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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la induccion in vivo de la formacién de células beta pancreaticas
REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS
Un listado de secuencias requerido por 37 CFR 1.821-1.825 se presenta electrénicamente con la presente solicitud.
ANTECEDENTES

La mayoria de los tratamientos médicos con farmacos han utilizado un enfoque reduccionista: una molécula para
una afeccion fisiopatolégica celular. Aunque el enfoque reduccionista ha demostrado ser satisfactorio para
enfermedades monogeénicas, ha fallado para enfermedades complejas. Los médicos han reconocido que se requiere
una combinacién de enfoques para tratar trastornos complejos tales como diabetes de tipo 1 o tipo 2. Un tratamiento
para la diabetes es la administracion de inyecciones de insulina, que data de 1922. Sin embargo, las inyecciones de
insulina no detienen el desarrollo de las complicaciones diabéticas (por ejemplo, retinopatia, neuropatia, nefropatia,
enfermedad cardiovascular y accidente cerebrovascular) en muchos pacientes diabéticos de tipo 1y tipo 2. El coste
de tratamiento de estas complicaciones diabéticas es enorme y contribuye de una forma importante a una atencion
sanitaria de alta coste en los pacientes diabéticos.

Aunque se han hecho avances en la investigacién biomédica, los cientificos y profesionales clinicos estan todavia
buscando tratamientos eficaces para la diabetes. En ciertas formas de diabetes, las células beta estan dafadas, son
deficientes o reducidas. Los posibles tratamientos para la diabetes incluyen terapias basadas en farmacos y terapias
basadas en células, ambas de las cuales tienen sus limitaciones. Las terapias basadas en farmacos normalmente
tratan sintomas solo y los pacientes son cronicamente dependientes de ellas. Las terapias basadas en células son
dificultadas por la escasez de células y su fuente, rechazo inmunitario y altos costes de fabricacion y distribucién.

La terapia basadas en células es un enfoque al tratamiento de la diabetes y otras afecciones en la que una
reduccion en el numero de células beta pancreaticas o la funcién de células beta es causante o contribuyente
(D'Amour et al., Nature Biotech 24:1392-1401, 2006; Kroon et al., Nature Biotech 26:443-452, 2008). Las mezclas
multicomponente es un método de reproduccién de precursores embrionarios de células beta, por ejemplo, se ha
usado una mezcla de factores de transcripcion en la investigacion de células madre (Eminli et al., Nature Genetics
41:968-976, 2009) o se ha usado mas recientemente una mezcla de vectores virales en el ratén (Zhou et al., Nature
455: 627-632, 2008). En general, estas células no estan completamente desarrolladas en su respuesta a glucosa, y
aunque las células contienen y expresan insulina, dejan de secretar insulina en presencia de glucosa o en respuesta
a cambios en la concentracién de glucosa. El documento W0O2012/046085 desvela un método de induccién de la
produccion de insulina en una célula regulando por incremento un gen diana implicado en la produccién de insulina
en la célula usando un ARNac (&cido ribonucleico activante corto). El documento WO2004050646 desvela derivados
de 1,1-diéxido de 1,2,5-tiadiazalon-3-ona y su uso como inhibidores de la proteina tirosina fosfatasa PTP1B y su uso
para el tratamiento de diabetes mellitus. EI documento US2005042754 desvela un método de inducciéon de la
formacion de células productoras de insulina que comprende transferir un gen de factor de transcripcién asociado a
células beta pancreaticas (Pdx-1) al pancreas para inducir la formacién de células productoras de insulina. El
documento W0O2010022395 se refiere a métodos para reprogramar una célula de un origen de endodermo, mas
particularmente una célula pancreatica, a una célula que tiene caracteristicas de célula § pancreatica aumentando la
expresion de proteinas de factores de transcripcién, mas especificamente Pdx1.

Asi, sigue existiendo una necesidad de métodos de tratamiento de diabetes, tales como de produccion de células
beta que expresan y secretan insulina in vivo en un sujeto.

SUMARIO

La invencion proporciona una combinacion para inducir la formacién de células beta de una célula de mamifero in
vitro, o in vivo, para su uso como un medicamento, siendo la combinacion como se presenta en la reivindicacién 1.
La invencién proporciona ademas un método de induccién de la formacion de células beta de células in vitro, como
se presenta en la reivindicacion 9. Caracteristicas opcionales se presentan en las reivindicaciones dependientes

Los métodos descritos en el presente documento inducen la formacién de células beta pancreaticas in vitro o in vivo.
En ciertos aspectos, los métodos inducen la formacion de células beta pancreaticas en sujetos adultos sin
desdiferenciar células para dar lugar a la via embrionaria. En aspectos adicionales, los métodos inducen la
formacion de células beta pancreaticas en células que estan en diversas etapas de diferenciacion. En otros
aspectos, los métodos pueden usarse para inducir in vitro la formaciéon de células beta. Ciertas realizaciones del
enfoque descrito en el presente documento se dirigen especificamente a la induccion post-embrionaria de la
formacion de células beta pancreaticas sin reproducir el proceso de formacion embrionaria del pancreas - el proceso
de formaciéon embrionaria conduce a la generacién de mdltiples tipos de células endocrinas pancreaticas. La
capacidad para generar nuevas células beta in vivo en sujetos adultos puede proporcionar un novedoso enfoque
terapéutico para el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus de tipo 1 y 2, ademas de otros tipos de diabetes.
La capacidad para aumentar el niumero de células beta pancreaticas en sujetos adultos puede ser terapéutica,
profilactica y/o curativa con respecto a la diabetes.
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Ciertas realizaciones se refieren a composiciones y métodos que modulan e integran tres niveles de la fisiologia de
las células beta: (i) metabolismo de la glucosa, (ii) funcién de receptor de membrana, y (iii) factores de transcripcion.
En ciertos aspectos, los métodos descritos en el presente documento se dirigen a los procesos de induccién post-
embrionaria de la formacién de células beta pancreaticas. Como el proceso embrionario conduce a multiples tipos de
células endocrinas, los métodos post-embrionarios descritos en el presente documento se disefian para inducir
principalmente o solo la formacién de células beta. En ciertos aspectos, se forman células beta in vivo en 6rganos o
tejidos, tales como el pancreas, o in vitro sin causar la formacién de niveles detectables de otros tipos de células
endocrinas (por ejemplo, células alfa que secretan glucagén o células delta que secretan somatostatina). Los
inventores no saben de ningln informe en el que la formacion de células beta pancreaticas se induzca in vivo en un
sujeto adulto sin inducir otros tipos de células endocrinas pancreaticas. Esta capacidad para generar células beta in
vivo en sujetos adultos proporciona un novedoso enfoque terapéutico para el tratamiento de pacientes con diabetes
mellitus de tipo 1y 2, ademas de otros tipos de diabetes.

Ciertas realizaciones emplean un enfoque de transferencia génica para modular dianas intracelulares para la
formacion de células beta pancreaticas. Otras realizaciones usan agentes terapéuticos que imitan el proceso celular
modulado por la metodologia de transferencia génica. Todavia otras realizaciones usan una combinacion de
transferencia génica y agentes terapéuticos.

En ciertos aspectos, se proporciona glucocinasa (GK) (N° de acceso de GenBank NP_034422.2 (Gl:31982798) o
NP_000153.1 (G1:4503951), segmentos funcionales o variantes de la misma, o un activador de molécula pequena de
glucocinasa seleccionado de R00281675, R04389620 (piragliatina), LY2121260, PSN-GKI o GKA-50 para aumentar
la velocidad metabdlica de la glucosa. También se contempla el uso de otros acidos nucleicos de GK transcritos del
gen GK (véase el acceso de GenBank NG_008847.1). En ciertos aspectos, también puede usarse una variante de
GK que mantiene la actividad enzimatica de GK. En un aspecto adicional, se proporciona un inhibidor de proteina
tirosina fosfatasa 1B (PTB1B) que es un inhibidor de ARNhp de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN
antisentido de PTP1B para aumentar la actividad de receptor de tirosina cinasa o receptor asociado a tirosina cinasa.
En todavia un aspecto adicional, se proporciona Pdx-1 (N® de acceso de GenBank NP_000200 (Gl:4557673), un
segmento funcional o variante del mismo para los genes diana implicados en la formacién de células beta. En ciertos
aspectos, también puede usarse una variante de Pdx-1 que mantiene capacidad de activacién de la transcripcion de
Pdx-1. También se contempla el uso de otros acidos nucleicos de Pdx-1 transcritos del gen Pdx-1 (véase el acceso
de GenBank NG_008183). En ciertos aspectos, se administra un acido nucleico que codifica una proteina de interés.
En un aspecto adicional, cada proteina o inhibidor esta comprendido en un casete de expresién o vector de
expresion individual o separado. En otros aspectos, dos o mas proteinas son codificadas en un Unico casete de
expresion o vector de expresion.

En ciertos aspectos, el (los) agente(s) inductor(es) de células beta se administran directamente al pancreas. En
ciertos aspectos, la(s) composicién (composiciones) inductora(s) de células beta se administran a través del
conducto pancreatico. En un aspecto adicional, se administran agentes inductores de células beta por via oral o por
via intravascular.

En un aspecto adicional, el (los) agente(s) inductor(es) de células beta se administran a una célula in vitro. En un
cierto aspecto, la célula tratada in vitro son células que son heterélogas o autdlogas al sujeto que esta tratdndose.
En un aspecto, se aislan células autdlogas de un paciente, se administran con el (los) agente(s) inductor(es), y
entonces las células in vitro tratadas se implantan en el paciente. En otros aspectos, se obtiene una célula
heterdloga, se administran el (los) agente(s) inductor(es), y las células in vitro tratadas se implantan entonces en el
paciente.

En ciertos aspectos, una diana de érgano, tejido o célula es una que puede ser inducida para detectar el nivel de
glucosa y secretar insulina. En ciertos aspectos, una célula o tejido diana presenta la capacidad de inducir o ser
manipulada para la expresion de Glut 2 y/o glucocinasa; expresion de proinsulina; y expresién de proteinas
convertasas para escindir la proinsulina. Estan presentes células en el cuerpo humano que tienen al menos dos
caracteristicas de una célula beta. Una células K intestinal es un ejemplo de una célula tal. Las células K intestinales
expresan Glut 2, glucocinasa y proteina convertasa, por tanto se necesita induccion de la expresion de insulina. En
otro ejemplo, las células del higado también expresan Glut 2 y glucocinasa.

Ciertas realizaciones se refieren a métodos de induccion de la formacion de células beta a partir de células
pancredticas post-embrionarias in vivo. En ciertos aspectos, el método incluye proporcionar a un pancreas in vivo
una combinacién de (i) un primer agente que aumenta los niveles o actividad de glucocinasa (GK), (ii) un segundo
agente que aumenta la actividad de cinasa de receptor de tirosina, y (iii) un tercer agente que aumenta la
transcripcion mediada por Pdx-1.

En ciertos aspectos, el primer agente es un acido nucleico que codifica glucocinasa. El acido nucleico que codifica
glucocinasa puede incorporarse en un vector viral. En ciertos aspectos, el vector viral es un vector de lentivirus u otro
vector o particula de administracion de acido nucleico. El &cido nucleico puede comprender un elemento regulador
postranscripcional 3' de la secuencia codificante, por ejemplo, un elemento regulador postranscripcional del virus de
la hepatitis de la marmota (WPRE). En ciertas realizaciones, puede administrarse un polipéptido que comprende un
dominio de transduccién de proteina a una célula o sujeto. En ciertos aspectos, se proporciona glucocinasa como

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2679394 T3

una fusién de proteina recombinante que comprende dominios de transduccion de proteina. Los dominios de
transduccion de proteina (PTD o proteinas permeables a la célula (CPP) o secuencias de translocacion de la
membrana (MTS)) son péptidos pequefios que son capaces de transportar moléculas mucho mas grandes en
células independientemente de la endocitosis clasica. Muchos PTD conocidos se unen a las mismas moléculas de
superficie (proteoglicanos de sulfato de heparano, HSPG) antes de la internalizacién, y esa internalizacién depende
de estas moléculas. En aspectos adicionales, el primer agente puede ser un activador de molécula pequefia de
glucocinasa seleccionado de RO0281675, RO4389620 (piragliatina), LY2121260, PSN-GK1 o GKA-50.

En ciertos aspectos, el segundo agente es un inhibidor de proteina tirosina fosfatasa 1B. El inhibidor de proteina
tirosina fosfatasa 1B puede ser un inhibidor de ARNhp de proteina tirosina cinasa fosfatasa 1B. En ciertos aspectos,
el inhibidor de proteina tirosina fosfatasa 1B puede ser oligonucleétidos antisentido disefiados para regular por
disminucion la expresion de PTP1B

En aln aspectos adicionales, el tercer agente es un activador transcripcional selectivo de células beta que es un
acido nucleico que codifica Pdx-1. En ciertos aspectos, se administra un activador transcripcional a una célula o
sujeto como una fusién de proteina recombinante con un dominio de transduccion de proteina. En ciertos aspectos,
pueden usarse otros activadores transcripcionales usados solos o en combinacion con uno o mas de NeuroD, Isl1,
Nkx6.1 y/o Pax4. En una realizaciéon adicional, puede proporcionarse el compuesto troglitazona en lugar de o
conjuntamente con la activacion transcripcional de Pdx-1.

En ciertos aspectos, se proporcionan el primer, segundo y tercer agentes en una Unica composicién. En otro
aspecto, se proporcionan el primer, segundo y tercer agentes por separado. Los agentes pueden administrarse casi
simultdneamente o dentro de una ventana de administracion de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 minuto(s) u hora(s). En
ciertas realizaciones, se proporciona secuencialmente el primer, segundo y tercer agente. En otras realizaciones, se
proporcionan el primer, segundo y tercer agente simultaneamente. En ciertas realizaciones, el primer y segundo
agentes, primer y tercer agentes, o el segundo y tercer agentes son el mismo agente.

En ciertos aspectos, se proporcionan el primer, segundo y tercer agente mediante inyeccién o infusién en el
pancreas, u otro 6rgano o tejido diana. En un aspecto adicional, la inyeccién o infusién en el pancreas es a través del
conducto pancreatico.

Otras realizaciones incluyen métodos de tratamiento de diabetes que comprenden: proporcionar una composicién
terapéutica a un pancreas u otro érgano o tejido in vivo que comprende los agentes descritos anteriormente. En
ciertos aspectos, la composicidn terapéutica comprende (i) casete de expresién de glucocinasa configurado para
expresar una proteina glucocinasa funcional, (ii) un inhibidor de tirosina fosfatasa 1B que es un inhibidor de ARNhp
de proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN antisentido de PTP1B y (iii) un casete de expresién de Pdx-1
configurado para expresar una proteina Pdx-1 funcional, en el que se inducen células beta pancreaticas. En una
realizacién adicional, pueden proporcionarse los compuestos troglitazona conjuntamente con Pdx-1.

Ciertas realizaciones incluyen métodos de tratamiento de diabetes que comprenden: obtener una célula diana
heter6loga a un paciente o aislar una célula diana autdloga de un paciente y proporcionar una composicion
terapéutica a la célula in vitro que comprende los agentes descritos anteriormente. En ciertos aspectos, la
composicién terapéutica comprende (i) casete de expresion de glucocinasa configurado para expresar una proteina
glucocinasa funcional, (ii) un inhibidor de tirosina fosfatasa 1B que es un inhibidor de ARNhp de proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN antisentido de PTP1B y (iii) un casete de expresion de Pdx-1 configurado para
expresar una proteina Pdx-1 funcional, en el que se inducen células beta pancreaticas. En una realizacién adicional,
pueden proporcionarse los compuestos troglitazona conjuntamente con Pdx-1. Los métodos comprenden ademas
implantar la célula diana tratada en un paciente.

En ciertos aspectos, pueden usarse uno, dos 0 mas acidos nucleicos (es decir, genes). En ciertos aspectos, se usan
tres acidos nucleicos. En un aspecto adicional, pueden combinarse uno, dos o tres acidos nucleicos con uno o mas
agentes quimicos. En aun aspectos adicionales, pueden usarse agentes quimicos que modulan positivamente o
negativamente las vias diana sin &cidos nucleicos.

En ciertas realizaciones, un Unico agente puede (i) modular positivamente actividad de glucocinasa , y modular
positivamente actividad de receptor de tirosina cinasa y/o actividad de receptor asociado a tirosina cinasa; (ii)
modular positivar actividad de glucocinasa, y positivamente modula célula beta especifica transcripcion; o (iii)
modular positivar actividad de receptor de tirosina cinasa y/o actividad de receptor asociado a tirosina cinasa (por
ejemplo, inhibir PTB1B), y modular positivamente la transcripcién especifica de células beta.

En ciertos aspectos, activador(es) de GK de agentes quimicos pueden actuar a dos niveles aumentando la velocidad
de metabolismo de la glucosa y aumentando la expresion génica mediada por Pdx-1. Inhibidor(es) de PTB1B de
agentes quimicos en combinacion con activador(es) de GK de agentes quimicos pueden dirigirse a cada una de las
tres vias descritas en el presente documento.

En ciertos aspectos, en estados de enfermedad tales como diabetes de tipo Il, inhibidor(es) de PTP1B de agentes
quimicos pueden actuar a tanto el nivel de receptor de tirosina cinasa como a niveles de GK en presencia de
insulina. En ciertos aspectos, un activador(es) de GK pueden aumentar el metabolismo de la glucosa y la actividad
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transcripcional mediada por Pdx-1. Por ejemplo, la rosiglitazona aumenta la expresion de efectos mediados por GK y
Pdx-1. Inhibidor(es) de PTP1B de agente quimico en combinacién con la competencia de secrecién de insulina
pueden aumentar el metabolismo de la glucosa y aumentar la actividad de receptor de tirosina cinasa. Ademas, la
familia de activador(es) de PPAR-gamma como rosiglitazona aumenta la expresion de GK y la expresion de Pdx-1.
Asi, puede administrarse un Gnico agente para modular mdultiples vias diana.

Como se usa en el presente documento, "célula diana" y "células diana" se refieren a células precursoras, células
aisladas, células madre adultas, células del pancreas u otros érganos o tejidos que pueden ser inducidos para
formar células beta o células de tipo células beta. Las células pueden ser células beta o células no beta antes de la
induccion. Una célula precursora es una célula que no estd completamente diferenciada.

Como se usa en el presente documento, expresion se refiere a niveles de ARNm (expresion de acido nucleico) y/o
niveles de proteina (expresién de proteinas). Pueden disefarse oligonucledtidos adecuados para detectar ARNm,
por ejemplo, usando RT-PCR, usando técnicas rutinarias en la materia. Alternativamente o ademas, puede
evaluarse la expresién de proteinas usando cualquier técnica reconocida en la materia (por ejemplo, cualquier
técnica de deteccién basada en anticuerpos).

Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento”, cuando se usa en el contexto de una estrategia
terapéutica para tratar una enfermedad o trastorno, significa cualquier manera en la que mejoran uno o mas de los
sintomas de una enfermedad o trastorno o se alteran beneficiosamente de otro modo. Como se usa en el presente
documento, mejora de los sintomas de una enfermedad o trastorno particular se refiere a cualquier reduccion, tanto
permanente como temporal, duradera o transitoria que puede atribuirse a o asociarse al tratamiento por las
composiciones y métodos de la presente invencion.

Los términos "cantidad eficaz" y "eficaz para tratar", como se usan en el presente documento, se refieren a una
cantidad o una concentraciéon de uno o mas compuestos o una composicion farmacéutica descrita en el presente
documento utilizada durante un periodo de tiempo (incluyendo administracion aguda o crénica in vivo, y
administracion perioddica o continua) que es eficaz dentro del contexto de su administracién para causar un efecto
previsto o desenlace fisioldgico.

Cantidades eficaces de uno o mas compuestos, 0 una composicion farmacéutica para su uso en la presente
invencion, incluyen cantidades que promueven la formacién de células beta o madurez, por ejemplo, un aumento en
las células secretoras de insulina dependientes de glucosa o un aumento en la secrecion dependiente de glucosa de
una célula.

El término "sujeto" se usa en toda la memoria descriptiva para describir un animal, humano o no humano, al que se
proporciona tratamiento segun los métodos de la presente invencion. En ciertos aspectos, el sujeto es un ser
humano.

El término "proporcionar" se usa segun su significado habitual "suministrar o proveer para el uso". En algunas
realizaciones, se proporciona una proteina directamente administrando la proteina, mientras que en otras
realizaciones, la proteina se proporciona administrando un &acido nucleico que codifica la proteina. En otras
realizaciones, puede proporcionarse un inhibidor tal como un ARNhp para reducir los niveles de proteina en una
célula. En ciertos aspectos, la invencion contempla composiciones que comprenden diversas combinaciones de
acidos nucleicos terapéuticos, péptidos y/o moléculas pequenfas.

Otras realizaciones de la invencion se tratan en toda la presente solicitud. Cualquier realizacion tratada con respecto
a un aspecto de la invencion también se aplica a otros aspectos de la invencion y viceversa. Cada realizacién
descrita en el presente documento se entiende que es realizaciones de la invencion que son aplicables a todos los
aspectos de la invencion. Se contempla que cualquier realizacion tratada en el presente documento puede
implementarse con respecto a cualquier método o composicién de la invencion, y viceversa. Ademas, pueden usarse
composiciones y kits de la invencién para lograr los métodos de la invencion.

El uso de la palabra "un" o "una" cuando se usa conjuntamente con el término "que comprende" en las
reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede significar "uno", pero también esta de acuerdo con el significado

de "uno o mas", "al menos uno" y "uno o mas de uno".

En toda la presente solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar de error para el dispositivo 0 método que se emplea para determinar el valor.

El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para significar "y/0", a menos que se indice explicitamente que
se refiere a alternativas solo o las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la divulgacién respalda una
definicién que se refiere a solo alternativas y "y/o0."

Como se usa en esta memoria descriptiva y la(s) reivindicacién (reivindicaciones), las palabras "que comprende" (y
cualquier forma de que comprende, tal como "comprenden" y "comprende"), "que tiene" (y cualquier forma de que
tiene, tal como "tienen" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, tal como "incluye" e "incluyen") o
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"que contiene" (y cualquier forma de que contiene, tal como "contiene" y "contienen") son incluyentes o de extremos
abiertos y no excluyen elementos adicionales o etapas de método.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones especificas de la invencion, se dan solo a modo de ilustracion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y estan incluidos para demostrar ademas
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcion detallada de la memoria descriptiva presentada en el presente
documento.

FIG. 1. Un ejemplo de un enfoque que usa una mezcla de induccion que comprende tres moléculas para
inducir la formacion de células beta pancreaticas in vivo en el pancreas adulto.

FIG. 2A-2C. llustra el disefio y validacion de construcciones lentivirales, (A) glucocinasa, (B) Pdx-1y (C) PTP1B
de ARNhp.

FIG. 3. Expresién en exceso in vivo de PDX-1 y GK, y supresion de la expresiéon de PTP1B por la mezcla de
CNIP (Lenti-GCK + Lenti-Pdx-1y Lenti-PTP1B de ARNhp).

FIG. 4. Cuantificacion de la tincién de células beta individuales en el tejido pancreatico adulto en ratones
inyectados con una mezcla de formacién de células beta en comparacion con un grupo de control inyectado
con mezcla de placebo.

FIG. 5. Un ejemplo de una mezcla de formacién de células beta que comprende tres moléculas (GK, inhibidor
de PTP1B y Pdx-1) que indujo proliferacién en el pancreas de raton adulto en comparacién con el grupo de
ratones adultos de control inyectado con placebo.

FIG. 6. La masa de células beta pancreaticas aument6 significativamente en ratones adultos inyectados con
una mezcla de formacién de células beta (GK, inhibidor de PTP1B y Pdx-1) en comparacién con el grupo de
ratones adultos de control inyectado con el placebo. Se capturaron imagenes de inmunofluorescencia de
tincion de insulina usando microscopia confocal. Se cuantificaron las areas de células beta y pancreaticas
totales con Image J (NIH, Bethesda MD). Se calcul6 la masa de células beta total como el area de células beta
total expresada como un porcentaje del area total del pancreas.

FIG. 7. llustra el nimero de agrupaciones de células beta en el pancreas (densidad de agrupaciones) en el
grupo de ratones adultos inyectado con la mezcla de formacién de células beta en comparacion con el grupo
de ratones adultos de control inyectado con el placebo. Se determiné la densidad de agrupaciones como el
namero de agrupaciones de células beta dividido entre el area total del pancreas.

FIG. 8. llustra la concentraciéon de insulina en plasma en ayunas en el grupo de ratones adultos inyectado con
una mezcla de formacion de células beta (GK, inhibidor de PTP1B y Pdx-1) en comparacién con el grupo de
ratones adultos de control inyectado con placebo.

FIG. 9. Marcador BrdU de proliferacién en islotes y tejido exocrino 4 semanas después de la inyeccion de la
mezcla (Lenti-GCK + Lenti-Pdx-1 + Lenti-PTP1B de ARNhp) o por dos moléculas o cada molécula
individualmente. La figura es representativa de un area del pancreas examinada en diez secciones por animal
(n=3 a 4 para cada grupo), separadas 200 um. Los resultados se expresan como el aumento en veces en el
nuamero de células marcadas con BrdU en comparacién con controles. Se usé microscopia de laser confocal
para el andlisis. Lenti = Lentivirus; GCK = glucocinasa; PTP1B = proteina-tirosina fosfatasa 1B. Los datos se
presentan como media + EE. *=p<0,001 mezcla de CNIP frente a control; =p<0,05 mezcla de CNIP frente a
[GK + PTP1B]; # =p<0,01 [GK + PTP1B] frente a control.

FIG. 10. Masa de células beta 4 semanas después de la inyeccion con la mezcla CNIP (Lenti-GCK + Lenti-Pdx-
1 + Lenti-PTP1B de ARNhp) o por dos moléculas o cada molécula individualmente en comparacién con control
de mezcla y entre si (n=3 a 4 para cada grupo). Se midieron areas de tincién positiva pancreatica y de insulina
totales de cada seccion usando Image J (NIH, Bethesda, EE.UU.). Se calculé la masa de células beta como la
relacién de area positiva de insulina total con respecto a area pancreatica total de todas las secciones,
multiplicado por el peso humedo de tejido pancreatico. La figura es representativa de un area del pancreas
examinada en diez secciones por animal, separadas 200 um. Se usé microscopia de laser confocal para
andlisis. Lenti = Lentivirus; GCK = glucocinasa; PTP1B = proteina-tirosina fosfatasa 1B. *=p <0,001 = mezcla
de CNIP frente a control; p<0,001 mezcla de CNIP frente a [GK + Pdx-1]; p<0,001 mezcla de CNIP frente a
[PTP1B + Pdx-1]; m = p<0,05 mezcla de CNIP frente a [GK + PTP1B]. # =p <0,05 [GK + PTP1B] frente a
[PTP1B + Pdx-1); p<0,05 [GK + PTP1B] frente a control. Los datos se presentan como media + EE.
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DESCRIPCION

Ciertos métodos descritos en el presente documento representan un concepto que contradice la doctrina cientifica
de una molécula para un proceso de control celular. En ciertos aspectos, los métodos incluyen la integracion de tres
niveles de fisiologia celular: metabolismo, funcién de receptor de membrana y transcripciéon génica. La integracion de
multiples niveles de fisiologia celular produce un efecto sinérgico sobre la formacion de células beta. La sinergia
requiere que multiples moléculas trabajen conjuntamente para producir un efecto que es mayor que la suma de sus
efectos individuales. Usando el enfoque sinérgico descrito en el presente documento, los inventores han inducido
satisfactoriamente la formacién de células beta pancreaticas en el pancreas adulto. La capacidad para generar
células beta in vivo en animales adultos y seres humanos proporciona un novedoso enfoque terapéutico para el
tratamiento de sujetos con diabetes mellitus de tipo 1 y tipo 2.

I. Métodos de tratamiento de diabetes

Los inventores han demostrado que, utilizando "Integracién y procesamiento de red celular" (CNIP), la formacion de
células beta pancreaticas puede aumentarse in vivo en sujetos adultos. Segun el enfoque de CNIP, los inventores
toman parte en tres niveles importantes en el procesamiento celular: (1) primero, al nivel del metabolismo intracelular
de los hidratos de carbono, (2) segundo, al nivel de la funcién de receptor de membrana, (3) tercero, al nivel de
expresion génica. Dirigiéndose a estos tres niveles, puede generarse una interaccion sinérgica que induce la
formacion de células beta. Los inventores se refieren a un ejemplo de este método como "Syner-lll," siendo Syner el
prefijo del nombre griego synergos y Il es el numero romano tres.

El enfoque de CNIP se disefa para imitar la formacion de células beta en sujetos adultos y no para reprogramar la
célula en la etapa de desarrollo embrionario. Los inventores observan que la mezcla de factores de transcripcién
usada en la investigacion de células madre o en la mezcla de vectores virales usada mas recientemente en el
modelo de raton (Zhou et al., Nature 455: 627-32, 2008) se usan para generar células beta reproduciendo la etapa
embrionaria de desarrollo. A diferencia, el enfoque de CNIP se disefia para actuar en el estado adulto y utiliza un
mecanismo que integra los tres niveles de regulacion celular para inducir la formacién de células beta.

Los métodos descritos en el presente documento inducen la formacion de células beta pancredticas in vivo en
sujetos adultos sin desdiferenciar células para dar lugar a la via embrionaria. El enfoque de CNIP se dirige
especificamente a la induccién post-embrionaria de la formacion de células beta pancreaticas sin reproducir el
proceso de formacién embrionaria del pancreas - el proceso de formacion embrionaria conduce a la generacién de
multiples tipos de células endocrinas pancreaticas. La capacidad para generar nuevas células beta in vivo en sujetos
adultos puede proporcionar un novedoso enfoque terapéutico para el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus
de tipo 1 y 2, ademas de otros tipos de diabetes. La capacidad para aumentar el nimero de células beta
pancreaticas en sujetos adultos puede ser terapéutica, profilactica y/o curativa con respecto a la diabetes.

En ciertas realizaciones, pueden aplicarse composiciones y métodos descritos en el presente documento a tejidos
distintos del pancreas. En ciertos aspectos, las composiciones descritas en el presente documento pueden
administrarse en las células K endocrinas intestinales y ser capaces de formar célula beta de tipo insulina que
secretaria insulina en respuesta a una elevacion de la glucosa en sangre. En un aspecto adicional, las
composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse al higado para inducir la formacion de
células beta que responden a glucosa. En todavia otros aspectos, las composiciones descritas en el presente
documento pueden aplicarse en la Ultima etapa de diferenciacion y/o desdiferenciacion de células madre para formar
células beta. En ciertos aspectos, las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a
diversas células y/o tejidos en el cuerpo para formar células beta y, por tanto, no se limitan a los ejemplos
especificos descritos en el presente documento.

En ciertas realizaciones, células diana se tratan in vitro. Células diana son aquellas células que tienen la capacidad o
puede ser inducidas para tener la capacidad de formar células beta. Métodos para proporcionar u obtener tales
células diana son conocidos en la técnica e incluyen ya sea proporcionar tejido que contiene células diana y aislar
las células diana por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo con la ayuda de anticuerpos especificos de
superficie celular, y usar un FACS (clasificador de células) o cultivo de las células en condiciones especificas que
permiten el crecimiento de células diana. En ciertos aspectos, existen lineas celulares diana adecuadas (Lieber et
al., Int J Cancer 15(5):741-47, 1975).

Cualquier célula que sea capaz de diferenciarse en células beta pancreéaticas puede ser usada como una célula
diana del método de la invencion. Esto incluye células precursoras derivadas de tejido humano o animal (por
ejemplo, mamifero). En ciertas realizaciones, la célula diana es una célula diana autdloga, es decir, contiene la
misma informacion genética que las células del sujeto que esta tratandose. En ciertos aspectos, la célula diana no
ha sido genéticamente modificada antes de administrar el tratamiento. En ciertos aspectos, se selecciona una célula
diana del grupo que consiste en una célula precursora pancreatica, una célula precursora del intestino delgado, una
célula precursora de higado, una célula precursora derivada de la poblaciéon de conductos pancreaticos, precursor
de célula neuroendocrina y una célula madre pancreatica. Esto incluye todas las células somaticas diferenciadas de
un tejido humano o animal. En ciertos aspectos, se selecciona una célula diana del grupo que consiste en célula
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somatica diferenciada del higado, célula intestinal endocrina, célula de conducto pancreatico, célula pancreatica
exocrina y endocrina, y célula neuroendocrina.

Una vez se han obtenido o proporcionado las células diana, las células pueden cultivarse y manipularse en un
sistema de cultivo celular in vitro, que incluye sistemas de cultivo celular estdndar como placas de cultivo de tejido y
placas de 6 pocillos, 24 pocillos 0 96 pocillos. Las condiciones de cultivo dependeran de la célula diana y el experto
en la materia sabra como cultivar las células.

A. Metabolismo de la glucosa

El metabolismo de la glucosa es el primer aspecto en el enfoque de CNIP para inducir la formacion de células beta
en el pancreas adulto u otros érganos o tejidos. La glucosa es la principal fuente de energia utilizada por la célula de
mamifero, y el metabolismo de la glucosa proporciona la energia para la funcién y proliferacion celular (Bohnsack y
Hirschi, Annu Rev Nutr. 24: 433-453, 2004). La inhibicion de la glucdlisis detiene la progresion del ciclo celular,
documentando la necesidad del metabolismo de la glucosa para inducir la proliferacion (Newcomb et al., Eucaryot.
Cell. 2:143-149, 2003). Factores que inducen la formacién de células beta pancreaticas in vivo incluyen un aumento
en el metabolismo de la glucosa (Bernard et al., FASEB J. 13:1195-1205, 1999; Alonso et al., Diabetes 56:1792-
1801, 2007). La infusion de glucosa en ratas adultas durante un periodo de solo 24 h aumento el nimero de células
beta ~50 % (Bernard et al., FASEB J. 13:1195-1205, 1999). Ademas, la glucosa promueve la supervivencia de
células beta suprimiendo un programa apoptosico constitutivo in vitro (Hoorens et al., J. Clin. Invest. 98:1568-1574,
1996). El metabolismo de la glucosa sensibiliza al pancreas para la induccion de la formaciéon de células beta
pancreéticas.

En ciertos aspectos, la tasa de metabolismo de la glucosa aumenta, proporcionando un acido nucleico que codifica
glucocinasa, o aumentando la actividad de glucocinasa u otras enzimas o reguladores. En ciertas realizaciones, las
funciones atribuidas al acido nucleico descritas en el presente documento pueden ser proporcionadas administrando
diversos compuestos quimicos o moléculas pequefias que aumentan el metabolismo de la glucosa. Compuestos
activadores de glucocinasa incluyen, pero no se limitan a, Roche Inc., compuesto R1440; Hoffman-La Roche Inc.,
compuesto RO0281675; Hoffman-La Roche Inc., compuesto RO4389620 (piragliatina); Eli Lilly Inc., compuesto
LY2121260; OSI Pharmaceuticals, Inc., compuesto PSN-GK1; Astra-Zeneca, Inc., compuesto GKA-50; Pfizer Inc.,
activadores de glucocinasa descritos en la publicacion de patente internacional WO/2007122482); Merck-Banyu Inc.,
activadores de glucocinasa descritos en la publicacién de patente internacional W0O/2003080585; Takeda Inc.,
activadores de glucocinasa descritos en la publicacion de patente internacional W0O/200710434); Johnson & Johnson
Inc., activador de glucocinasa descrito en la publicacion de patente internacional WO/2007075847); y similares.

B. Tirosina cinasas de receptor y receptores asociados a tirosina cinasa.

La(s) tirosina cinasa(s) de receptor de membrana y/o receptores asociados a tirosina cinasa son un segundo
componente del enfoque de CNIP para inducir la formaciéon de células beta pancreéaticas en un sujeto adulto. El
segundo aspecto en la generaciéon de células beta pancreéticas tras un estimulo fisiolégico es para que la célula
reciba el mensajero a través de sus receptores de membrana. Los receptores de membrana responsables de la
estimulacién de la masa de células beta pancreaticas son de la familia de tirosina cinasa de receptores y familia
asociada a tirosina cinasa de receptores. Durante el embarazo, la masa de células beta pancreaticas aumenta en
respuesta al desarrollo de resistencia a la insulina y elevado consumo de energia fetal/por la placenta y este efecto
esta mediado por la elevada secrecidn de prolactina, estrégeno y lactdégeno placentario (Heit et al., Annu. Rev Cell
Dev. Biol. 22:311-338, 2006). La incapacidad de la célula beta para compensar aumentando su secrecién de insulina
conduce a diabetes gestacional. Se han observado agrandamiento de los islotes e hiperplasia de células beta en la
autopsia de mujeres embarazadas (Van Assche et al., Br. J. Obstet Gynaecol 85: 818-820, 1978). Los estimulos
hormonales (prolactina, estrégeno y lactégeno placentario) durante el embarazo para aumentar la masa de células
beta pancreéticas actian mediante receptores asociados a tirosina cinasa (Nielsen et al., Diabetes 50 (Suppl. 1):
S25-529, 2001). Otras hormonas que aumentan la masa de células beta también actian mediante la familia de
tirosina cinasa de receptores e incluyen factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, hormona de crecimiento, insulina, IGF-1 y EGF (Nielsen et al., Diabetes 50 (Suppl. 1): S25-S29, 2001).
Digno de mencién, el efecto de estas hormonas sobre la masa de células beta también se basa en el metabolismo
de la glucosa. En ausencia de glucosa, se pierde la capacidad de las hormonas que actian mediante la familia de
tirosina cinasa para aumentar la masa de células beta pancreaticas (Cousin et al., Biochem. J. 344:649-658, 1999).
Por consiguiente, el enfoque de CNIP combina el efecto del metabolismo de la glucosa y tirosina cinasa(s) de
membrana y/o receptores asociados a tirosina cinasa(s) para inducir la formacion de células beta en el pancreas
adulto.

En ciertas realizaciones, la(s) funcién (funciones) atribuidas a los acidos nucleicos descritos en el presente
documento pueden proporcionarse administrando un agente que aumenta la actividad de receptor de tirosina cinasa
y/o asociado a tirosina-cinasa(s) para la formaciéon de células beta en un pancreas adulto que es un inhibidor de
ARNhp de proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN antisentido de PTP1B.

Otros ARNhp que se dirigen a proteinas de la familia de tirosina fosfatasa pueden incluirse solos o en combinacién
con PTP1B de ARNhp. PTP1B actia sobre la mayoria de la familia de tirosina 17 cinasa de receptores que
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participan en la funcion de células beta pancreaticas en el pancreas adulto. Sin embargo, se ha mostrado que la
proteina tirosina fosfatasa de linfocitos T (TCPTP) y SHP-2, otros dos miembros de la proteina fosfatasa intracelular,
se dirigen a las tirosina cinasas de receptor implicadas en la sefalizacion de insulina (Tonks, Nat Rev. Mol Cell Biol
7:833-46, 2006). SHP-2 (fosfatasa-2 que contiene el dominio SH2) es una proteina tirosina fosfatasa intracelular
ubicuamente expresada que contiene dos dominios de homologia 2 Src del extremo amino (SH2). SH2-2 se une a
tanto el receptor de insulina fosforilado con tirosina como a IRS-1. TCPTP existe en dos formas: una forma de 48
kDa dirigida al reticulo endoplasmico (TC48) y una forma de 45 kDa nuclear (TC45). Se ha demostrado que TC-PTP
regula negativamente la sefalizacién de insulina y el receptor de prolactina (Aoki y Matsuda, J. Biol. Chem.
275:39718-26, 2000; Tonks, Nat Rev. Mol Cell Biol 7:833-46, 2006). Por tanto, pueden usarse acidos nucleicos que
expresan ARNhp-SHP-2 y ARNhp-TC-PTP en los métodos y composiciones descritos en el presente documento.

C. Transcripcion especifica de células beta

El tercer aspecto en el enfoque de CNIP se refiere al nivel de expresion génica e implica un activador transcripcional
o factor de transcripcion, que se utiliza como atrayente para converger y enfocar el efecto del metabolismo de la
glucosa y los efectos metabdlicos/moleculares generados por glucocinasa, y el (los) receptor(s) de tirosina cinasa y
receptor(es) asociado(s) a tirosina cinasa para formar células beta en el pancreas adulto. El término "transcripcion”
se refiere al proceso de copiar una secuencia de ADN de un gen en un producto de ARN, generalmente realizado
por una ARN polimerasa dirigida a ADN usando el ADN como molde. Cada sistema tiene un atrayente modulador,
como en la fisica. En un sistema cadtico, la direccion del punto final de la red seguird a la fuerza del atrayente.
Desde un punto de vista simplista, la diana de impacto de un proyectil dependera de la fuerza inicial de propulsion
combinada con la resistencia al aire y el efecto de la gravedad sobre el proyectil. Las fuerzas iniciales, resistencia al
aire y gravedad, actuaran en sinergia como un atrayente para determinar el destino final del proyectil. El organismo
vivo es un sistema dindmico no lineal que existe en un estado "cadtico". Al nivel transcripcional, la expresiéon de un
conjunto de genes sigue sin cambiar y aquellos genes se llaman genes "de mantenimiento". Llevan a cabo las
funciones rutinarias de la célula, mientras que otras clases de genes se expresan en respuesta a estimulos
medioambientales. En la adaptacién de células beta pancredticas a un estrés fisiologico, la regulacion por
incremento de la expresion génica es esencial para la induccion de la formacién de células beta pancreaticas
(Bouwens y Rooman, Physiol Rev 85:1255-1270, 2005). Un mediador clave de esta respuesta adaptativa a un estrés
fisiologico al nivel de expresion génica implica la activacion de atrayente(s) modular(es) en forma de factores de
transcripcion (Albert y Barabasi, Rev Mod Physics 74:47-97, 2002; Albert y Othmer, J Theor Biol 223,1-18, 2003).
Por tanto, el enfoque de CNIP incluye factor(es) de transcripcion (como atrayente modular) que participan en la
formacion de células beta en el pancreas adulto en respuesta a estrés fisioldgico.

Podrian usarse expresién en exceso de Pdx-1 solo con una fuerza de convergencia sinérgica de otros FT para
canalizar el patron de expresion génica de CNIP para inducir la formacion de células beta pancreaticas. Por tanto,
otros FT implicados en la formacién de células beta pancreéticas adultas y que pueden aumentar el efecto de Pdx-1
sobre la formacién de células beta in vivo se describen en el presente documento. En ciertos aspectos, pueden
usarse los FT implicados en la formacion de células beta. Pueden excluirse FT implicados en la formacién de otras
células endocrinas. Los FT implicados en la formacién de células beta pancreaticas en el periodo después del
desarrollo anadidos en combinacion con o en lugar de Pdx-1 incluyen: NeuroD, Isl1, Nkx6.1 y Pax4. También
pueden usarse compuestos antidiabéticos tales como tiazolidindionas antidiabéticas (por ejemplo, troglitazona)
conjuntamente con FT para aumentar la formacién de células beta. Por ejemplo, la troglitazona aumenta la expresion
de Pdx-1 en islotes de ratdbn mediante el elemento de respuesta del receptor gamma activado por proliferadores del
peroxisoma (PPARYy) funcional en el promotor de Pdx-1 (Gupta et al., J Biol Chem. 283(47):32462-70, 2008).
También se contempla la induccion de Pdx-1 mediante modulacién positiva del elemento de respuesta de PPARYy en
el promotor del gen Pdx-1.

D. Composiciones terapéuticas

En ciertos aspectos, 1, 2, 3 0 mas de los restos terapéuticos descritos en el presente documento pueden combinarse
en una o mas composiciones o administrarse en combinaciéon. En un aspecto, se proporcionan uno o mas restos
terapéuticos como una mezcla de 1, 2, 3 0 méas vector(es) de administracion nucleica y/o agente(s) terapéutico(s).
Tal mezcla puede administrarse por via oral, localmente, o por via sistémica como se describe en el presente
documento.

En un aspecto adicional, 2, 3 0 méas de los restos terapéuticos pueden unirse para crear una composicion bivalente,
trivalente o tetravalente. Una composicion tal puede administrarse por via oral, localmente o por via sistémica como
se describe en el presente documento. En ciertos aspectos, tales composiciones se administran por via oral. En
otros aspectos, las composiciones se inyectan o se infunden localmente.

En aln un aspecto adicional, 1, 2, 3 0 mas restos terapéuticos pueden unirse en una molécula por sistemas de
adaptadores quimicos. Una composicion tal puede administrarse por via oral, localmente o por via sistémica como
se describe en el presente documento.
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Il. Composiciones de acido nucleico

El término "vector de acido nucleico” se usa para referirse a una molécula de acido nucleico portadora en la que
puede insertarse una secuencia de acidos nucleicos para introduccién en una célula donde puede ser replicada,
transcrita y/o traducida (es decir, expresada). Una secuencia de acidos nucleicos puede ser "exdgena", que significa
que es extrana a la célula en la que se introduce el vector o que la secuencia es "endégena” a la célula pero en una
posicion dentro de la célula hospedadora en la que la secuencia generalmente no se encuentra. En ciertos aspectos,
un vector exdgeno puede codificar un acido nucleico enddgeno. Vectores de acido nucleico incluyen plasmidos,
césmidos, genomas virales y otros vectores de expresion (bacteriéfago, virus de animal y virus de planta),
cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC), y similares. Dada la presente divulgaciéon, un experto en la materia
estaria bien equipado para construir un vector mediante técnicas recombinantes estandar (véanse, por ejemplo,
Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, New York., 1989; Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, New York City, NY, John Wiley & Sons, Inc., 1994).

El término "vector de expresion" se refiere a cualquier tipo de construccién genética que comprende un acido
nucleico que codifica un ARN capaz de ser traducido. En algunos casos, moléculas de ARN son entonces traducidas
en una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no son traducidas, por ejemplo, en la
produccion de ARN inhibidor, moléculas antisentido o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener una
variedad de "secuencias de control", que se refieren a secuencias de acidos nucleicos necesarias para la
transcripcion y posiblemente traduccion de una secuencia codificante operativamente unida en una célula
hospedadora particular. Ademas de las secuencias de control que gobiernan la transcripcion y traduccion, los
vectores y vectores de expresién pueden contener secuencias de acidos nucleicos que sirven a otras funciones
también y se describen en el presente documento.

Ciertos aspectos implican el uso de &cidos nucleicos que codifican componentes inductores de células beta.
Ejemplos de acidos nucleicos incluyen GK como se proporciona en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 4; ARNhp de
PTB1B como se proporciona en SEQ ID NO: 2; y Pdx-1 como se proporciona en SEQ ID NO: 3; o el equivalente
como se reconoceria por un experto en la materia. En ciertos aspectos, el 4cido nucleico comprende una secuencia
de nucledtidos que es el 80, 85, 90, 95, 98 o el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 1, 2, 3 y/o 4. En ciertas realizaciones,
los acidos nucleicos de la invencién codifican proteinas que son el 80, 85, 90, 95, 98 o el 100 % idénticas a las
proteinas de SEQ ID NO: 5 (GK) o SEQ ID NO: 6 (Pdx-1) y mantienen la actividad apropiada.

Las secuencias pueden modificarse, dada la capacidad de varios codones diferentes para codificar un Unico
aminoacido, aunque todavia codifiquen la misma proteina o polipéptido. La optimizacién de la selecciéon de codones
también puede ser realizada en vista del organismo particular usado para la expresién.

A. Promotores y potenciadores

Un "promotor" es una secuencia de control que es una region de una secuencia de acidos nucleicos en la que estan
controlados la iniciacion y tasa de transcripcion. Puede contener elementos genéticos en los que proteinas y
moléculas reguladoras pueden unirse, tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripcion, parar iniciar la
transcripcion especifica de una secuencia de &cidos nucleicos. Los términos "operativamente posicionado”,
"operativamente unido", "bajo el control" y "bajo el control de la transcripcién" significan que un promotor esta en una
localizacién funcional correcta y/u orientacién en relacién con una secuencia de acidos nucleicos para controlar la
iniciacion de la transcripcién y/o expresion de esa secuencia.

Un promotor generalmente comprende una secuencia que funciona posicionando el sitio de inicio para la sintesis de
ARN. Elementos promotores adicionales regulan la frecuencia de iniciacion de la transcripcion. Normalmente, éstos
se localizan en la region 30-110 pb en la direccion 5' del sitio de inicio, aunque también se ha mostrado que varios
promotores contienen elementos funcionales en la direccion 3' del sitio de iniciacion. Para poner una secuencia
codificante "bajo el control de" un promotor, el extremo 5' del sitio de iniciacién de la transcripcion del marco de
lectura transcripcional se posiciona "en la direccion 3" (es decir, 3') del promotor elegido. El promotor "en la direccion
5™ estimula la transcripcion del ADN y promueve la expresion del ARN. La separacion entre elementos promotores
frecuentemente es flexible, de manera que la funciéon del promotor se preserva cuando los elementos se invierten o
se mueven los unos con respecto a los otros. Dependiendo del promotor, parece que elementos individuales pueden
funcionar tanto cooperativamente como independientemente para activar la transcripcion. Un promotor puede o
puede no usarse conjuntamente con un "potenciador”, que se refiere a una secuencia reguladora que actia en cis
que participa en la activacion transcripcional de una secuencia de acidos nucleicos.

Un promotor puede ser uno naturalmente asociado a una secuencia de &cidos nucleicos, como puede obtenerse
aislando las secuencias no codificantes en 5' localizadas en la direccién 5' del segmento codificante y/o exén. Un
promotor tal puede denominarse "enddgeno" u "homélogo". Similarmente, un potenciador puede ser uno
naturalmente asociado a una secuencia de acidos nucleicos, localizado tanto en la direcciéon 3' como en la direcciéon
5' de esa secuencia. Alternativamente, se obtendran ciertas ventajas posicionando el acido nucleico bajo el control
de un promotor recombinante, exdgeno o heterdlogo, que se refiere a un promotor que normalmente se asocia a una
secuencia de acidos nucleicos en su entorno natural. Un potenciador recombinante o heter6logo también se refiere a
un potenciador normalmente no asociado a una secuencia de acidos nucleicos en su entorno natural. Tales
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promotores o potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores o
potenciadores aislados de otro virus, o célula procariota o eucariota, y promotores o potenciadores que "no se
producen naturalmente”, es decir, que contienen diferentes elementos de diferentes regiones transcripcionales
reguladoras, y/o mutaciones que alteran la expresion.

Naturalmente, sera importante emplear un promotor y/o potenciador que dirige eficazmente la expresién del
segmento de ADN en el organulo, célula, tejido, 6rgano u organismo elegido para la expresion. Aquellos expertos en
la materia de la biologia molecular generalmente conocen el uso de promotores, potenciadores y combinaciones de
tipos de células para la expresién de proteinas (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, vol. I. 22 edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Los promotores empleados
pueden ser constitutivos, especificos de tejido, inducibles y/o Utiles bajo las condiciones apropiadas para dirigir la
expresion de alto nivel del segmento de ADN introducido, tal como es ventajoso en la produccién a gran escala de
proteinas recombinantes y/o péptidos. Un promotor puede ser heterdlogo o enddgeno.

Ademas, también podria usarse cualquier combinaciéon de promotor/potenciador (segun, por ejemplo, la base de
datos de promotores eucariotas EPDB, internet en epd.isb-sib.ch/) para accionar la expresion. El uso de un sistema
de expresion citoplasmico T3, T7 o SP6 es otra posible realizacién. Las células eucariotas pueden soportar la
transcripcion citoplasmica de ciertos promotores bacterianos si se proporciona la polimerasa bacteriana apropiada,
tanto como parte del complejo de administracion o como una construccién de expresion genética adicional.

En ciertos aspectos, un acido nucleico de la invencién puede comprender un promotor no inducible o inducible que
se expresara especificamente en los tejidos pancreaticos. Tales promotores no inducibles incluyen promotores de
pancreas especificos de tejido del gen de insulina, gen de glucagén, gen de amilasa, etc. Tales promotores
inducibles incluyen promotores especificos del pancreas bajo el control del elemento de respuesta de glucosa o
promotor especifico del pancreas bajo el control de un elemento de respuesta que es inducible por productos
quimicos, péptido, ligando o metabolitos.

B. Senales de iniciacion

También puede requerirse una sefal de iniciacion especifica para la eficaz traduccién de secuencias codificantes.
Estas sefales incluyen el codon de iniciacion ATG o secuencias adyacentes. Puede que se necesite proporcionar
sefales de control de la traduccidon exdégenas, que incluyen el codén de iniciacion ATG. Un experto habitual en la
materia podria determinar facilmente esto y proporcionar las sefales necesarias. Es muy conocido que el codén de
iniciacion debe estar "en marco" con el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para garantizar la
traduccion del inserto completo. Las sefales de control de la traduccién exdgenas y codones de iniciacion pueden
ser tanto naturales como sintéticas. La eficiencia de expresién puede potenciarse por la inclusion de elementos
potenciadores de la transcripcion apropiados.

C. Sitios de clonacion multiple

Los vectores pueden incluir un sitio de clonacion multiple (MCS), que es una region de acidos nucleicos que contiene
multiples sitios de enzimas de restriccién, cualquiera de las cuales puede usarse conjuntamente con tecnologia
recombinante convencional para digerir el vector. "Digestidon con enzima de restriccion" se refiere a la escision
catalitica de una molécula de &cido nucleico con una enzima que funciona solo en localizaciones especificas en una
molécula de acido nucleico. Muchas de estas enzimas de restriccion estan comercialmente disponibles. El uso de
tales enzimas es ampliamente entendido por aquellos expertos en la materia. Frecuentemente, un vector se linealiza
o fragmenta usando una enzima de restriccién que corta dentro del MCS para permitir que secuencias exégenas se
liguen al vector. "Ligacion" se refiere al proceso de formacién de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de acido
nucleico, que pueden o pueden no ser contiguos entre si. Las técnicas que implican enzimas de restriccion y
reacciones de ligacién son muy conocidas para aquellos expertos en la materia de la tecnologia recombinante.

D. Sefales de terminacion

Los vectores o construcciones de la presente invencion generalmente comprenderan al menos una sefial de
terminacion. Una "sefal de terminacién" o "terminador" comprende las secuencias de ADN que participan en la
terminacion especifica de un transcrito de ARN por una ARN polimerasa. Asi, en ciertas realizaciones se contempla
una sefal de terminacion que termina la produccién de un transcrito de ARN. Un terminador puede ser necesario in
vivo para lograr niveles de mensajero deseables.

Terminadores contemplados para su uso en la invencién incluyen cualquier terminador conocido de la transcripcion
descrita en el presente documento o conocida para un experto habitual en la materia, que incluye, pero no se limita
a, las secuencias de terminacion tales como el terminador de la hormona de crecimiento bovina o secuencias de
terminacion virales, tales como el terminador SV40. En ciertas realizaciones, la sefial de terminacion puede ser una
falta de secuencia transcribible o traducible, tal como debido a una truncacién de secuencias.
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E. Elementos reguladores postranscripcionales (PRE)

La regulacion postranscripcional es el control de la expresiéon génica al nivel de ARN, es decir, entre la transcripcion
y la traduccién del gen. En ciertos aspectos, se usa el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis
de la marmota (WPRE). WPRE aumenta los niveles de transcritos nucleares y facilita la exportacion de ARN. WPRE
puede facilitar otras etapas en el procesamiento de ARN, dirigiendo ARN que normalmente serian degradados
dentro del nucleo para ser eficientemente expresados. El WPRE también puede funcionar para facilitar la generacion
de complejos de ARN-proteina que protegerian los transcritos recién sintetizados de la degradacién en el ndcleo
(Zufferey et al., Journal of Virology, 73: 2886-2892, 1999 y patente de EE.UU. 6284469).

F. Senales de poliadenilacion

En la expresién, particularmente expresién eucariota, normalmente se incluird una sefal de poliadenilacion para
efectuar la apropiada poliadenilacion del transcrito. No se cree que la naturaleza de la sefal de poliadenilacion sea
crucial para la satisfactoria practica de la invencién, y puede emplearse cualquier secuencia tal. Realizaciones
preferidas incluyen la sefial de poliadenilacion de SV40 o la sefial de poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovina, conveniente y conocida por funcionar bien en diversas células diana. La poliadenilacion puede aumentar la
estabilidad del transcrito o puede facilitar el transporte citoplasmico.

G. Origenes de replicacion

Con el fin de propagar un vector en una célula huésped, puede contener uno 0 mas origenes de sitios de replicaciéon
(frecuentemente llamados "ori"), que es una secuencia de &cidos nucleicos especifica en la que se inicia la
replicacién. Alternativamente puede emplearse una secuencia de replicacion auténoma (ARS) si la célula huésped
es levadura.

H. Marcadores de seleccion y de exploracion

En ciertas realizaciones de la invencion, células que contienen una construccién de acido nucleico de la presente
invencion pueden identificarse in vitro o in vivo incluyendo un marcador en el vector de expresion. Tales marcadores
conferirian un cambio identificable a la célula permitiendo la facil identificacion de las células que contienen el vector
de expresion. Generalmente, un marcador de seleccién es uno que confiere una propiedad que permite la seleccion.
Un marcador de seleccidn positivo es uno en el que la presencia del marcador permite su seleccion, mientras que un
marcador de seleccién negativo es uno en el que su presencia previene su seleccion. Un ejemplo de un marcador de
seleccién positivo es un marcador de resistencia a farmacos.

Normalmente, la inclusién de un marcador de seleccién de farmacos ayuda en la clonacién e identificacion de
transformantes, por ejemplo, genes que confieren resistencia a neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT,
zeocina e histidinol son marcadores de seleccion Utiles. Ademas de marcadores que confieren un fenotipo que
permite la discriminacion de transformantes basandose en la implementaciéon de condiciones también se contemplan
otros tipos de marcadores que incluyen marcadores de exploracion tales como GFP, cuya base es el andlisis
colorimétrico. Alternativamente, pueden utilizarse enzimas de exploracion tales como la timidina cinasa (tk) del virus
del herpes simple o la cloranfenicol acetiliransferasa (CAT). Un experto en la materia también sabria como emplear
marcadores inmunoldgicos, posiblemente junto con citometria de flujo asistida por fluorescencia (FACS) y/o
inmunohistoquimica. No se cree que el marcador usado sea importante, siempre que sea capaz de expresarse
simultaneamente con el acido nucleico que codifica un producto génico. Otros ejemplos de marcadores de seleccion
y de exploracion son bien conocidos para un experto en la materia.

IIl. Composiciones de polipéptidos

Pueden hacerse modificaciones y/o cambios en la composicién de aminoacido de los polipéptidos, y asi la presente
invencion contempla variacién en secuencias de los polipéptidos, y acidos nucleicos que los codifican, donde son,
sin embargo, capaces de retener actividad sustancial con respecto a los aspectos terapéuticos, preventivos y
curativos de la presente invencién.

El equivalente funcional biolégico puede comprender un polinucleétido que ha sido manipulado para contener
distintas secuencias, mientras que al mismo tiempo retiene la capacidad para codificar el péptido "no mutante" o
péptido estandar. Esto puede llevarse a cabo mediante la degeneracion del coédigo genético, es decir, la presencia
de multiples codones, que codifican los mismos aminoacidos. En un ejemplo, un experto en la materia puede desear
introducir una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién en un polinucleétido mientras que no altere la
capacidad de ese polinucleétido para codificar una proteina.

En otro ejemplo, un polinucleétido puede codificar un equivalente funcional biolégico con cambios mas significativos.
Ciertos aminoacidos pueden estar sustituidos con otros aminoacidos en una estructura de proteina sin pérdida
apreciable de capacidad de union interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unién al antigeno
de anticuerpos, sitios de union sobre moléculas de sustrato, receptores, y similares. Los llamados cambios
"conservativos" no alteran la actividad bioldgica de la proteina, ya que el cambio estructural no es uno que afecte la
capacidad de la proteina para llevar a cabo su funcion designada. Asi, se contempla por los inventores que pueden
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hacerse diversos cambios en la secuencia de genes y proteinas desveladas en el presente documento, mientras que
todavia se cumplen los objetivos de la presente invencion.

En términos de equivalentes funcionales, es bien entendido por el experto que, inherente en la definicién de una
proteina y/o polinucleétido "equivalente biolégicamente funcional", esta el concepto de que existe un limite al nimero
de cambios que pueden hacerse dentro de una porcién definida de la molécula mientras que retiene una molécula
con un nivel aceptable de actividad biolégica equivalente. Equivalentes biolégicamente funcionales se definen asi en
el presente documento como aquellas proteinas (y polinucleétidos) en las que pueden estar sustituidos aminoacidos
seleccionados (o nucleétidos). En ciertos aspectos, un polipéptido es el 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98 o el 100 % idéntico
a la forma no mutante del polipéptido. En ciertos aspectos, se usan el (los) polipéptido(s) el 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98
0 el 100 % idénticos a SEQ ID NO: 5 o0 6 o &cidos nucleicos que los codifican.

En general, cuanto mas corta sea la longitud de la molécula, menos cambios pueden hacerse dentro de la molécula
mientras que se retiene la funcién. Dominios mas largos pueden tener un nimero intermedio de cambios. La
proteina de longitud completa tendra la mayor tolerancia para un nimero mas grande de cambios. Sin embargo,
debe apreciarse que ciertas moléculas o dominios que son altamente dependientes de su estructura pueden tolerar
poca o ninguna modificacién. La funcién de un polipéptido puede ser determinada usando diversos ensayos
conocidos para detectar la actividad del polipéptido de interés.

Las sustituciones de aminodcidos se basan generalmente en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena
lateral del aminoacido, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga, tamafio y/o similares. Un andlisis del tamano,
forma y/o tipo de los sustituyentes de cadena lateral del aminoacido revela que la arginina, lisina y/o histidina son
todos restos positivamente cargados; que la alanina, glicina y/o serina tienen todos un tamafno similar; y/o que la
fenilalanina, tripté6fano y/o tirosina tienen todos una forma generalmente similar. Por tanto, basandose en estas
consideraciones, la arginina, lisina y/o histidina; alanina, glicina y/o serina; y/o fenilalanina, triptéfano y/o tirosina se
definen en el presente documento como equivalentes biolégicamente funcionales.

Para efectuar cambios mas cuantitativos, puede considerar el indice hidropatico de aminoacidos. Cada aminoacido
ha sido asignado a un indice hidropatico basandose en su hidrofobia y/o caracteristicas de carga, éstas son:
isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina
(+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2);
glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y/o arginina (-4,5).

La importancia del indice hidropatico de aminoacidos en conferir funciéon bioldgica interactiva a una proteina es
generalmente entendida en la materia (Kyte & Doolittle, 1982). Se sabe que ciertos aminoacidos pueden estar
sustituidos con otros aminodacidos que tienen un indice hidropatico similar y/o puntuacién y/o todavia retienen una
actividad biologica similar. Al hacer cambios basados en el indice hidropatico, se prefiere la sustitucion de
aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de *2, son particularmente preferidos aquellos que estan
dentro de +1, y/o son incluso mas particularmente preferidos aquellos dentro de +0,5.

También se entiende en la materia que la sustitucion de amino&cidos similares puede hacerse eficazmente
basandose en la hidrofilia. Como se detallé en la patente de EE.UU. 4.554.101, se han asignado los siguientes
valores de hidrofilia a los restos de aminoacidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0+1); glutamato
(+3,0%1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5+1); alanina (-0,5);
histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3);
fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al hacer cambios basados en valores de hidrofilia similares, se prefiere la
sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia estan dentro de +2, son particularmente preferidos aquellos
que estan dentro de 1, y/o son incluso mas particularmente preferidos aquellos dentro de +0,5.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos recombinantes que se describen en el presente documento comprenden
dominios de transduccion de proteina. Los dominios de transduccién de proteina (PTD) tienen la capacidad de
translocar a través de membranas biolégicas. Los PTD son secuencias relativamente cortas (uno a 35 aminodacidos)
que confieren esta evidente actividad de translocacién a proteinas y otra carga macromolecular a las que estan
conjugadas, complejadas o fusionadas. El péptido TAT derivado de VIH (YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO:7)), por
ejemplo, se ha usado ampliamente para la administracion intracelular de diversos agentes que oscilan de moléculas
pequerias a proteinas, péptidos, variedad de nanoportadores farmacéuticos y agentes de obtencion de imagenes.
Alternativamente, también pueden usarse mecanismos endociticos mediados por receptor para la administracion de
farmacos intracelular. Por ejemplo, la via de internalizacion mediada por el receptor de transferrina es una via de
captacion celular eficiente que ha sido explotada para administracion especifica de sitio de farmacos y proteinas.
Esto se logra ya sea quimicamente por conjugacion de transferrina con farmacos terapéuticos o proteinas o
genéticamente por infusion de péptidos terapéuticos o proteinas en la estructura de transferrina. Las proteinas que
existen naturalmente (tales como la proteina de unién a hierro transferrina) son muy Utiles en esta area de
direccionamiento de farmaco ya que estas proteinas son biodegradables, no téxicas y no inmunogénicas. Los
dominios de transduccion de proteina incluyen, pero no se limitan a, PTD derivados de proteinas tales como virus de
la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) TAT (Ruben et al., J. Virol. 63:1-8, 1989), por ejemplo, GRKKRRQRRR (TA
48-57, SEQ ID NO:8); la proteina VP22 del tegumento del virus del herpes (Elliott y O'Hare Cell 88:223-33, 1997); la
proteina homedética de la proteina de Drosophila melanogaster Antennapedia (Antp) (PTD de penetratina; Derossi et
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al. J. Biol. Chem. 271:18188-93, 1996); el péptido antimicrobiano de protegrina 1 (PG-1) SynB (por ejemplo, SynB1,
SynB3 y SynB4; Kokryakov et al. FEBS Lett. 327:231-36, 1993); y factor de crecimiento de fibroblastos basico (Jans
FASEB J. 8:841-47, 1994). Los PTD también incluyen PTD sintéticos, tales como, pero no se limitan a, péptidos de
poliarginina (Futaki et al., J. Mol. Recognit. 16:260-64, 2003; Suzuki et al., J. Biol. Chem. 276:5836-40, 2001);
transportano (Pooga et al., FASEB J. 12:67-77, 1988; Pooga et al., FASEB J. 15:1451-53, 2001); MAP (Oehlke et al.,
Biochim. Biophys. Acta. 1414:127-39, 1998); KALA (Wyman et al., Biochemistry 36:3008-17, 1997); y otros péptidos
cationicos, tales como, por ejemplo, diversos péptidos B-cationicos (Akkarawongsa et al., Antimicrob. Agents and
Chemother. 52(6):2120-29, 2008).

IV. Vectores de administracién

En ciertos aspectos, se proporcionan componentes a un pancreas u otro 6rgano o tejido usando acidos nucleicos
que codifican o expresan tales componentes. Pueden usarse vectores de administracion virales y no virales en los

métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, Syner-Ill). El término "acidos nucleicos”, "moléculas de
acidos nucleicos", "secuencias de acidos nucleicos", "secuencias de nucleotidos" y "moléculas de nucleotido" se
usan indistintamente en el presente documento y, a menos que se especifique de otro modo, se refieren a un
polimero de &cido desoxirribonucleicos, que incluyen ADNc, ADN, PNA, o polimeros de &cidos ribonucleicos (ARN).
El acido nucleico puede obtenerse a partir de un extracto celular, ADN genémico o extragendmico, acidos nucleicos
virales, o moléculas artificialmente/quimicamente sintetizadas. El término puede incluir acidos desoxirribonucleicos o

ribonucleicos bicatenarios 0 monocatenarios.
A. Administracion viral

La capacidad de ciertos virus para infectar células o entrar en células mediante endocitosis mediada por receptor, y
para expresar genes viralmente codificados ha hecho que sean candidatos atractivos para la transferencia de acidos
nucleicos extrafios en células (por ejemplo, células de mamifero). Asi, pueden utilizarse virus que codifican y
expresan agentes para aumentar la actividad del metabolismo de la glucosa, aumentar la actividad de receptor de
tirosina cinasa y aumentar la transcripcion de genes asociados a células beta. Ejemplos no limitantes de vectores de
virus que pueden usarse para administrar acidos nucleicos se describen a continuacion.

Vectores adenovirales. Un método particular para la administracion del acido nucleico implica el uso de un vector de
expresion de adenovirus. Aunque se sabe que los vectores de adenovirus tienen una baja capacidad de integracion
en el ADN genémico, esta caracteristica se compensa por la alta eficacia de transferencia de genes producida por
estos vectores. "Vector de expresién de adenovirus" se entiende que incluye aquellas construcciones que contienen
secuencias de adenovirus suficientes para (a) soportar el encapsidacion de la construccién y (b) finalmente expresar
una construccion especifica de tejido o célula que se haya clonado en el mismo. El conocimiento de la organizacion
genética o adenovirus, un virus de ADN bicatenario lineal de 36 kb, permite la sustitucion de grandes trozos de ADN
adenoviral con secuencias extranas de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, Semin. Viol. 3, 237-252, 1992).

Vectores de AAV. El acido nucleico puede introducirse en la célula usando transfeccion asistida por adenovirus. Se
ha informado de elevadas eficiencias de transfeccién en sistemas de células usando sistemas acoplados a
adenovirus. El virus adenoasociado (AAV) tiene una baja frecuencia de integracion y puede infectar células que no
estan en division, haciéndolos de este modo Utiles para la administraciéon de genes en células de mamifero en cultivo
de tejido o in vivo. ElI AAV tiene un amplio espectro de huésped para infectividad. Se describen detalles con respecto
a la generacion y uso de vectores rAAV en las patentes de EE.UU. 5.139. 941 y 4.797.368.

Vectores retrovirales. Los retrovirus tienen la capacidad de integrar sus genes en el genoma huésped, transfiriendo
una gran cantidad de material genético extrafo, infectando un amplio espectro de especies y tipos de células y
encapsidandose en lineas celulares especiales. Con el fin de construir un vector retroviral de la vacuna de variante
de proteina de unién a folato, un acido nucleico (por ejemplo, uno que codifica una proteina de interés) se inserta en
el genoma viral en el sitio de ciertas secuencias virales para producir un virus que sea deficiente en la replicacion.
Con el fin de producir viriones, se construye una linea celular de encapsidacién que contenga los genes gag, pol y
env pero sin las LTR y componentes de encapsidacién. Cuando un plasmido recombinante que contiene un ADNCc,
junto con la LTR retroviral y las secuencias de encapsidacion, se introduce en una linea celular especial (por
ejemplo, por precipitacién con fosfato calcico, por ejemplo), la secuencia de encapsidacion permite que el transcrito
de ARN del plasmido recombinante se encapside en particulas virales, que después se secretan en el medio de
cultivo. EI medio que contiene los retrovirus recombinantes se recoge después, opcionalmente se concentra y se usa
para la transferencia de genes. Los vectores retrovirales son capaces de infectar una amplia variedad de tipos de
células.

Los lentivirus son retrovirus complejos que, ademas de los genes retrovirales comunes gag, pol y env, contienen
otros genes con funcidn reguladora o estructural. Los vectores lentivirales son muy conocidos en la técnica (véanse,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.013.516 y 5.994.136). Algunos ejemplos de lentivirus incluyen el virus de la
inmunodeficiencia humana: VIH-1, VIH-2 y el virus de la inmunodeficiencia simia: VIS. Los vectores lentivirales se
han generado atenuando multiplemente los genes de la virulencia del VIH, por ejemplo, los genes env, vif, vpr, vpu y
nef se delecionan haciendo el vector biolégicamente seguro.
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Los vectores lentivirales recombinantes pueden infectar células que no estan en division y pueden usarse para la
transferencia de genes tanto in vivo como ex vivo y expresién de secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo,
lentivirus recombinantes que pueden infectar una célula que no esta en divisién en la que una célula huésped
adecuada se transfecta con dos 0 mas vectores que llevan las funciones de encapsidacién, concretamente gag, pol
y env, ademas de revy tat, se describen en la patente de EE.UU. 5.994.136.

Puede elegirse como diana el virus recombinante por enlace de la proteina de una envuelta con un anticuerpo o un
ligando particular para dirigirse a un receptor de un tipo de célula particular. Insertando de una secuencia (que
incluye una region reguladora) de interés en el vector viral, junto con otro gen que codifica el ligando para un
receptor sobre una célula diana especifica, por ejemplo, el vector es ahora especifico para diana. Tales vectores
virales pueden ser dirigidos a células del pancreas.

Otros vectores virales. Pueden emplearse otros vectores virales en los métodos de la presente invencion. Pueden
emplearse vectores derivados de virus tales como virus de la variolovacuna (Ridgeway, en: Vectors: A survey of
molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez and Denhardt (Eds.), Stoneham: Butterworth, 467-492, 1988;
Baichwal y Sugden, en: Gene Transfer, Kucherlapati (Ed.), NY, Plenum Press, 117-148, 1986; Coupar et al., Gene
68:1-10, 1988), virus de sindbis, citomegalovirus y virus del herpes simple. Ofrecen varias caracteristicas atractivas
para diversas células de mamifero (Friedmann, Science, 244:1275-1281, 1989; Ridgeway, en: Vectores: A survey of
molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez and Denhardt (Eds.), Stoneham: Butterworth, 467-492, 1988;
Baichwal y Sugden, en: Gene Transfer, Kucherlapati (Ed.), NY, Plenum Press, 117-148, 1986; Coupar et al., Gene
68:1-10, 1988; Horwich et al., J. Virol. 64:642-650, 1990).

Virus modificados. Un acido nucleico que va a administrarse puede alojarse dentro de un virus infeccioso que se ha
manipulado para expresar o se acopla a un ligando de unién especifica. La particula de virus se unira de este modo
especificamente a los receptores afines de la célula diana y administrara el contenido a la célula. Recientemente se
desarrollé un novedoso enfoque para permitir el direccionamiento especifico de vectores de virus basandose en la
modificacién quimica o genética de un virus por la adicién quimica o manipulaciéon recombinante de restos a o en
proteinas de la superficie del virus. Una modificacion tal usando restos de lactosa puede permitir la infeccion
especifica de hepatocitos mediante receptores de sialoglucoproteina.

Se diserié otro enfoque para dirigir los virus recombinantes en los que se usaron anticuerpos biotinilados contra una
proteina de la superficie viral y contra un receptor celular especifico. Los anticuerpos pueden acoplarse mediante
biotina usando estreptavidina (Roux et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:9079-83, 1989). Usando anticuerpos contra
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y de clase Il demostraron la infecciéon de una
variedad de células humanas que alojaban aquellos antigenos de superficie con un virus ectotrépico in vitro (Roux et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:9079-83, 1989).

En ciertos aspectos, puede usarse un sistema adaptador, es decir, una molécula que se une tanto al vector de
administracion como a un receptor de células pancreaticas diana para facilitar la transduccion en el pancreas. En un
aspecto adicional, el uso de un receptor de vector viral nativo puede fusionarse con el ligando de direccionamiento
del pancreas. En otro aspecto adicional, un anticuerpo biespecifico, dos anticuerpos acoplados juntos, pueden
acoplarse al vector de administracién resultando el vector de administracién que tiene especificidad por las células
pancreaticas diana. En ciertos aspectos, puede unirse un resto de direccionamiento al vector de administracion por
medios quimicos. En aspectos adicionales, puede usarse un anticuerpo que se une a un dominio de unién de Ig
genéticamente incorporado del vector de administracién para potenciar la administracion. En aspectos adicionales,
pueden insertarse motivos de direccionamiento pequefos en la capside, envuelta, union viral, otras proteina de la
superficie viral para dirigir a las células pancreaticas.

En ciertos aspectos, una construccién viral puede codificar dos componentes de proteina heterdloga (por ejemplo,
GK'y Pdx-1) y expresar una PTP1B de ARNhp. En un aspecto adicional, cada componente puede estar comprendido
en virus individuales y separados.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a través del conducto pancreatico
mediante endoscopia. Brevemente, el paciente es sedado o anestesiado, y se inserta un endoscopio flexible por la
boca, hasta el eséfago, en el estémago, a través del piloro en el duodeno donde esta la ampolla de Vater (la
abertura del conducto biliar comdn y el conducto pancreatico). El esfinter de Oddi es una valvula muscular que
controla la abertura de la ampolla. La regién puede ser directamente visualizada con la camara endoscépica
mientras que se realiza el procedimiento. Se inserta un catéter de plastico o canula a través de la ampolla, y la
composicion inductora de células beta (por ejemplo, Syner-lll) se introduce en el conducto biliar pancreético para
dirigirse al pancreas. La composicion inductora de células beta también puede administrarse por via intravenosa
acoplando un vector viral con un resto de direccionamiento del pancreas, por ejemplo, modificando la estructura de
envuelta del vector viral para dirigirse solo a los tejidos pancreaticos.

B. Transfeccién mediada por lipidos

En otra realizaciéon de la invencién, un &cido nucleico puede ser atrapado en una particula de lipido tal como, por
ejemplo, un liposoma. Los liposomas son estructuras vesiculares caracterizadas por una membrana bicapa de
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fosfolipido y un medio acuoso interno. Los liposomas multilaminares tienen multiples capas de lipidos separadas por
medio acuoso. Se forman espontaneamente cuando los fosfolipidos se suspenden en un exceso de disolucion
acuosa. Los componentes de lipidos experimentan transposicién propia antes de la formacion de estructuras
cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas de lipidos (Ghosh y Bachhawat, en: Liver Diseases,
Targeted Diagnosis and Therapy Using Specific Receptors and Ligands, Wu et al. (Eds.), Marcel Dekker, NY, 87-
104, 1991). También se contempla un acido nucleico complejado con lipofectamina (Gibco BRL) o Superfect
(Qiagen).

La administracién de acidos nucleicos mediada por lipidos y la expresion de ADN extrafio in vitro ha sido muy
satisfactoria (Nicolau y Sene, Biochim. Biophys. Acta, 721:185-190, 1982; Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
76:3348-3352, 1979; Nicolau et al., Methods Enzymol. 149:157-176, 1987). También se ha demostrado la viabilidad
de la administracion mediada por lipidos y la expresion de ADN extrafio en células de embrion de pollo cultivadas,
Hela y de hepatoma (Wong et al., Gene 10:87-94 1980).

En ciertas realizaciones de la invencion, una particula de lipido puede complejarse con un virus hemaglutinante
(HVJ). Se ha mostrado que esto facilita la fusion con la membrana celular y promueve la entrada de ADN
encapsulado por lipido (Kaneda et al., Science 243:375-378 1989). En otras realizaciones, una particula de lipido
puede complejarse o emplearse conjuntamente con proteinas cromosémicas no histonicas nucleares (HMG-1) (Kato
et al., J. Biol. Chem. 266:3361-3364, 1991). En adn realizaciones adicionales, una particula de lipido puede
complejarse o emplearse conjuntamente con tanto HVJ como HMG-1. En otras realizaciones, un vehiculo de
administracion puede comprender un ligando y una particula de lipido.

En ciertos aspectos, los componentes descritos en el presente documento, que incluyen ARNhp de PTP1B y acidos
nucleicos que codifican Pdx-1 y glucocinasa, pueden administrarse por liposomas. Liposomas que contienen los
acidos nucleicos podrian administrarse por via intravenosa y liberarse cuando llegaran a los tejidos pancreaticos. En
ciertos aspectos, los acidos nucleicos de la invencién se incorporan en liposomas que contienen ligandos
quimicamente acoplados que se presentan sobre la superficie del liposoma. Los ligandos se dirigen especificamente
a células pancredticas. Usando esta estrategia, pueden anclarse una variedad de ligandos o receptores, tales como
anticuerpos, factores de crecimiento, citocinas, hormonas y toxinas, sobre la superficie del liposoma de manera que
los componentes inductores de células beta puedan ser dirigidos a e introducidos en células pancreaticas.

C. Transfeccién mediada por receptor

Todavia ademas, puede suministrarse un &cido nucleico a una célula diana mediante vehiculos de administracion
mediados por receptor. Estos tienen la ventaja de la captacion selectiva de macromoléculas por endocitosis mediada
por un receptor, que sucedera en una célula diana. En vista de la distribucién especifica del tipo de célula de
diversos receptores, este método de administracion afiade otro grado de especificidad a la presente invencion.

Ciertos vehiculos que eligen como diana genes mediados por receptor comprenden un ligando especifico de
receptor celular y un agente de union a acido nucleico. Otros comprenden un ligando especifico de receptor celular
al que el &cido nucleico que tiene que administrarse se ha unido de forma operativa. Se han usado varios ligandos
para la transferencia de genes mediada por receptor (Wu y Wu, J. Biol. Chem. 262:4429-4432, 1987; patente EP
0273085), que establece la operabilidad de la técnica. En ciertos aspectos de la presente invencién, un ligando se
elegira para corresponderse con un receptor expresado especificamente en la poblacién de células diana.

En otras realizaciones, un componente del vehiculo de administracion de acido nucleico de un vehiculo que elige
como diana acido nucleico especifico de células puede comprender un ligando de unién especifica en combinacién
con una particula de lipido. El (Los) acido(s) nucleico(s) a administrar estan alojados dentro de la particula de lipido y
el ligando de union especifica esta funcionalmente incorporado en la particula de lipido. La particula de lipido se
unira asi especificamente al (a los) receptor(es) de una célula diana y administrara el contenido a una célula. Se ha
mostrado que tales sistemas son funcionales usando sistemas en los que, por ejemplo, se usa el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) en la administracion mediada por receptor de un &cido nucleico a células que
muestran regulacion por incremento del receptor de EGF.

En aln realizaciones adicionales, el componente del vehiculo de administracién de acido nucleico de un vehiculo de
administracion dirigida puede ser una propia particula de lipido, que preferiblemente comprendera uno o mas lipidos
o glicoproteinas que dirigen la uniéon especifica de células. Por ejemplo, lactosil-ceramida, un asialogangliésido
terminal de galactosa, se ha incorporado en particulas de lipido y se observé que aumentaba la captacion del gen de
la insulina por los hepatocitos (Nicolau et al., Methods Enzymol. 149:157-176, 1987). Se contempla que las
construcciones transformantes especificas del tejido de la presente invencién pueden administrarse especificamente
a una célula diana de una manera similar o como se describe en el presente documento.

D. Bombardeo con microproyectiles

Las técnicas de bombardeo con microproyectiles pueden usarse para introducir un acido nucleico en al menos un
organulos, célula, tejido u organismo (patentes de EE.UU. 5.550.318; 5.538.880; n® 5.610.042; y solicitud PCT WO
94/09699). Este método depende de la capacidad para acelerar microproyectiles recubiertos de ADN a una
velocidad muy alta que les permite perforar membranas celulares y entrar en las células sin destruirlas (Klein et al.,
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Nature 327, 70-73, 1987). Se conoce una amplia variedad de técnicas de bombardeo con microproyectiles en la
técnica, muchas de las cuales son aplicables a la invencion.

En este bombardeo con microproyectiles, una o mas particulas pueden recubrirse con al menos un acido nucleico y
administrarse a células por una fuerza impulsora. Se han desarrollado varios dispositivos para acelerar particulas
pequefias. Un dispositivo tal se basa en una descarga de alto voltaje para generar una corriente eléctrica, que a su
vez proporciona la fuerza motora. Los microproyectiles usados han consistido en sustancias biolégicamente inertes
tales como tungsteno o particulas de oro o perlas. Particulas a modo de ejemplo incluyen aquellas que comprenden
tungsteno, platino y oro. Se contempla que en algunos casos la precipitacion de ADN sobre particulas metalicas no
seria necesaria para la administracion de ADN a una célula receptora usando bombardeo con microproyectiles. Sin
embargo, se contempla que las particulas pueden contener ADN en vez de recubrirse con ADN. Las particulas
recubiertas de ADN puede aumentar el nivel de administracién de ADN mediante bombardeo de particulas pero no
son, de por si, necesarias.

Puede transferirse ADN de plasmido desnudo a una célula por pistola de aire (pistola de genes). Podria inyectarse el
plasmido Syner-Ill mediante el conducto pancreatico usando el enfoque de pistola de genes con endoscopia para
llegar a los tejidos pancreaticos. Los bombardeos de ADN de plasmido a través de una pistola de genes entran en la
célula por presion fisica que abre los poros de membrana y/o facilitando la difusion del ADN de plasmido desnudo a
través de la membrana celular.

E. Nanoparticulas

Pueden incorporarse acidos nucleicos de la invencidn en estructuras multicomponente tridimensionales de
nanoparticulas que se dirigen a tejidos pancreaticos u otros tejidos. Las nanoparticulas usadas incluyen, pero no se
limitan a, liposomas, polimeros, proteinas, micelas, dendrimeros, puntos cuanticos, nanocubiertas, nanocristales,
nanoparticulas de oro, nanoparticulas paramagnéticas y nanotubos de carbono.

F. Administracion génica hidrodinamica

Puede administrarse ADN de plasmido desnudo mediante el conducto pancreatico empleando administracion génica
hidrodinamica. Puede ponerse un catéter con globo en el conducto pancreatico. El catéter con globo colocado en el
conducto pancreatico se infla para infusion asistida por oclusion.

G. Electroporacién

En ciertos aspectos, pueden ponerse un par de electrodos sobre o en tejidos pancreaticos u otros tejidos, y se
depositan acidos nucleicos de la invencién sobre los electrodos de manera que el material genético se transfiere a
los tejidos.

H. Transferencia génica facilitada por ultrasonidos

Pueden incorporarse los acidos nucleicos de la invenciéon en microburbujas que se inyectan por via intravenosa.
Cuando las microburbujas llegan al pancreas u otro tejido son dirigidas con ultrasonidos. A medida que las
microburbujas se expanden y explotan, liberan los acidos nucleicos en el pancreas. Las ondas de choque locales
hacen que los &cidos nucleicos atraviesen las membranas celulares proximas.

I. Transferencia génica por aguja

En ciertos aspectos, los acidos nucleicos de la invencion se inyectan directamente en el pancreas u otro tejido
usando una aguja.

V. Composiciones farmacéuticas

En vista de la presente memoria descriptiva, la determinacién de una pauta de tratamiento apropiada (por ejemplo,
dosificacién, frecuencia de administracion, sistémica frente a local, etc.) esta dentro de la experiencia de la materia.
Para administracion, los componentes descritos en el presente documento se formularan en una forma farmacéutica
unitaria (disolucién, suspension, emulsion, etc.) en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales
vehiculos son normalmente no toxicos y no terapéuticos. Ejemplos de tales vehiculos son agua, soluciéon salina,
disolucién de Ringer, disoluciéon de dextrosa y disolucién de Hank. También pueden usarse vehiculos no acuosos
tales como aceites no volatiles y oleato de etilo. Un vehiculo preferido es 5 % (p/p) de albimina humana en solucién
salina. El vehiculo puede contener cantidades menores de aditivos, tales como sustancias que potencian la
isotonicidad y estabilidad quimica, por ejemplo, tampones y conservantes.

Las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento, ademas de sus equivalentes bioldgicos,
pueden administrarse independientemente o0 en combinacion por cualquier via adecuada. Ejemplos de
administracion parenteral incluyen intravenosa, intrarterial, intramuscular, intraperitoneal, y similares. Las vias de
administracion descritas en el presente documento son simplemente un ejemplo y de ninguna forma limitantes.
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La dosis de las composiciones terapéuticas administradas a un animal, particularmente en un ser humano, segun
realizaciones de la invencion, debe ser suficiente para producir una respuesta deseada en el sujeto durante un
periodo de tiempo razonable. Se sabe que la dosificacion de composiciones terapéuticas depende de una variedad
de factores, que incluyen la concentracién de la composicion terapéutica particular empleada, la edad, especie,
afeccion o estado de enfermedad, y el peso corporal del animal.

Ademas, la dosis y pauta posoldgica dependeran principalmente del tipo de dafo biolégico al huésped, el tipo de
sujeto, los antecedentes del sujeto y el tipo de composicion terapéutica que se administra. El tamafo de la dosis
sera determinado por la via, momento preciso y frecuencia de administracion, ademas de la existencia, naturaleza y
grado de cualquier efecto secundario adverso que pudiera acompanar a la administracion de una composicién
terapéutica particular y el efecto fisiolégico deseado. También se sabe que diversas afecciones o estados de
enfermedad, en particular, afecciones o estados de enfermedad crénicos, puede requerir tratamiento prolongado que
implica multiples administraciones.

Por tanto, la cantidad de la composicion terapéutica debe ser eficaz para lograr un indice terapéutico potenciado. Si
se emplean dosis multiples, la frecuencia de administracion dependera, por ejemplo, del tipo de sujeto. Un experto
en la materia puede determinar con experimentacion rutinaria la via y frecuencia de administraciéon apropiadas en un
sujeto dado que son las mas eficaces en cualquier caso particular. Dosis y pautas posoldgicas adecuadas pueden
ser determinadas por técnicas de busqueda de intervalos convencionalmente conocidas. Generalmente, el
tratamiento se inicia con dosificaciones mas pequenas, que son inferiores a la dosis 6ptima del compuesto. A partir
de aqui, la dosificacion se aumenta incrementos pequefios hasta que se obtiene el efecto éptimo en las
circunstancias.

Las composiciones terapéuticas para su uso en las realizaciones de la invenciéon generalmente incluyen vehiculos.
Estos vehiculos pueden ser cualquiera de aquellos convencionalmente usados y solo estan limitados por la via de
administracion y consideraciones quimicas y fisicas, tales como solubilidad y reactividad con el agente terapéutico.
Ademas, la composicion terapéutica puede formularse como composiciones poliméricas, complejos de inclusion,
tales como complejos de inclusién de ciclodextrina, liposomas, microesferas, microcapsulas, y similares, sin
limitacion.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables descritos en el presente documento, por ejemplo, vehiculos,
adyuvantes, soportes o diluyentes, son muy conocidos y estan facilmente disponibles. Se prefiere que el vehiculo
farmacéuticamente aceptable sea uno que es quimicamente inerte con respecto a la composicion terapéutica y uno
que no tenga efectos secundarios perjudiciales o toxicidad en las condiciones de uso.

La eleccién de excipiente sera determinada, en parte, por la composicion terapéutica particular, ademas de por el
método particular usado para administrar la composiciéon. Por consiguiente, existe una amplia variedad de
formulaciones adecuadas de la composicion farmacéutica usadas en las realizaciones de la invencion. Por ejemplo,
las formulaciones no limitantes pueden ser formulaciones inyectables tales como, pero no se limitan a, aquellas para
inyeccion intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, y similares, y formulaciones orales tales como,
pero no se limitan a, disoluciones liquidas, que incluyen suspensiones y emulsiones, capsulas, sobres, comprimidos,
pastillas para chupar, y similares. Formulaciones no limitantes adecuadas para administracién parenteral incluyen
disoluciones para inyeccién estériles isoténicas acuosas y no acuosas, que incluyen principios no activos tales como
antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solubilizantes, espesantes, estabilizadores, conservantes, tensioactivos, y
similares. Las disoluciones pueden incluir aceites, acidos grasos, que incluyen detergentes y similares, ademas de
otros componentes muy conocidos y comunes en tales composiciones, sin limitacion.

VI. Ejemplos

Los siguientes ejemplos, ademas de las figuras, estan incluidos para demostrar ciertas realizaciones de la invencion.
Debe apreciarse por aquellos expertos en la materia que las técnicas desveladas en los ejemplos o figuras
representan técnicas descubiertas por los inventores que funcionan bien en la practica de los métodos descritos, y
asi puede considerarse que constituyen modos para su practica.

EJEMPLO 1
FORMACION DE CELULAS BETA EN PANCREAS ADULTO
A. Resultados

Para fines de ilustracion, los restos terapéuticos incluyen Lentivirus-CMV-Glucocinasa (GK), Lentivirus-H1-PTP1B de
ARNhp; y Lentivirus-CMV-PDX-1. La composicion de control incluye mezcla de Lentivirus-CMV-GFP y Lentivirus-H1-
ARNhp inyectada a la misma concentracién que la composicion terapéutica. Cuatro semanas después de la
inyeccion se detecto la expresion en exceso in vivo de PDX-1 y GK, y la supresion de la expresion de PTP1B en el
pancreas de raton. Se detectdé expresion en exceso de glucocinasa en los islotes y en tejidos exocrinos. La
expresion de glucocinasa en los tejidos exocrinos confirma la expresion en exceso de la glucocinasa por la
composicion terapéutica, ya que los tejidos pancreaticos solo expresan glucocinasa en células endocrinas. Se
detecta expresién en exceso de Pdx-1 usando una marca c-Myc incorporada en el ADNc de Pdx-1 para diferenciar
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entre expresion exogena y endégena. También se detect6 PTP1B de ARNhp que co-expresa GFP. Se confirmé la
expresion de proteinas por transferencia Western.

Primer aspecto del enfoque de CNIP: Un objetivo del enfoque de CNIP es aumentar el metabolismo de la glucosa en
el pancreas para inducir la formacion de células beta pancreaticas. Para que la glucosa entre en la via glucolitica,
primero debe entrar en el espacio intracelular a través de un sistema de transporte de glucosa de la membrana. Los
transportadores de glucosa, Glut 1 y Glut 3, estan presentes en tejidos pancreaticos humanos exocrinos y
endocrinos, y Glut 2 esta presente en la célula beta pancreatica (Coppieters et al., Diabetes Metab Res Rev 27: 746-
754, 2011). Sin embargo, el transporte de glucosa no es la etapa limitante de la velocidad para la entrada de glucosa
en la via glucolitica (Wasserman et al., J. Exp. Biol. 214:254-262, 2011). La primera etapa limitante de la velocidad
para el metabolismo de la glucosa en la via glucolitica es al nivel de fosforilacion de glucosa por hexocinasa. La
fosforilacion de glucosa por hexocinasa produce el metabolito glucosa 6-fosfato (G-6-P). Las células beta
pancreaticas contienen una hexocinasa tipo 1V, llamada glucocinasa (GK). La glucocinasa no es alostéricamente
inhibida por la acumulaciéon de G-6-P intracelular, a diferencia de otras hexocinasas. Por tanto, para glucocinasa, la
cantidad y actividad de la enzima glucocinasa regula la velocidad de flujo de glucosa mediante la glicdlisis. Para
otros miembros de la familia de hexocinasa, la inhibicion de producto por G-6-P es el regulador clave de la actividad
enzimatica y, por tanto, la entrada de glucosa en la via glucolitica. Si la glucosa no es fosforilada por hexocinasa, no
puede experimentar metabolismo adicional y no puede generar ninguna sefal a la maquinaria transcripcional para
inducir expresion génica (Doiron et al., J Biol Chem. 269: 10213-10216, 1994 y J Biol Chem. 271:5321-5324, 1996).
Por tanto, en ciertos aspectos, la glucocinasa puede incluirse en una mezcla de CNIP para inducir la formacion de
células beta pancreaticas.

Los inventores disefiaron una construccion de vector lentiviral que expresaba el gen de glucocinasa bajo el control
del promotor del citomegalovirus (CMV) (FIG. 2A). La construccién de vector lentiviral incluyé un elemento regulador
postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE) en la regién no traducida 3' de la secuencia
codificante, que aument6 el nivel de expresion del transgén. WPRE funciona dentro del nucleo para estimular la
expresion génica postranscripcionalmente aumentando los niveles de transcritos nucleares y aumentando
enormemente la semivida de ARN (Zufferrey et al., J. Virol. 73:2886-289, 1999). Se subcloné el gen de glucocinasa
(GCK) de ratdn en el vector pEntCMV-WPRE vy la insercion se verificd por secuenciacion de ADN. Se traté pENT-
GCK con la enzima LR Clonase Il (Invitrogen) y se unié a un vector pLenti. El producto de recombinacién se
transformé en células de E. coli. Después de la incubacién durante la noche, se seleccionaron los clones positivos, y
se purific6 ADN de plasmido. Se transfectaron pEnt-GCK y pLenti-GCK en células 293. 48 horas después de la
transfeccion, las células se lisaron en tampon SDS-PAGE y se sometieron a electroforesis en gel al 4-20 % de SDS-
PAGE y se analizaron por transferencia Western. La transferencia Western se llevé a cabo usando el anticuerpo
anti-GCK a una dilucion 1:1000, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con HRP. La membrana de
transferencia Western se revel6 usando reactivos de ECL.

Se usa pLenti-GCK para la produccion de vector lentiviral puro de alto titulo. Se inyectaran Lenti-GCK directamente
en el pancreas de ratones adultos como se ha descrito anteriormente. Se usaran los ratones adultos C57BL/6 (8
semanas de edad; de Charles River, Wilmington, MA) para el experimento in vivo que se dirige al pancreas con
construccion de vector lentiviral.

Se ha mostrado que la elevada expresién de glucocinasa con un vector plasmidico aumenta el conjunto de glucosa-
6-fosfato (G-6-P) (Doiron et al., J Biol Chem. 269: 10213-10216, 1994). La glucosa 6-fosfato es un producto
intermedio clave que esta situado en la unién de varias vias metabdlicas (glucdlisis, gluconeogénesis, via de pentosa
fosfato, glucogénesis y glucogendlisis). Doiron et al. (1996) demostraron que la sefal de glucosa a la maquinaria
transcripcional estd mediada por xilulosa 5-fosfato, que es un metabolito producido por la via de pentosa fosfato.
Como se demuestra por Doiron, la xilulosa 5-fosfato es el principal metabolito responsable de mediar en la induccién
de magquinaria transcripcional por metabolismo de la glucosa. La enzima clave que regula el flujo metabdlico
mediante la via de pentosa fosfato es la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). G-6-P entra en la via de pentosa
fosfato mediante la accién de la enzima G6PD. Por tanto, en el desarrollo del enfoque de CNIP de los presentes
inventores, puede usarse la combinacion de Lenti-CGK y Lenti-G6PD para canalizar la glucosa 6-fosfato en la via de
pentosa fosfato para potenciar la formacion de xilulosa-5-fosfato que media en los efectos de metabolismo
transcripcional de la glucosa. Otra enzima importante en la formacion de xilulosa 5-fosfato es transcetolasa (TK), que
esta localizada mas abajo en la via de pentosa fosfato. Por tanto, un enfoque alternativo sera combinar Lenti-TK con
Lenti-CGK para aumentar el efecto de la expresion génica regulada por el metabolismo de la glucosa. Puede usarse
la accion sinérgica de todas las moléculas (Lenti-CGK, Lenti-G6PD y Lenti-TK) para activar la maquinaria
transcripcional bajo el control del metabolismo de la glucosa y aumentar la formacion de células beta.

Segundo aspecto del enfoque de CNIP: El segundo aspecto del enfoque de CNIP incluye aumentar la actividad de
tirosina cinasas de receptor de membrana y la actividad de receptor asociado a tirosina cinasa. El metabolismo de la
glucosa es un mecanismo importante implicado en la formacién de células beta en el pancreas adulto. Otro sistema
implicado en la formacién de células beta es la union de ligando a receptor(es) de tirosina cinasa (Vasavada et al.,
Int J Biochem Cell Biol. 38:931-950, 2006). El aumento en la masa de células beta pancreédticas en respuesta a
estrés fisiolégico (es decir, embarazo) estd mediado por la hormona de crecimiento, prolactina, y lactégeno
placentario que funciona mediante el receptor de prolactina. El receptor de prolactina no tiene actividad intrinseca de
tirosina cinasas, pero interacciona con miembros de la familia de la cinasa de Janus de tirosina cinasas. El receptor
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de prolactina es parte de la familia de receptor(es) asociado(s) a tirosina cinasa. La familia de cinasa de Janus de
tirosina cinasas es responsable del aumento en la masa de células beta en respuesta a cambios hormonales que se
producen en el embarazo (Vasavada et al., Int J Biochem Cell Biol. 38:931-950, 2006). La accién de insulina,
factores de crecimiento similares a la insulina, factor de crecimiento de hepatocitos y factor de crecimiento
epidérmico también aumenta la masa de células beta activando un receptor de tirosina cinasa unido a membrana
(Vasavada et al., Int J Biochem Cell Biol. 38:931-950, 2006). Por tanto, los lactégenos (incluyendo hormona de
crecimiento, prolactina y lactégeno placentario), insulina, factores de tipo insulina, factor de crecimiento de
hepatocitos y receptor de factor de crecimiento epidérmico requieren la activacion de tirosina cinasa(s) para
aumentar la masa de células beta pancreaticas.

Se ha mostrado que la proteina-tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) inhibe la capacidad de la insulina, receptor de factores
de crecimiento similares a la insulina, prolactina y factor de crecimiento de hepatocitos para activar tirosina cinasa(s)
(Aoki y Matsuda, J. Biol. Chem. 275:39718-39726, 2000; Kakazu et al., Invest Opthalmol Vis Sci. 49:2927-2935,
2008; Tonks, Nat Rev. Mol Cell Biol 7:833-46, 2006). Por consiguiente, una molécula que puede incluirse en una
mezcla de CNIP es un inhibidor o ARN inhibidor (por ejemplo, ARNhp) que se dirige a PTP1B. La supresién de la
produccion de proteinas PTP1B por ARNhp aumentara la actividad de tirosina cinasas de receptor implicada en la
formacion de células beta en el pancreas adulto en respuesta a la unién de una concentracion fisiol6gica de la
hormona correspondiente. Se ha introducido PTP1B de ARNhp en una construccion de lentivirus usando el mismo
método descrito anteriormente para lenti-CGK bajo el control del promotor de H1 polimerasa (Doiron et al.,
Diabetologia 55:719-728, 2012) (FIG. 2C). El promotor de polimerasa Ill H1 es ubicuamente activo en todas las
células, debido a la funcion de mantenimiento de la polimerasa Ill. Se proporcioné lenti-ARNhp-PTP1B al pancreas
como se ha descrito anteriormente.

PTP1B de ARNhp de lentivirus. Se construyd una iARN de horquilla pequefia en el vector pEQU6. Las secuencias
diana tienen 20 nt en longitud (GCCAGGACATTCGACATGAA SEQ ID NO: 2). Las secuencias de iARNhp se
verificaron por secuenciacién de ADN.

Se realizaron experimentos de co-transfeccion usando el plasmido de expresion de gen diana pEnt-PTP1B y un
vector pEQ-PTP1B-ARNhp. El cuadro a continuacion describe el componente de cada reaccion. 48 horas después
de la transfeccion, se lisaron células en tampdn SDS-PAGE y se sometieron a electroforesis en gel al 4-20 % de
SDS-PAGE y analisis de transferencia Western. La transferencia Western se llevd a cabo usando el anticuerpo anti-
PTP1B a una dilucién 1:1000. La membrana se evalu6 usando reactivos de ECL. Para cada 6 pocillos:

células 293 PTP1B-ARNhp
ADNc de PTP1B de ratén 1,0
pEQ-ARNhp de PTP1B 2,0
pEQ-mezcla-ARNhp 3,0
ADN total 3,0 3,0

Tercer aspecto del enfoque de CNIP: Un tercer aspecto que puede incluirse en los métodos descritos en el presente
documento incluye aumentar la expresién génica mediante factor(es) de transcripciéon para integrar el efecto del
metabolismo de la glucosa (Aspecto 1) y la estimulacion de actividad de la familia de receptor de tirosina cinasa un
(Aspecto 2) para inducir la formacion de células beta en el pancreas.

Se han propuesto diferentes modelos para explicar la difusion facilitada de factor(es) de transcripcion para unirse a
su secuencia de ADN diana en el nacleo. Un modelo propone que el factor transcripcional (FT) se une al ADN por
difusién facilitada. Primero, el FT interacciona con el ADN al azar en un sitio no especifico. Después de la interaccion
de FT inicial con las moléculas de ADN, por difusion facilitada, el FT se mueve de su sitio no especifico inicial a su
secuencia diana por 'deslizamiento’ a lo largo del ADN. Como el FT se enrolla a lo largo del ADN y encuentra su sitio
de unioén correspondiente, induce la activacion o inhibicion de la maquinaria transcripcional. Independientemente del
modelo propuesto para explicar como el FT alcanza su sitio de unién de ADN, todos los modelos y experimentos
propuestos incluyen la difusién facilitada con movimiento aleatorio del FT para encontrar su sitio de activacién o
inhibicion en la maquinaria transcripcional. Una accion de sefalizacion del metabolismo de la glucosa a la
maquinaria transcripcional es aumentar la probabilidad de la unién de FT a la molécula de ADN (Doiron et al., J Biol
Chem. 271:5321-5324, 1996). De hecho, la sefalizacién del metabolismo de la glucosa a la maquinaria
transcripcional induce la expresién de FT y la translocacion de FT del citoplasma al nicleo enciende los genes
inducidos por glucosa (Doiron et al., J Biol Chem. 271:5321-5324, 1996). Por consiguiente, el mecanismo biofisico
por el que los FT aumentan la expresion génica inducida por glucosa depende del nivel de cantidad de FT presente
en el nucleo. De hecho, cuando aumenta la cantidad de FT en el ndcleo, aumentaron las probabilidades de
interaccionar con las moléculas de ADN para encontrar aleatoriamente su sitio de unién especifica (Mitanchez et al.,
Endo Rev 18:520-540, 1997). El aumentar la expresion de genes implicada en la formacién de células beta en el
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pancreas adulto puede llevarse a cabo o potenciarse expresando en exceso FT clave que activan la via de
formacion de células beta.

Uno de los principales factores de transcripcion implicados en la formacion de células beta después del nacimiento
es Pdx-1 (Doiron y DeFronzo, Int J Endocrinol Metab. 9:356-357, 2011). Pdx-1 tiene distintos efectos antes y
después del nacimiento en el pancreas (Doiron y DeFronzo, Int J Endocrinol Metab. 9:356-357, 2011). En la etapa
embrionaria, Pdx-1 es esencial para el desarrollo pancreéatico y se expresa en tejidos endocrinos y exocrinos. Sin
embargo, después del nacimiento, Pdx-1 se expresa solo en células beta pancredticas y células de somatostatina.
Por tanto, en el pancreas adulto, Pdx-1 no induce el desarrollo pancreatico embrionario, pero induce la formacién de
células beta pancreaticas por su accion para inducir la expresion génica de insulina en respuesta de la sefializacion
del metabolismo de la glucosa a la maquinaria transcripcional (Doiron y DeFronzo, Int J Endocrinol Metab. 9:356-
357, 2011; Mitanchez et al., Endo Rev 18:520-540, 1997). Se ha demostrado que Pdx-1 después del desarrollo
induce la formacion de células beta en animales adultos (Bouwens y Rooman, Physiol Rev 85:1255-1270, 2005).
Pdx-1 puede usarse en el enfoque de CNIP para su accion post-embrionaria para potenciar la formacion de células
beta.

El enfoque de CNIP se disefia para inducir el desarrollo post-embrionario de la formacién de células beta en el
pancreas adulto sin activacion de la via embrionaria del desarrollo pancreatico. Otros han usado la via embrionaria o
células madre para volver a crear el desarrollo embrioldgico del pancreas. Una desventaja de la induccién de la via
embrionaria para aumentar la formacion de células beta es que induce todos los tipos de células endocrinas, que
incluye células alfa productoras de glucagon, que se ha mostrado que desempefian una funcién patégena importante
en la intolerancia a la glucosa de tanto la diabetes de tipo 1 como la diabetes de tipo 2 mellitus. El enfoque de CNIP
evita la via embrionaria y la via de células madre para inducir la formaciéon de células beta pancreaticas en el
pancreas adulto.

Se inducen la expresién y translocacién de Pdx-1 del citoplasma al nlcleo por el metabolismo de la sefalizacion de
glucosa a la maquinaria transcripcional (Mitanchez et al., Endo Rev 18:520-540, 1997). Como se describe, el
metabolismo de la glucosa es esencial para la formacion de células beta. Para crear un tipo de célula, tiene que
cambiarse el perfil de expresion genético de la célula. La induccién génica por el metabolismo de la glucosa es un
ejemplo de un fendmeno epigenético en el que el perfil de expresién génica esta controlado y regulado por el nivel
de glucosa en la sangre (Doiron et al., J Biol Chem. 271:5321-5324, 1996; Mitanchez et al., Endo Rev 18:520-540,
1997). La expresion génica y translocacion de Pdx-1 del citoplasma al ndcleo se inducen por el metabolismo de la
glucosa. Sin embargo, el efecto de la sefalizacion del metabolismo de la glucosa va a dirigirse a la maquinaria
transcripcional implicada en la formacién de células beta pancreaticas. La expresion en exceso de Pdx-1 potenciara
la formacion de células beta aumentando la cantidad de Pdx-1 que puede unirse aleatoriamente a moléculas de ADN
y encontrar su sitio de unién de ADN especifico. Asi, la expresion en exceso de Pdx-1 desempefa una funcion
central en converger todos los mecanismos de sefalizaciéon en la mezcla de CNIP para estimular la formacién de
células beta. La expresion en exceso de Pdx-1 en el pancreas produce la convergencia de las moléculas en la
mezcla de CNIP para producir células beta antes de activar otros efectos de la sefalizacién del metabolismo de la
glucosa sobre la maquinaria transcripcional que no estan relacionados con la formacion de células beta (Doiron et
al., J Biol Chem. 271:5321-5324, 1996; Mitanchez et al., Endo Rev 18:520-540, 1997). Se ha introducido ADNc de
Pdx-1 en una construccion de lentivirus usando el mismo método descrito anteriormente para lenti-CGK bajo el
control del promotor del CMV. Se usaron los métodos in vivo de inyeccion para dirigir el pancreas de ratéon adulto
con lenti-CMV-Pdx-1.

Construccién de CMV-Pdx-1 de lentivirus (FIG. 2B): Se subclonaron los genes PDX-1 de ratén con el vector
pEntCMV-WPRE vy las inserciones se verificaron por secuenciacién de ADN. Se trataron pENT-PDX-1 con la enzima
LR Clonase Il (Invitrogen) y se unieron a un vector pLenti. Los productos de recombinacion se transformaron en
células de E. coli. Después de la incubacion durante la noche, se seleccionaron los clones positivos, y se purificd
ADN de plasmido.

Se transfectaron pEnt-PDX1 y pLenti-PDX1 en células 293. 48 horas después de la transfeccién, las células se
lisaron en tampén SDS-PAGE y se sometieron a electroforesis en gel al 4-20 % de SDS-PAGE y andlisis de
transferencia Western. La transferencia Western se llevo a cabo usando el anticuerpo anti-Myc (para la construccion
de PYX1) a una dilucion 1:1000, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con HRP. La unién del anticuerpo
se detectd usando reactivos de ECL.

Se us6é el nimero de una o dos células positivas para insulina en los tejidos exocrinos como una indicacion de la
formacion de células beta comparando el grupo terapéutico con el grupo de control (FIG. 4). Se detecté un aumento
de una o dos células positivas para insulina en los tejidos exocrinos para el grupo terapéutico.

Se correlacion6 el aumento en una o dos células positivas para insulina en el grupo terapéutico en comparacion con
el control con el aumento en la proliferacién de células beta, se cuantificé por el marcador BrdU (FIG. 5). El marcador
de BrdU demostro proliferacién en islotes y tejidos exocrinos.

La co-localizacion del marcador BrdU de proliferacién con célula positiva para insulina demuestra la formacion de
nuevas células beta pancreaticas en el grupo inyectado con la composicién terapéutica. Solo se observo
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proliferacién de células beta pancreéticas (insulina). No se detect6 proliferacion de células alfa (glucagén) o delta
(somatostatina). Por cuantificacion histoldgica, la composicién terapéutica indujo la formacién de células beta
pancreaticas. De hecho, como se ha explicado anteriormente, la composicion terapéutica se disefié para inducir la
formacion post-embrionaria de células beta pancreaticas sin causar la formacién de células de glucagén o
somatostatina.

Se cuantificé la masa de células beta en los grupos terapéuticos y de control (FIG. 6). La masa de células beta
pancredticas aumentd significativamente en ratones adultos inyectados con la composicién terapéutica en
comparacioén con el grupo de ratones adultos de control inyectados con el placebo de control.

Se cuantificd la densidad de agrupaciones de células beta en el grupo terapéutico y grupo de control. La
composicion terapéutica causé un aumento significativo en la densidad de agrupaciones de células beta en
comparacion con el control (FIG. 7).

Se correlacion6 el aumento en la proliferacion de células beta pancreaticas, masa de células beta y densidad de
agrupaciones de células beta con un aumento en la produccién de insulina después del ayuno durante la noche en
ratones adultos inyectados con la composicion terapéutica en comparacion con el grupo de placebo de control (FIG.
8).

B. Métodos

Método in vivo para dirigir la administracion génica al pancreas adulto: Para estudiar la formacién de células beta en
el animal adulto, se dirigi6 el pancreas adulto in vivo usando un vector viral. La metodologia ha sido validada (Doiron
et al., Diabetologia 55:719-728, 2012) y empleada en el enfoque de CNIP para generar células beta pancreaticas in
vivo.

Una ventaja de los vectores lentivirales es que no activan células dendriticas a un grado significativo. Ademas, los
vectores lentivirales pueden (i) infectar e integrarse en tanto células en division como no en divisién, (ii) proporcionar
la eficiencia de alta transduccion y sostener la expresion génica in vivo, (iii) no inducir una respuesta inmunitaria del
hospedador significativa, y (iv) pueden ser satisfactoriamente readministrados. Y, lo que es mas importante, el
método de inyeccion de vector viral in vivo en el pancreas de ratén adulto permite evaluar nuevos tratamientos y/o
posibles curas para una enfermedad crénica que se desarrolla en la adultez y evitar el desarrollo de mecanismos
compensatorios que se producen cuando un gen es delecionado durante el desarrollo embrionario. Este enfoque
obvia algunos de los hallazgos paraddjicos que se han informado con modelos inactivados, es decir, sensibilidad a la
insulina en musculo normal / casi normal en ratones en los que el receptor de insulina esta inactivado (véase
Kitamura et al., Annu. Rev. Physiol., 65:313-32, 2003) y el mutante nulo homocigético para GLUT4 (GLUT4 -/-)
(véase Minokoshi et al., Journal of Biol. Chem., 278(36): 33609-12, 2003), que no manifesté un fenotipo diabético.
Por tanto, en ciertas realizaciones, se usa un vector lentiviral para dirigirse al pancreas directamente.

En resumen, puede introducirse una construccion lentiviral en el pancreas de raton mediante la via intraductal, del
siguiente modo: se inserta un catéter de 32 de calibre (Braintree Scientific, Inc, Braintree, MA) en el conducto cistico
a través de una pequefa abertura en la vesicula biliar. El catéter avanza entonces al conducto biliar comdn y se
asegura alli con un nudo corredizo de sutura 0/0 alrededor del conducto biliar y el catéter para prevenir el reflujo de
vector en el higado. Con un micropinza dispuesta alrededor del esfinter de Oddi para evitar la fuga de vector en el
duodeno, se inyectan lentamente 100 pl de vector lentiviral que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) a 108
TU/ml en el conducto pancreatico a través del catéter. Dos semanas después de la infeccion, se extrae todo el
pancreas para examen histolégico. Después de 48 horas, se dirigié especificamente la inyeccion de lentivirus que
codifica GFP bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV) a los tejidos pancreaticos (Doiron et al., 2012).
El analisis morfométrico cuantitativo de la transduccion pancredtica por el vector de lentivirus, basado en la
expresion de GFP, mostré que el 60 % del tejido expresé GFP. La expresién se detectd en el pancreas incluso
después de cuatro semanas (FIG. 3). El vector de lentivirus que expres6 la proteina verde fluorescente no se
encontré en ningun otro tejido en el cuerpo, que incluye corazédn, pulmon, higado, cerebro, misculo de la pierna y
rindn por histologia y PCR (datos no mostrados). Se tifé tejido pancreatico con H&E para buscar evidencia de
inflamacién (pancreatitis) en el dia 2 y dia 14 después de la inyeccion. No se observé evidencia de inflamacion. Tras
la inyeccién de vector lentiviral que contenia ARNhp Grb10 o mezcla de ARNhp, la actividad, consumo diario de
alimentos durante los 14 dias después de la inyeccién; (ratones de mezcla de ARNhp, 5,4 + 0,3 gramos/dia [n=5]
frente a ratones con Grb10 de ARNhp, 5,9 *+ 0,5 gramos/dia [n=6]) y aumento de peso fueron similares en los grupos
de Grb10 de ARNhp y mezcla de ARNhp. No se observé diarrea en ninguno de los grupos de control o
experimentales después de la inyeccion de lentivirus, y no se elevaron las enzimas pancreaticas (lipasas) y
hepaticas (AST, ALT) (Doiron et al., Diabetologia 55:719-728, 2012). Estos resultados demuestran que la técnica de
inyeccion de lentivirus no produce efectos gastrointestinales, pancreaticos o hepaticos adversos.

Los inventores también construyeron y produjeron un lentivirus que expresaba glucocinasa (GK), factor
transcripcional Pdx-1 y ARNhp que se dirige a PTP1B. Se usaron ratones C57BL/6 macho (Charles River,
Wilmington, MA, EE.UU.) de 8 semanas de edad y se mantuvieron en una dieta a voluntad de agua y pienso normal
para todos los experimentos. En el dia 1 después de la inyeccion con vector lentiviral, los ratones se inyectaron i.p.
diariamente con BrdU (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) en PBS a una dosis de 50 ug/g de peso corporal durante
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12 dias para cuantificar la proliferacion de células beta. 4 semanas después de la inyeccion lentiviral, se extrajo el
pancreas completo para examen histologico.

Puede usarse administracion directa al pancreas adulto in vivo para producir en exceso una proteina(s) o para
suprimir la produccion de una proteina(s). En resumen, los inventores han desarrollado un protocolo metodolégico
para dirigirse al pancreas adulto in vivo. La técnica se empleara en estudios de validacién del enfoque de CNIP para
promover la formacién de células beta. EI método de inyeccion de lentivirus descrito anteriormente proporciona
prueba de concepto de que el pancreas adulto puede ser directamente elegido como diana. Los datos obtenidos
usando el enfoque de lentivirus para dirigirse a/generar células beta pancreaticas puede modificarse usando
moléculas pequenas y terapéuticos no virales.

Estudios en animales: Se usaron ratones C57BL/6 macho (Charles River, Wilmington, MA, EE.UU.) de 8 semanas
de edad y se mantuvieron en una dieta de agua y pienso normal a voluntad para todos los experimentos. 1 dia
después de la inyeccion con vector lentiviral, los ratones se inyectaron i.p. diariamente con BrdU (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EE.UU.) en PBS a una dosis de 50 ug/g de peso corporal durante 12 dias. 4 semanas después de la
inyeccion lentiviral, se extrajo el pancreas entero para examen histoldgico (véase a continuacion).

Analisis inmunofluorescente e inmunohistoquimico: Se fijaron tejidos pancreaticos de ratdn adulto por inmersién en
tampon fosfato 4 % de paraformaldehido — 1 % de glutaraldehido durante la noche a 4 °C y posteriormente se
incorporaron con compuesto Tissues-Tek OCT para el seccionamiento en criostato. Se usaron los siguientes
anticuerpos primarios: anti-somatostatina (G-10), anti-Ki-67 (M-19), anti-glucagén (K79bB10) y anti-insulina A (C-12),
anticuerpos e IgG de conejo de control (Santa Cruz Inc., Santa Cruz, CA, EE.UU.). Para estudios de proliferacion, se
tiieron tejidos pancreaticos con o bien anticuerpo Ki67 (M-19) (Santa Cruz Inc., Santa Cruz, CA, EE.UU.) o con
anticuerpo contra BrdU monoclonal de rata (Abcam Inc., Cambridge, MA, EE.UU.). Se realiz6 la recuperacion de
antigeno para anticuerpos contra Ki67 y BrdU hirviendo secciones durante 10 min en tampén citrato 10 mM seguido
de enfriamiento durante 30 min hasta temperatura ambiente. Se contratifieron los nucleos con DAPI (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE.UU.). Los anticuerpos secundarios fluorescentes usados incluyeron
fluoresceina anti-cabra de burro, fluoresceina anti-raton de cabra, Texas red anti-conejo de cabra y Texas red anti-
cabra de burro (Santa Cruz Inc., Santa Cruz, CA, EE.UU.). El &rea de células beta representa el area superficial de
células positivamente tefiidas para inmunotincion de insulina dividida entre la superficie pancreatica total barrida con
el microscopio confocal de barrido laser Olympus FV-1000. Se cuantificaron las &reas positiva para insulina y
pancreatica total con Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Se calculé la masa de células
beta como area de células beta multiplicada por peso hiumedo pancreatico. Al menos tres ratones se analizaron por
condicion. Se tif6 el tejido pancreatico con H & E para buscar evidencia de inflamacién (pancreatitis) en el dia 2 y
dia 14 después de la inyeccién del lentivirus.

Transferencia Western: Para transferencias Western, se separaron cantidades iguales de proteina total en 10y 15 %
de SDS/PAGE vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon entonces con 5 % de
leche no grasa en 0,1 % de TBS Tween-20 y se sondaron con anticuerpos especificos contra Pdx-1 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EE.UU.), PTP1B (Abcam Inc., Cambridge, MA, EE.UU.), glucocinasa (Santa Cruz Inc,
Santa Cruz, CA, EE.UU.) y GAPDH (G9545, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.). Entonces se incubaron
membranas con anticuerpo secundario conjugado con HRP (NA934) y se revelaron con un reactivo
quimioluminiscente (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Pittsburgh, PA, EE.UU.).

Anadlisis estadistico: Los resultados se presentan como media + EEM. Se realizaron comparaciones estadisticas con
la prueba de la t de Student para datos independientes o ANOVA unilateral, cuando corresponda. Se considerd que
los resultados eran estadisticamente significativos cuando p <0,05.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién para inducir la formacién de células beta de una célula de mamifero para su uso como un
medicamento, comprendiendo la combinacién: (i) un primer agente que es un &cido nucleico que codifica
glucocinasa, o un activador de molécula pequefia de glucocinasa seleccionado de R00281675, R04389620
(piragliatina), LY2121260, PSN-GKI o GKA-50, (ii) un segundo agente que es un inhibidor de ARNhp de proteina
tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN antisentido de PTP1B, y (iii) un tercer agente que es un &cido nucleico que
codifica Pdx-1 que esta adaptado para aumentar la transcripcién mediada por Pdx-1.

2. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la célula de mamifero es una célula pancreética,
una célula de higado, una célula K intestinal, una neurona o una célula madre adulta.

3. La combinacién para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico que codifica la glucocinasa esta
ademas comprendido en un vector viral, preferentemente un vector de lentivirus.

4. La combinacion para su uso segun la reivindicacién 3, en la que el vector viral comprende ademas un elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE) 3' de la secuencia codificante.

5. La combinacién para su uso segln cualquier reivindicacion precedente, en la que el primer, segundo y tercer
agentes se proporcionan en una Gnica composicion.

6. La combinacién para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en la que el primer, segundo y tercer
agentes estan dispuestos para suministro por inyeccion del pancreas a través del conducto pancreatico.

7. La combinacion para su uso segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento de diabetes de tipo 1 o tipo 2,
comprendiendo la combinacién: (i) casete de expresion de glucocinasa configurado para expresar una proteina
glucocinasa funcional en una célula pancreatica, (ii) un inhibidor de tirosina fosfatasa 1B que es un inhibidor de
ARNhp de proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) o un ADN antisentido de PTP1B o (iii) un casete de expresion de
Pdx-1 configurado para expresar una proteina Pdx-1 funcional en una célula pancredtica, estando la combinacién
adaptada para inducir células beta pancreaticas en el pancreas.

8. Un método de induccién de la formacién de células beta de células in vitro que comprende: proporcionar una
célula de mamifero con una combinacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la célula de mamifero es una célula pancreatica, una célula de higado,
una célula K intestinal, una neurona o una célula madre adulta.

10. El método de la reivindicacién 8 o la reivindicacién 9, en el que la célula de mamifero se aisla de un sujeto que
va a tratarse con las células beta o en el que la célula de mamifero es heteréloga para un sujeto que va a tratarse
con las células beta.
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