizando la RT-PCR cuantitativa en un dispositivo de deteccion de la secuencia Applied Biosystems 7000. Los
niveles se normalizaron utilizando ARN 18S como control y un numero de ciclo de 36 como referencia. Los
numeros de la linea vertical se refieren a la abundancia de los transcritos indicados con relacion a una abundancia
para la que son necesarios 36 ciclos para la deteccion. ‘R1’ se refiere a células madre embrionarias (ES) de raton
R1 no modificadas; ‘Pax4’ se refiere a células madre embrionarias (ES) de ratén R1 establemente transfectadas
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con una construccion de expresiéon CMV-Pax4; ‘expresion de insulina rel. con ACt36’ se refiere a la expresion de
insulina en la Figura 6A, y ‘expresion de Glut2 rel. con ACt36’ se refiere a la expresion de Glut2 transportadora de
glucosa de células beta en la Figura 6B; ‘ES’ se refiere a células madre embrionarias de ratén segun se describe
en el Ejemplo 7; ‘células 293 control’ se refiere al protocolo de diferenciacion segun se describe en el Ejemplo 8,
con la adiciéon de sobrenadante de células 293 sin prosaposina; ‘Psap’ se refiere al protocolo de diferenciacion
segun se describe en el Ejemplo 9, con la adicion de sobrenadante enriquecido en prosaposina de células 293 a
células diferenciadas).

Los ejemplos ilustran la invencion:
Ejemplo 1: Medicién de los contenidos en metabolitos de almacenamiento de energia (ESM) en Drosophila

Moscas mutantes se obtienen de una coleccion de reserva de mutacion de moscas. Las moscas se hacen crecer
bajo condiciones convencionales conocidas por los expertos en la técnica. En el curso del experimento se
proporcionan alimentaciones adicionales con levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) para la linea EP
HD-EP(3)36824. Se investigé el cambio medio del contenido en triglicéridos y glucdgeno (a los que se alude en
esta memoria como metabolitos de almacenamiento de energia, ESM) de Drosophila que contiene los vectores EP
en forma de una integracion viable homocigética en comparacion con moscas control, respectivamente (véase la
Figura 1). Para la determinacién del contenido en ESM, las moscas se incubaron durante 5 min a 70°C o 90°C en
un tampodn acuoso utilizando un bafio de agua, seguido de extraccion en caliente. Después de otros 5 min de
incubacion a 70°C o 90°C y suave centrifugacion, se determind el contenido en triglicéridos del extracto de las
moscas utilizando el ensayo de triglicéridos Sigma (INT 336-10 o -20) midiendo los cambios en la densidad éptica
de acuerdo con el protocolo del fabricante, y el contenido en glucégeno del extracto de las moscas se determind
utilizando el ensayo de Roche (método UV de almidon Cat. N° 0207748) midiendo cambios en la densidad optica
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Como referencia, se midié el contenido en proteinas del mismo extracto
utilizando el ensayo de proteinas BIO-RAD DC de acuerdo con el protocolo del fabricante. Estos experimentos y
ensayos se repitieron varias veces.

El nivel medio de triglicéridos de 883 lineas de moscas de la coleccion EP propiedad se determin6 a 70°C (a la que
se alude como ‘HD-control (TG, 70°C)’) se muestra como el 100% en la primera columna en la Figura 1. El nivel
medio de triglicéridos de la cepa de tipo salvaje de Drosophila, moscas Oregon R, determinada en 4 ensayos
independientes a 70°C (a la que se alude como ‘WT-control (TG, 70°C)’) se muestra como 116% en la segunda
columna en la Figura 1. El nivel de triglicéridos medio (ug de ftriglicéridos/ug de proteinas) de 2108 lineas de
moscas de la coleccién EP propiedad, determinado a 90°C (al que se alude como ‘HD-control (TG, 90°C)’) se
muestra como 100% en la cuarta columna en la Figura 1. El nivel medio de triglicéridos (ug de triglicéridos/ug de
proteinas) de la cepa de tipo salvaje de Drosophila, moscas Oregon R, determinada en 84 ensayos independientes
a 90°C (a la que se alude como ‘WT-control (TG, 90°C)’) se muestra como 102% en la quinta columna de la Figura
1. El nivel de triglicéridos medio (ug de glucogeno/ug de proteinas) de un control de ensayo interno que consiste en
dos cepas de tipo salvaje diferentes y una linea EP inadvertida de la coleccion de reserva HD (a la que se alude
como ‘control de ensayo (glucdgeno, 90°C)’) se muestra como 100% en la séptima columna en la Figura 1. El nivel
de triglicéridos medio (ug de triglicéridos/ug de proteinas) de todas las moscas de la coleccién EP (a la que se
alude como ‘EP-control’) se muestra como 100% en la primera columna en la Figura 5. Las desviaciones estandar
de las mediciones se muestran como barras delgadas.

Moscas homocigoticas HD-EP(3)36824 muestran constantemente un contenido menor en triglicéridos que los
controles (columna 3 en la Figura 1, ‘HD-36824 (TG, 70°C)’; columna 6 en la Figura 1, ‘HD-36824 (TG, 90°C)).
Moscas homocigéticas HD-EP(2)21554 muestran también un menor contenido en glucégeno que los controles
(columna 8 en la Figura 1, ‘HD-36824 (glucégeno, 90°C)’). Por lo tanto, la pérdida de la actividad génica es la
responsable de los cambios en el metabolismo de los metabolitos de almacenamiento de energia.

Ejemplo 2: Identificacion de genes de Drosophila responsables de los cambios en los contenidos en
metabolitos

Se aislaron secuencias de ADN gendmico que estan localizadas directamente junto a la integracion del vector EP
(en esta memoria HD-EP(3)36824). Utilizando las secuencias gendmicas aisladas de moscas homocigéticas HD-
EP(3)36824 se rastrearon bases de datos publicas tales como el Berkeley Drosophila Genome Project (Proyecto
del Genoma de Drosophila de Berkeley) (GadFly). El sitio de localizacién cromosdémica de la integracion del vector
HD-EP(3)36824 se encuentra en el locus del gen 3R, 100A6-7 (Flybase y Gadfly). Se confirmé el sitio de
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integracion viable homocigotico del vector HD-EP(3)36824 en el par de bases 535 del transcrito de Sap-r
CG12070-RA y se 61 pares de bases 5prima del transcrito de Sap-r CG12070-RB en la orientacion antisentido. Por
lo tanto, la expresion de los ADNcs codificados por Sap-r podria verse afectada por la integracion del vector de la
linea HD-EP(3)36824 que conduce a un cambio en la cantidad de metabolitos de almacenamiento de energia. La
Figura 2 muestra la organizaciéon molecular de este locus del gen. Una doble flecha negra en el centro de la figura
representa la secuencia de ADN genomico. El espacio entre dos marcas representa un tramo de 1000 pares de
bases. El triangulo en negro marcado ‘HD-EP36824’ indica el sitio de integracion del vector EP. Los transcritos de
Sap-r (tal como se predice por el Proyecto del Genoma de Drosophila de Berkeley) se muestran como barras
grises oscuras (exones) enlazados por lineas grises oscuras (intrones) en la mitad inferior de la figura marcada
como ‘Sap-r’.

La Tabla 1 resume los datos del analisis molecular llevado a cabo por los autores de la invencion de las proteinas
de Drosophila identificadas en esta invencién como implicadas en la regulacion del metabolismo.

Tabla 1. Analisis molecular de proteinas relacionadas con saposina de Drosophila

Analisis Resultado

Dominios de proteinas Beta-lg-H3/Fasciclina (Flybase)

Analisis interpro Saposina tipo B, saposina tipo A, , proteina B surfactante

Locus 3R, 100%6-7 (Flybase, Gadfly publicacién 3)

ADNCc (sap-r) AI108030 (ARNm de 578 pares de bases), Al109190 (ARNm de 635 pares de
bases)

ADN genémico AE003775

SeqRef (Sap-r) NM_079858, NM_170529, NP_524597, NP_733408

Mutaciones y mutantes de|Homocigotos para deficiencias separando Sap-r son fértiles y viables vy

Drosophila muestran un fenotipo no obvio (Flybase)

Ejemplo 3: Identificacion de las proteinas homoélogas relacionadas con saposina humana

Por lo tanto, proteinas homologas relacionadas con saposina y moléculas de acidos nucleicos que las codifican se
pueden obtener a partir de especies de insectos o vertebrados, p. ej. mamiferos o aves, preferiblemente de seres
humanos, raton o Drosophila. Secuencias homoélogas a proteina relacionada con saposina de Drosophila se
identificaron utilizando el programa publicamente disponible BLASTP 2.2.3 de la base de datos de proteinas no
redundante del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (véase Altschul et al., 1997, Nucleic Acids
Res. 25:3389-33402). La Tabla 2 muestra homologos humanos preferidos del gen relacionado con saposina de
Drosophila.

La expresion “polinucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos tal como se muestra en el nimero de
acceso GenBank” se refiere al gen expresable de las secuencias de nucleétidos depositadas bajo el
correspondiente numero de acceso GenBank. La expresién “nimero de acceso GenBank” se refiere a las entradas
en la base de datos de GenBank de NCBI (Ref: Benson et al., Nucleic Acids Res. 28 (2000) 15-18).

Tabla 2. Proteinas humanas homologas a proteinas relacionadas con saposina de Drosophila

|. Proteinas humanas homélogas a Sap-r de Drosophila

IA. Prosaposina humana (PSAP)

Identificacion del locus humano NCBI (ID): 5660, Hs PSAP, prosaposina (variante de la enfermedad de Gaucher y
leucodistrofia metacromatica variante), 10g21-q22

RefSeq: numero de acceso GenBank: NM_002778

IB. Proteina B surfactante pulmonar humana (SFTPB)

Identificacion del locus humano NCBI (ID): 6439; Hs SFTPB, proteina B asociada a surfactante pulmonar, 2p12-
p11.2

Aliasas: SP-B, PSP-B, SFTB3, SFTP3

RefSeq: numero de acceso GenBank: NM_000542

IC. Proteina hipotética humana FLJ40379
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Nucledtido: nimero de acceso ENSEMBL: ENSG00000173005
Proteina: nimero de acceso ENSEMBL: ENSP00000308224, indice Internacional de Proteinas (IPT, nimero de
acceso: IP100163920

Ejemplo 4: Identificacion de factores secretados, expresados en el pancreas

Se llevo a cabo un rastreo de factores secretados, expresados en el pancreas de ratones en desarrollo de acuerdo
con métodos conocidos por los expertos en la técnica (véase por ejemplo, Pera E.M. y De Robertis E.M., (2000)
Mech Dev 96(2): 183-195) con varias modificaciones.

Banco de ADNc de expresion:

Durante la organogénesis, el brote pancreatico esta rodeado y se ve influenciado por el mesénquima asociado.
(Véase, por ejemplo, Madsen O.D. et al., (1996) Eur. J. Biochem. 242: 435-445 y Slack, J.M., (1995) Development
121: 1569-1580). Recientemente, se sugiri6 que adipocitos blancos se originan directamente de células
mesenquimales (Atanossova P.K., (2003) Folia Med. 45: 41-45). Durante la embriogénesis se puede observar la
inervacion y vascularizacion del pancreas. Por lo tanto, el tejido utilizado en el rastreo puede haber contenido
ademas de células pancreaticas, algunos precursores de adipocitos, vasos sanguineos asi como células
neuronales.

Se preparé un banco de brotes pancreaticos de ratén de fase embrionaria 9,5-15 en el vector pPCMVSPORT-6
utilizando el Sistema de Plasmidos SUPERSCRIPT de Invitrogen (n° de cat 18248) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI banco no amplificado se sometié a electroporacion en células MaxEff DH10B
(Invitrogen).

Clonacion de secrecion

Clones bacterianos procedentes de placas de agar se escogieron con palillos estériles y se cultivaron en placas de
microtitulacion de 96 pocillos en 1 ml de ampicilina LB (véase Sambrook et al., supra). Se agruparon partes
alicuotas de 8 cultivos y los ADNs del plasmido se aislaron mediante BioRobot 9600 (QIAGEN) utilizando el kit
QIlAprep(r) Turbo BioRobot (QIAGEN). Células 293 humanas se cultivaron en matraces de cultivo de tejidos de 75
ml en DMEM y suero de ternero fetal al 10%. A una confluencia del 90-99%, las células se dividieron en la relacion
1:3 y se extendieron sobre placas de 96 pocillos revestidas con poli-D-lisina (Sigma), 150 pl/pocillo. Al dia
siguiente, las células se transfectaron con 100-500 ng de plasmidos utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen), 0,5
pl/pocillo, en 100 pl/pocillo de Optimem (Invitrogen). Al cabo de 6 h, el medio se cambid por medio de crecimiento
completo reciente. 24 horas después de la transfeccion, las células se lavaron dos veces con DMEM sin cisteina ni
metionina (Invitrogen), suplementado con suero bovino dializado al 1% (Sigma) con 50 mg/ml de heparina (Sigma)
y glutamina. Las células se marcaron en 50 pl/pocillo del mismo medio y 0,75 pl/pocillo de (-S35 Met-label
(HARTMANN ANALYTIC GmbH, n°® 44138). 12 horas mas tarde, partes alicuotas de 10 ul de los sobrenadantes se
recolectaron en placas PCR de 96 pocillos y se sometieron a electroforesis en gel de SDS en geles Criterion de
poliacrilamida de gradiente 420% prefundidos (Biorad) utilizando condiciones reductoras, utilizando una camara de
ejecucion en gel Criterion Dodeca Cell (Biorad). Los geles se fijaron en acido acético al 10%, isopropanol al 25%
durante 30 min, se impregnaron durante 15-30 min en reactivo AMPLIFY (Armersham), se secaron y se expusieron
a una pelicula X-OMAT (AR) (Kodak). Los clones positivos se identificaron mediante sub-seleccion. Los 8 clones
bacterianos individuales de cada una de las agrupaciones positivas se volvieron a hacer crecer en placas de 96
pocillos, se preparo el ADN de clones individuales y se utilizd para la transfeccién, segun se describe. Si uno de los
clones proporcionaba proteinas del mismo tamafo que el de la agrupacioén original, se identificé un clon positivo.
Los clones positivos se secuenciaron parcialmente a partir del extremo 5 (SEQLAB, Goettingen). Secuencias (de
aproximadamente 500 nucleétidos) se compararon con las bases de datos publicas de nucledtidos y proteinas
para revelar una similitud con proteinas previamente descritas.

Ejemplo 5: Expresion de los polipéptidos en tejidos de mamiferos

Para analizar la expresion de los polipéptidos descritos en esta invencion en tejidos de mamiferos, varias cepas de
ratones (preferiblemente las cepas de ratones C57BI/6J, C57BI/6 ob/ob y C57BI/KS db/db, que son sistemas
modelo convencionales en la investigacion de la obesidad y la diabetes) se adquirieron de Harlan Winkelmann
(33178 Borchen, Alemania) y se mantuvieron bajo temperatura constante (preferiblemente 22°C), 40 por ciento de
humedad y un ciclo de luz/oscuridad de preferiblemente 14/10 horas. Los ratones fueron alimentados con una
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comida convencional (por ejemplo, de ssniff Spezialititen GmbH, bajo el nimero de encargo ssniff M-Z V1126-
000). Para el experimento en ayunas (‘ratones de tipo salvaje en ayunas”), los ratones de tipo de tipo salvaje
fueron privados de comida durante 48 h, suministrandoles Unicamente agua ad libitum (véase, por ejemplo,
Schnetzler et al. (1993) J Clin Invest 92: 272-280, Mizuno et al., (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93: 3434-3438).
Los animales fueron sacrificados a una edad de 6 a 8 semanas. Los tejidos de los animales se aislaron de acuerdo
con procesos convencionales conocidos por los expertos en la técnica, se congelaron bruscamente en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80°C hasta que se necesitaron.

Para analizar el papel de las proteinas descritas en esta invencién en la diferenciacién in vitro de diferentes células
de cultivo celular de mamifero para la conversiéon de pre-adipocitos en adipocitos, se obtuvieron células
fibroblastos de mamifero (3T3-L1) (p. ej., Green y Kehinde, Cell 1: 113-116, 1974) de American Tissue Culture
Collection (ATCC, Hanassas, VA, EE.UU.; ATCC-CL 173). Células 3T3-L1 se mantuvieron como fibroblastos y se
diferenciaron en adipocitos seguin se describe en la técnica anterior (p. €j., Qiu. et al., J. Biol. Chem. 276: 11988-
11995, 2001, Slieker et al., BBRC 251: 225-229, 1998). En sintesis, las células se extendieron en placas en
DMEM/FCS al 10% (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) a razén de 50.000 células/pocillo por duplicado en placas de
plastico de 6 pocillos y se cultivaron en una atmdsfera humidificada de 5% de CO; a 37°C. En la confluencia
(definida como el dia 0: d0) las células se transfirieron a medio exento de suero (SF) que contenia DMEM/HamF12
(3:1; Invitrogen), fetuina (300 pg/ml; Sigma, Munich, Alemania), transferrina (2 pyg/ml; Sigma), pantotenato (17 uM;
Sigma), biotina (1 uM; Sigma) y EGF (0,8 nM; Hoffmann-La Roche, Basilea, Suiza). Se indujo una diferenciacion
afadiendo dexametasona (DEX; 1 puM; Sigma), 3-metil-isobutil-1-metilxantina (MIX; 0,5 mM; Sigma) e insulina
bovina (5 pg/ml; Invitrogen). Cuatro dias después de la confluencia (d4), las células se mantuvieron en medio SF
que contenia insulina bovina (5 pug/ml) hasta completarse la diferenciacion. En diversos instantes del proceso de
diferenciacion, comenzando con el dia 0 (dia de la confluencia) y el dia 2 (adicion de hormonas; por ejemplo
dexametaxona y 3-isobutil-1-metilxantina) hasta 10 dias de diferenciacion, se tomaron cada dos dias partes
alicuotas adecuadas de las células.

El ARN se aislé de tejidos de ratdén o células de cultivo celular utilizando el reactivo Trizol (por ejemplo, de
Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se purificdé adicionalmente con el kit RNeasy (por ejemplo, de Qiagen,
Alemania), en combinacion con un tratamiento de DNAasa de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes y
segun se conoce por los expertos en la técnica. El ARN total se transcribiéd inversamente (preferiblemente
utilizando transcriptasa inversa RNasaH- Superscript I, de Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se sometié a analisis
Tagman, preferiblemente utilizando la mezcla maestra Tagman 2xPCR (de Applied Biosystems, Weiterstadt,
Alemania; la mezcla contiene, de acuerdo con el fabricante, por ejemplo ADN polimerasa AmpiTaqg Gold,
AmpErase UNG, dNTPs con dUTP, referencia pasiva Rox y componentes tampon optimizados) en un sistema de
deteccion de la secuencia GeneAmp 5700 (de Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemania).

Ejemplo 6. Andlisis de la expresion diferencial de transcritos de las proteinas de la invencion en tejido
humano

La preparacion de ARN procedente de tejidos adiposos primarios humanos y una linea de células de adipocitos
humana (SGBS) se realizé segun se describe en el Ejemplo 5. La preparacion, hibridacion y el escaneo dianas se
realizaron segun se describe en el manual del fabricante (véase Affymetrix Technical Manual, 2002, obtenido de
Affymetrix, Santa Clara, EE.UU.).

El analisis de la expresion (utilizando GeneChips de Affymetrix) del gen prosaposina (PSAP), utilizando adipocito
abdominal humano primario y la diferenciacion de células SGBS demuestra claramente una expresion diferencial
de PSAP humana en adipocitos. Se realizaron varios experimentos independientes. Todos los experimentos
demuestran que los transcritos de PSAP son mas abundantes el dia 12 en comparacion con el dia 0 durante la
diferenciacion. Estos datos confirman, ademas, los datos de diferenciacion de 3T3-L1 de raton.

Asi, la proteina PSAP ha de ser significativamente incrementada con el fin de que los pre-adipocitos se diferencien
en adipocitos maduros. La proteina PSAP en pre-adipocitos tiene el potencial de reforzar la diferenciaciéon adiposa.
Por lo tanto, la proteina PSAP podria jugar un papel esencial en la regulacion del metabolismo humano, en
particular en la regulaciéon de la adipogénesis y, asi, podria jugar un papel esencial en la obesidad, diabetes y/o
sindrome metabdlico,

Ejemplo 7: Generacion de células ES que expresan el gen Pax4
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Células ES R1 de raton (Nagy et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8424-8428) se sometieron a
electroforesis con el gen Pax4 bajo el control del promotor de CMV y el gen de resistencia a neomicina bajo el
control del promotor de fosfoglicerato quinasa | (pGK-1).

Células ES se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco que contenia 4, g/l de glucosa, beta-
mercaptoetanol 10-4 M, glutamina 2 nM, aminoacidos no esenciales al 1%, piruvato de Na 1 nM, FCS al 20% y
500 U/ml de factor inhibidor de leucemia (LIF). En sintesis, aproximadamente 107 células ES, resuspendidas en
0,8 ml de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) se sometieron a electroporacién con 25 ug/ml de vector de
expresion linearizado (Joyner, Gene Targeting: A Practical Approach, Oxford University Press, Nueva York, 1993).
Cinco minutos después de la electroporacion, las células ES se extendieron en placas de Petri que contenian
células alimentadoras fibroblasticas previamente inactivadas mediante tratamiento con 100 pg/ml de mitomicina C.
Un dia después de la electroporacion, el medio de cultivo se cambié por medio que contenia 450 pug/ml de G418.
Por separado se aislaron clones resistentes y se cultivaron durante 14 dias después de aplicar el medio de
seleccion. Las células se cultivaron siempre a 37°C, 5% de COa,. Estas células ES no tratadas y no diferenciadas
se utilizaron como testigo del experimento mostrado en la Figura 6 (al que se alude como ‘ES’ en la Figura 6).

Ejemplo 8: Diferenciacion de células ES en células productoras de insulina (a las que se alude como
‘células 292 control’ en la Figura 6)

La linea de células ES R1 (tipo salvaje, ‘R1’ en la Figura 6) y células ES que expresan constitutivamente Pax4
(‘Pax4’ en la Figura 6) se cultivaron en forma de cuerpos embrioides (EB) por el método de la gota colgante, segin
se describe en la solicitud de patente PCT/EP02/04362, publicada como WO 02/086107, con medios como se
describe mas abajo y en la Tabla 3. Se dejé que los cuerpos embrioides se formaran en cultivos de gota colgante
durante 2 dias y luego se transfirieron durante tres dias a cultivos en suspension en placas de Petri. El dia 5, los
EBs se extendieron por separado en placas de cultivo celular de 6 cm, revestidas con gelatina, que contenian un
medio de diferenciacién preparado con una base de medio de Dulbecco modificado por Iscove. Después de la
disociacion y de la extension renovada en placas el dia 14, las células se cultivaron hasta 40 dias en medio de
diferenciacion preparado con una base de medio de Eagle modificado por Dulbecco: mezcla de nutrientes F-12
(DMEM/F12).

Ejemplo 9: Expresion de genes especificos para el pancreas después de diferenciacion de células ES en
células productoras de insulina

Los niveles de expresion de genes especificos para el pancreas se midieron mediante el analisis Tagman segun se
describe en el Ejemplo 5. ARN total se aisl6 de células ES R1y Pax4" no diferenciadas (células ES control) el dia
0y células ES R1 y ES Pax4" diferenciadas el dia 40. La preparacion de ARN se realiz6 como se describe en el
Ejemplo 5, sin utilizar el reactivo Trizol.

Los resultados demuestran que marcadores para la funcion de diferenciacion de células beta se expresaban a
niveles superiores en células ES diferenciadas con Pax4® que en células ES de tipo salvaje diferenciadas,
demostrando que la activacion de un gen control del desarrollo pancreatico hace a la diferenciacién mas eficaz que
para células ES de tipo salvaje (Figura 6). La expresion de Glut2 en células madre diferenciadas indica que células
productoras de hormonas son capaces de responder a la glucosa. La expresion de cantidades sustanciales de
insulina en célula madre diferenciadas indica que células diferenciadas muestran un fenotipo similar a células beta.

Ejemplo 10: Induccion de la diferenciacion de células productoras de insulina por parte de prosaposina (a
la que se alude como ‘Psap’ en la Figura 6).

Con el fin de estudiar el efecto de prosaposina de inducir la diferenciacion de células beta in vitro, se generaron,
segun se describe en el Ejemplo 7, células madre embrionarias (ES) de raton estables que expresan el Pax4 bajo
el control de la region de promotor temprano de citomegalovirus (CMV)/potenciador segun se describe en el
Ejemplo 7. Pax4 y células ES de tipo salvaje se cultivaron luego en cultivos de la gota colgante o celulares con
agitacion centrifuga para permitir la formacion de cuerpos embrioides. Subsiguientemente, los cuerpos embrioides
se extendieron en placas, se disociaron enzimaticamente y se volvieron a extender en placas. Después de la
disociacion, las células se cultivaron en un medio de diferenciaciéon que contenia diversos factores de crecimiento
(véase la Tabla 3 para mayor detalle). Adicionalmente, sobrenadante enriquecido en prosaposina de células 293 se
afiadié cada segundo dia hasta el dia 40. Bajo tales condiciones, la expresion de insulina fue significativamente
inducida por prosaposina (Figura 6A). Ademas, la adicién de prosaposina al medio de diferenciaciéon potenciaba la
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expresion del transportador de glucosa Glut2 (Figura 6B). En comparacion, células ES de tipo salvaje contenian
s6lo numeros muy pequefios de células productoras de insulina y Glut2 en la misma fase. Estos datos demuestran
que prosaposina puede fomentar y mejorar significativamente la diferenciacion de células ES en células
productoras de insulina en comparacion con células ES de tipo salvaje.

Los resultados mostrados en la Figura 6 demuestran claramente una induccion significativa de la diferenciacion de
células productoras de insulina (Figura 6A) y que responden a glucosa (Figura 6B), si prosaposina se afiade en
fases posteriores de la diferenciacion. Asi, prosaposina tiene un efecto fuertemente inductor sobre la diferenciacion
de células beta productoras de insulina

Tabla 3. Protocolo para la induccién de la diferenciacion de células productoras de insulina por parte de
prosaposina (Psap)

Los medios B2 y B27 se describen en Rolletscheck et al., (2001) Mech. Dev. 105:93-104

Dia Fase de cultivo Medio Revestimiento y Analisis
0 gotas colgantes (600 | Iscove + FCS al 20% ARN (células ES)
células/gota)
1
2 EBs en suspension Iscove + FCS al 20%
3
4
5 extension en placas de EBs Iscove + FCS al 20% revestimiento de gelatina
+1
+2
+3
+4 revestimiento de ornitina/
+5 laminina
+6
+7
+8
+9 Disociacion B2+B27+NA+FCS al 10%
ARN (placa de 1x6 cm)
+10 cambio del medio B2+B27+NA+Psap, 50 ng/ml
+11
+12 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+13
+14 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+15
+16 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+17
+18 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+19
+20 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+21
+22 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+23
+24 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+25
+26 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+27
+28 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+29
+30 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
+31
+32 cambio del medio + Psap, 50 ng/ml
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Ejemplo 11: Caracterizacion funcional de las células productoras de insulina diferenciadas

Una propiedad importante de células beta es la secrecion de insulina que responde a glucosa. Para someter a
ensayo si las células productoras de insulina derivadas de Pax4 poseian esta propiedad de respuesta a la glucosa,
se puede llevar a cabo un ensayo que responde a glucosa in vitro sobre las células diferenciadas. El dia del ensayo
se retira el medio de diferenciacion de placas de 12 6 6 pocillos y las células se lavan 3 veces con tampdn Hepes
bicarbonato de Krebs Ringer (KRBH; NaCl 125 mM, KCI 4,74 mM, CaCl, 1 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM,
NaHCO3; 5 mM, Hepes 25 mM, pH 7,4 y BSA al 0,1%) suplementado con glucosa 2,8 mM. Para la pre-incubacion,
las células se incubaron en KRBH + glucosa 2,8 mM durante 2 horas a 37°C. Después de ello, las células se
incubaron en 500 ml de KRBH + glucosa 2,8 mM durante 1 hora y el sobrenadante se mantuvo luego para la
medicién de la secrecidon de insulina basal. Para la liberacion de insulina estimulada, se afiaden a las células 500
ml de KRBH que contiene glucosa 27,7 mM. Después de incubacion durante 1 hora a 37°C, el KRBH se recupera
para la medicién de la secreciéon de insulina inducida por glucosa, y las células se extrajeron con acido-etanol.
(Véase también Imminger, J.-C. et al., 2003, Endocrinology 144: 1368-1379). Los niveles de insulina se pueden
determinar mediante un analisis con enzima unida a inmunosorbente (ELISA) para insulina de raton (Mercodia) y
se realizaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Ejemplo 12: Trasplante de células productoras de insulina derivadas de Pax4 ES en ratones diabéticos STZ

El potencial terapéutico de células productoras de insulina inducidas por prosaposina para mejorar y curar la
diabetes se puede investigar trasplantando las células en ratones diabéticos inducidos con estreptozotocina.
Estreptozotocina es un antibiético que es citotdxico para las células beta cuando se administra a una determinada
dosis (véase Rodrigues et al., Streptozotocin-induced diabetes, en McNeill (comp.) Experimental Models of
Diabetes, CRC Press LLC, 1999). Su efecto es rapido, haciendo a un animal gravemente diabético en el espacio de
48 horas.

Ratones BalbC machos no sometidos a ayuno se pueden tratar con STZ para desarrollar hiperglucemia después
de tratamiento con STZ. Los ratones se consideran diabéticos si tienen un nivel de glucosa en sangre superior a 10
mmol/l durante mas de 3 dias consecutivos. Se trasplantan células debajo de la capsula renal y en el bazo de los
animales. La presencia de las células productoras de insulina se puede confirmar mediante analisis
inmunohistolégico del tejido trasplantado. Se espera que los resultados demuestren que las células trasplantadas
pueden normalizar la glucosa en sangre en animales diabéticos.

Para los expertos en la técnica, y sin apartarse del alcance de la invencion, pueden resultar evidentes diversas
modificaciones y variaciones del método y sistema descritos de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1.- Una proteina relacionada con saposina o acido nucleico para uso en la proteccién y/o regeneracion de células
beta en pacientes que padecen diabetes de tipo | o de tipo Il.

2.- La proteina relacionada con saposina o acido nucleico para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en
combinacién con otra composicion farmacéutica, util para tratar la degeneracién de células beta.

3.- La proteina relacionada con saposina o acido nucleico para uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde
dicha otra composicion farmacéutica comprende hormonas, factores de crecimiento o agentes
inmunomoduladores.

4.- Uso in vitro de una proteina relacionada con saposina o acido nucleico para estimular y/o inducir la
diferenciacion de células productoras de insulina a partir de células progenitoras.

5.- El uso de la reivindicacion 4, en donde la diferenciacion de células progenitoras, p. €j. p. €j. células madre, en
células productoras de insulina in vitro, comprende

(a) activar opcionalmente uno o mas genes pancreaticos en células progenitoras,

(b) agregar opcionalmente dichas células para formar cuerpos embrioides,

(c) cultivar dichas células o en medios de diferenciacion especificos que contienen un producto de proteina
relacionado con saposina, y

(d) identificar y seleccionar opcionalmente células productoras de insulina.

6.- Uso de una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido relacionado con saposina o un homélogo del
mismo, o uso de un polipéptido codificado por la misma, o uso de un fragmento de dicha molécula de acido
nucleico o de dicho polipéptido, o uso de una secuencia de polinucleétidos capaz de hibridarse a secuencias de
nucleodtidos que codifican polipéptidos relacionados con saposina o un homadlogo de la misma, o uso de alelos de
los genes que codifican dichos polipéptidos, o uso de secuencias de acidos nucleicos que codifican dichos
polipéptidos, en donde dichas secuencias de acidos nucleicos portan deleciones, inserciones o sustituciones de
diferentes nucleétidos que resultan en un polinucleétido que codifica los mismos o un polipéptido funcionalmente
equivalente, o uso de dicho polipéptido codificado, en donde el polipéptido contiene deleciones, inserciones o
sustituciones de residuos aminoacidos que producen un cambio silencioso y que resultan en proteinas
funcionalmente equivalentes, para identificar sustancias capaces de interactuar con un polipéptido relacionado con
saposina.

7.- Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde los fragmentos comprendes péptidos ciclicos, péptidos retro-
inversos o péptidos miméticos con una longitud de al menos cuatro y hasta 50 aminoacidos.

8.- Un método in vitro para diferenciar o regenerar células en células pancreaticas funcionales, comprendiendo el
método:

(a) cultivar células capaces de ser diferenciadas o regeneradas en células pancreaticas en presencia de una
cantidad eficaz de una proteina relacionada con saposina in vitro,

(b) permitir que las células desarrollen, diferencien y/o regeneren al menos una funcion pancreatica; y

(c) opcionalmente, preparar una cantidad eficaz de las células pancreaticas diferenciadas o regeneradas para

el trasplante a un paciente que lo necesite, particularmente un individuo humano.
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tgattgacaa
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aatattccat
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attgcagact
gggcgecgget
gtggtgccay
cgtttggaac
cgcagetggt
gaagacctgt
ctectaccte
gtgctctget
gaagcagctg
catggccaac
aaaggataat
tgtacggacc
ccgectggge
tgctatccag
tgatgaggtg
tgtcatccet
tgatgtttac
caacaagact
gtcecctgteg
cctgctggag
gcggctgect
gtgcaagaag
gatcctgget
tgatcagttt
tcctteette
aactgagaag
gtgecaaktget
cttggcagaa
agatctgttt
ttattgtage
tgcttecagtg
ctgccecttge
cttgactgga
tgggcactgg
getttecctgg
ttagaagcct
gattttggaa
tggttcaact
gtgggtttgg
ctgcgggect
tgcctacatg
agatgctect
cctggtagag
gggggttgga
ccaggagaca
ttttgttttg

gcggagtcag
ctagceggcec
aatgtgaaga
aagccaacag
gatatgctga
gactggcttc
cctgtecatece
ctcaacctct
gagtccaata
atccctetee
ggggacgttt
aactccacct
cctggeatgg
atgatgatgc
aaagagatgc
geectggaac
tgtgaggtat
gagaaagaaa
gaagagtgec
gaggtcagcc
gcactgaccg
ctaggtgggtt
gectcttgaga
gtggcagagt
gtgtgcttga
tgtatatggg
gtegagdatt
accacagcat
gactttgtta
attgctgtet
ccccttttet
atggcgectg
ggcecatcaac
tgggcectgag
gcetetecagt
ggaataateca
gcagctgetg
gtgatttggce
gtgggaagag
ggettgtgtg
tcectggetg
tttgaccttt
ggcggcatge
agctgtctgt
gcaagcaaag
cactaaagtt

acggtgctat
cggtccttag
cggcgtcecga
tgaaatccct
aggacaatgc
cgaaaccgaa
tggacatcat
gcgagtetct
agatcccaga
tcctctaccc
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ttgtcecagge
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ccatgcagac
tggtggagce
gtgaattcct
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gtggettgag
tttcecegtgt
ggccatctgce
agcgtgtgga
ttgaggcget
tcaaataaat
cgaagggtct
ggcecacttg
ccagcaggac
tctgtgattt

* -
Fig. 5A
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MYALFLLASL LGAALAGPVL GLKECTRGSA
LECDICKDVY TAAGDMLKDN ATEEETLVYL
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ACPSAHKPLL GTEKCIWGPS YWCONTETAZ
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ccttgaaget
tcgactactt
aatcceggea
tgcgggaccce
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ctctececta
agggtgcegcet
gcatctgecca
gcatgetgec
gceccaaggte
cegtgaccac
cctgtgttgg
cccagetget
gggtgtgtgg
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Fig. 3B
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Fig. 3C
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cgagcagcaa
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1 MAESHLLQWL LLLLPTLCGP GTAAWTTSSL ACAQGPEFWC QSLEQALQCR ALGHCLOQEVW
61 GHVGADDLCQ ECEDIVHILN KMAKEATFQD TMRKFLEQEC NVLPLKLLMP QCNQVLDDYF
121 PLVIDYFQNQ IDSNGICMHL GLCKSRQPEP EQEPGMSDPL PKPLRDPLPD PLLDKLVLPV
181 LPGALQARPG PHTQDLSEQQ FPIPLPYCWL CRALIKRIQA MIPKGALRVA VAQVCRVVPL
241 VAGGICQCLA ERYSVILLDT LLGRMLPQLV CRLVLRCSMD DSAGPRSPTG EWLPRDSECH
301 LCMSVTTQAG NSSEQATPQA MLQACVGSWL DREKCKQFVE QHTPQLLTLV PRGWDAHTTC
361 QALGVCGTMS SPLQCIHSPD L

Fig. 3D
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Intensidad Fluorescente

Intensidad Fluorescente
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Fig. 5
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Expresion de Glut2 con rel. a Act36

Expresion de insulina con rel. a Act36

40

35 — ER1
30 + EPaxd

25
20
15
10

1.20

1,00 -+

0,80
0,60
0,40

0,20

0,00 -

ES 2402 096 T3

Fig. 6
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