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DESCRIPCION

Construcciones de 4cido nucleico utiles para la produccién regulada de glucosa de la insulina humana en las
estirpes celulares somdticas.

Fundamento de la invencién
1. Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a las construcciones génicas tutiles para modificar las estirpes celulares para llevar
a cabo la produccion regulada de glucosa de la insulina humana, y las estirpes celulares trasformadas por dichas
construcciones génicas.

2. Fundamento de la técnica afin

La diabetes mellitus es un trastorno crénico del metabolismo de las grasas, carbohidratos y proteinas. Se caracte-
riza por una infra-utilizacién de glucosa y una deficiencia absoluta o relativa de insulina. Las personas que padecen
esta enfermedad en toda su expresion tienen una tendencia a hiperglucemia en ayunas, glucosuria y en definitiva al
desarrollo de ateroescleoris, nefropatia, neuropatia y microangiopatia. La diabetes es la séptima causa destacada de
muerte (la sexta causa de muerte por enfermedad) en los Estados Unidos. También es la causa principal de nuevos
casos de ceguera en personas de edades comprendidas entre 20 y 74 y la causa principal de la nefropatia renal o
insuficiencia renal terminal (lo que representa aproximadamente un 40% de casos nuevos). Las personas afectadas
por diabetes tienen unas 15-50 veces mayor riesgo de amputacién de pierna, 2-4 veces el riesgo de una enfermedad
cardiaca y es 2-4 veces mds probable que padezcan un infarto que la poblacién general.

La patologia de la diabetes mellitus se puede atribuir a tres efectos principales de la insuficiencia de insulina:(1) un
descenso en el uso de glucosa por parte de las células del organismo, que provoca un incremento en glucemia de hasta
niveles supranormales; (2) un incremento destacado en la movilizacidn de grasas de las zonas de almacenamiento de
grasa, causando un metabolismo anormal de las grasas asi como la deposicién de lipidos en paredes vasculares para
causar ateroesclerosis y (3) disminucion de proteinas en los tejidos del organismo. La diabetes es una enfermedad
crénica que actualmente no tiene curacién.

La diabetes mellitus se clasifica generalmente en tres formas principales importantes: diabetes insulino-dependien-
te tipo 1 (IDDM), que a menudo se conoce como diabetes inmunomediada; diabetes no insulinodependiente tipo 2
(NIDDM); y diabetes debido a variantes en genes que controlan la funcién beta celular o el metabolismo. IDDM re-
presenta aproximadamente el 10% de todos los casos de diabetes. La IDDM tipo 1 es una enfermedad inmunomediada
que se asocia a una pérdida casi completa de las células beta pancredticas lo que da lugar a una dependencia de la
insulina para toda la vida. Puede producirse a cualquier edad, y se estima que aproximadamente el 1% de todos los
recién nacidos desarrollardn la enfermedad. La NIDDM tipo 2 representa la mayoria del 90% restante de casos de
diabetes. Se cree que la NIDDM tipo 2 se produce como resultado de influencias genéticas externas y complejas que
contribuyen a una resistencia periférica de la insulina con tejidos incapaces de utilizar la glucosa de forma apropiada
como respuesta a la sefial de insulina. Las variantes alélicas en el locus de insulina propiamente se han asociado al
NIDDM, mientras las variantes exhiben propiedades alteradas con respecto a la regulacion transcripcional. Un por-
centaje muy pequefio de diabéticos tienen su afeccién secundaria a las variantes en los genes que controlan la funcién
beta celular o el metabolismo.

La homeostasis de la glucosa abarca numerosos sistemas neuroendocrinos, no obstante, los islotes pancreéticos
de Langerhans se consideran como el “sensor de glucosa” primario en los mamiferos. Los islotes pancredticos estdn
compuestos de cuatro poblaciones bdsicamente distintas de células que se pueden caracterizar por su produccion de
insulina, glucagén, somatostatina o polipéptidos pancredticos. Las células beta que producen insulina predominan en
los islotes. La IDDM tipo 1 y tipo 2 en su fase inicial se caracterizan por una pérdida progresiva de la funcién beta
celular. La secrecion de insulina de las células beta del islote es estimulada por los aminoécidos, los azicares de tres
carbonos como el gliceraldehido y preferiblemente la glucosa.

El transporte de glucosa a la célula beta y el metabolismo de la glucosa en ella son requisitos absolutos para
la secrecion de insulina, es decir, (la glucosa estimula la secrecién de insulina de las células beta de los islotes de
Langerhans a través de su propio metabolismo). Como en las células beta normales la capacidad de transporte de
glucosa se relaciona en exceso con el flujo glucolitico, la descomposicién de la glucosa es la verdadera etapa que
limita la velocidad.

La glucosa estimula la biosintesis de novo de la insulina ya que aumenta la transcripcion, la estabilidad del mARN,
la conversién y transformacién de proteinas. También estimula rdpidamente la liberacién de la insulina previamente
almacenada. El gen de insulina humana es codificado en el brazo corto del cromosoma 11 y contiene tres exones y dos
intrones. El control transcripcional del gen de insulina se consigue a través de una corta regiéon de ADN flanqueante que
interacciona con las moléculas de sefializacion sensibles a la glucosa y especificas de la célula. La naturaleza precisa
de la organizacion reguladora es escasamente comprendida. Sin embargo, en general se cree que los factores basicos
hélice-lazo-hélice y que contienen el homeodominio son componentes criticos de la maquinaria transcripcional que
rige la expresion especifica de las células beta de la insulina. EIl ARN mensajero se conoce como transcrito primario y
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se manipula eliminando las secuencias intermedias y afiadiendo una cola poly-A en su final o extremo 3’ para producir
un ARN mensajero de insulina madura. La traslacién del m-ARN se produce en el reticulo endopldsmico rugoso para
dar preproinsulina.

La preproinsulina difiere de la insulina madura en dos cosas:(1) tiene una “sefial” N-terminal o “pre” secuencia que
dirige el polipéptido al reticulo endopldsmico rugosos donde es tratado proteoliticamente, y (2) contiene un péptido
de conexién adicional, conocido como el péptido C, entre las cadenas A y B, de forma que el péptido C permite el
plegado correcto de toda la molécula.

La secuencia sefial de la preproinsulina avanza de forma co-translacional en el reticulo endopldsmico para formar
proinsulina. La proinsulina es transportada al aparato de Golgi donde es transferida posteriormente a las vesiculas
secretoras en las que se transforma a insulina madura por la escisioén proteolitica del C-péptido.

La transformacién de la proinsulina tiene lugar principalmente en granulos secretores inmaduros revestidos de
clatrina derivados de la red trans-Golgi (TGN) de la célula beta pancredtica. La transformacién proteolitica de la
proinsulina en insulina se realiza por medio de las convertasas prohormonales de la familia de la subtilisina de las
endoproteasas. Estas convertasas escinden o parten los enlaces peptidicos con un grupo carboxilo terminal para dar
lugar a residuos dibdsicos, y en combinacién con la carboxipeptidasa E/H que elimina los residuos bésicos de la cadena
B, generan la insulina funcional madura que es secretada a la circulacion. Es decir, la conversién completa implica la
escision endoproteolitica del COOH-terminal en dos pares de residuos basicos que unen la cadena B de insulina con
el C-péptido (Arg*'-Arg®) y el C-péptido a la cadena A (Lys*-Arg®) asi como el recorte de los restantes residuos
basicos COOH-terminales por la carboxipeptidasa E/H (Davidson y cols.,Biochem.J.245:575(1987); Grimmwood y
cols., J. Biol. Chem. 264:15662(1989)). Las vesiculas secretoras se derivan de las membranas de Golgi por un proceso
de gemacidn y separacion eventual. Las vesiculas son transportadas a la superficie de la membrana del plasma de una
célula en respuesta a los estimulos secretores como la glucosa, donde se funden con la membrana del plasma y liberan
sus almacenes de hormona madura.

Se ha planteado como hipétesis que el efecto estimulador especifico de la glucosa sea mediado por, y proporcional
a, su velocidad de flujo a través de la glucdlisis y vias afines. Se acumulan pruebas que implican a un transportador
tipo glucosa que facilita la difusién conocido como GLUT-2, y la enzima fosforilante de la glucosa, la glucoquinasa,
en el control del metabolismo de la glucosa en las células beta del islote. Ambas proteinas tienen afinidades por la
glucosa que permiten grandes cambios en las actividades en toda la gama fisioldgica de la glucosa.

La diabetes se trata corrigiendo las concentraciones de insulina en el organismo de forma que el paciente tenga un
metabolismo normal o casi normal de grasas, carbohidratos y proteinas. La terapia Optima ha resultado ser eficaz para
prevenir los efectos mas agudos de la diabetes, y para asimismo retrasar enormemente los efectos crénicos. En general
se estd de acuerdo en que se ha avanzado muy poco en el tratamiento clinico de los pacientes diabéticos en los dltimos
veinte afios.

El tratamiento de la diabetes sigue centrado en la auto inyeccién de insulina exégena una o dos veces al dia, o
en el caso de diabetes no grave en la que los islotes mantienen todavia el potencial para segregar insulina, en el uso
de farmacos que estimulen la secrecién de insulina como las ureas de sulfonilo. La insulina exégena se puede aislar
mediante métodos no recombinantes como a partir de la purificacion de la insulina del pancreas bovino o porcino recién
aislado, o bien mediante el empleo de técnicas de recombinacién. Los métodos recombinantes incluyen generalmente
la expresion de proinsulina recombinante en bacterias o levaduras, seguida del tratamiento quimico de la proinsulina
para garantizar los enlaces correctos de disulfuro entre las cadenas A y B de la molécula madura de insulina. El péptido
de insulina maduro se purifica de las proteinas procedentes de bacterias o levadura, asi como de cualquier material
afiadido. El procedimiento recombinante bacteriano supone tantos como cuarenta pasos distintos.

El tratamiento de la diabetes de forma convencional implica también que el paciente lleve una dieta estandar que
contenga cantidades normales y bien controladas de carbohidratos, y realice un programa constante de ejercicios. El
mantener el peso suele ser util ya que menos grasas reducen los requisitos de insulina por parte del individuo. El
ejercicio aumenta el transporte de glucosa a las células musculares incluso en ausencia de insulina, y tiene realmente
un efecto similar a la insulina.

Junto a las inyecciones de insulina, la dieta y los programas de ejercicios, el tratamiento de la diabetes requiere un
control constante y durante toda la vida de la glucemia. Puesto que muchos pacientes diabéticos tienen dificultades
para cumplir estas normas, se encuentran expuestos constantemente a los efectos adversos de la hipoglucemia e hiper-
glucemia. Por lo tanto, existe la necesidad de buscar métodos alternativos para controlar los niveles de glucemia en el
paciente diabético.

Numerosos investigadores han intentado controlar el aporte de insulina mediante el uso de dispositivos externos
como bombas de insulina y boligrafos de insulina. Desafortunadamente, dicha tecnologia no se ha desarrollado hasta
un punto que permita unos niveles de glucemia muy controlados. La inexactitud de los sensores de glucemia, asi como
el mecanismo dispensador son un problema en los actuales dispensadores de insulina automatizados.

Otros han intentado controlar los niveles de glucemia en el paciente diabético mediante el transplante de tejido
pancredtico de un donante al paciente diabético. Los problemas mas grandes con dichos transplantes son: la escasez
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de tejido donante, el coste y los gastos implicados en el cultivo del tejido donante, la necesidad de inmunosupresién
para impedir el rechazo del tejido en los transplantes entre individuos no genéticamente iguales, y la dificultad para
mantener tejido viable durante periodos de tiempo prolongados después del cultivo. Incluso los transplantes con éxito
padecen un mecanismo autoinmunitario inherente sensible a la destruccién de las células beta del islote original del
paciente.

Un método alternativo que se ha sugerido propone el uso de un “péancreas artificial” perfundido con un biohibrido,
que comprende tejido de islote en una membrana semipermeable o de permeabilidad selectiva. La membrana semi-
permeable actia para proteger los islotes transplantados de ser reconocidos y destruidos por el mismo mecanismo
autoinmunitario sensible a la destruccion de las células beta originales del paciente. El tratamiento in vivo de la diabe-
tes con implantes peritoneales de islotes encapsulados ha sido documentado por muchos grupos de investigacion (Ver,
por ejemplo, patente americana nr. 5.262.055 a Bae y cols (1993); patente americana nr. 5.427.940 a Newgard(1992);
Lum y cols., Diabetes 40:1511(1991); Maki y cols., Transplantation 51:43(1991); Robertson, Diabetes 40:1085(1991);
Colton y cols., J. Biomech. Eng.113:152(1991); Scharp y cols., Diabetes 39:515(1990); Reach, Intern. J. Art. Organs
13:329(1990)). Dichos pancreas artificiales son caros y su fabricacion requiere tiempo, y en la practica tienen un uso
muy limitado.

Una cantidad considerable de investigacion se ha llevado a cabo con respecto al transplante de estirpes celulares de
células beta. Las estirpes celulares de células beta se han generado a partir de insulinotas e islotes hiperpldsticos. Se
han utilizado dos métodos importantes para aislar las estirpes celulares beta inmortalizadas: (1) aislando las células de
un insulinoma de rata inducido por rayos X; (2) infeccion y transformacion de un cultivo primario de células de islotes
por el virus simian 40 (SV40). Varias de estas estirpes celulares muestran unas caracteristicas respecto a la secrecién
de insulina, similares a las observadas en los islotes adultos intactos, en particular la respuesta a las concentraciones
de glucosa en el margen fisiol6gico (5-15 mmol/L). Un problema frecuente asociado a dichas estirpes celulares es su
inestabilidad fenotipica. Es decir, después de la propagacién de las células en el cultivo, las células frecuentemente
responden a las concentraciones subfisioldgicas de glucosa y/o manifiestan una secrecion reducida de insulina.

Como las células de las estirpes celulares inmortalizadas se encuentran sometidas a la misma autoinmunidad que
destruy¢ las células beta del huésped, dichas estirpes celulares beta se encapsulan frecuentemente para su transplante.
Mientras el encapsulado reduce la respuesta inmunoldgica a las células, porque las propias células se encuentran
sometidas a una rapida division celular, la demanda creciente de oxigeno y nutriente en la encapsulacidn, asi como el
aumento en los residuos metabdlicos, impactan de forma adversa en la supervivencia de las células.

Varios investigadores han propuesto células beta que se alteran genéticamente para controlar la proliferacion. Por
ejemplo, la patente americana nr. 6.114.599 a Erfat revela células beta inmortalizadas manipuladas genéticamente de
forma que la proliferacion de las células es regulada por la presencia o ausencia de un antibidtico. Dichas células se
fabrican introduciendo en la célula beta un primer gen que comprende un ADN que codifica una proteina de fusién
génica TetR-VP16, y un promotor de insulina que controla la expresion de la proteina de fusién, y un segundo gen que
comprende un ADN que codifica un antigeno SV40 T, y un promotor minimo del operador de tetraciclina. Se consigue
dicha integracién estable de ambos genes y se realiza el cribado o la deteccion para aquellas células cuya proliferacién
sea controlada por la tetraciclina o un derivado de la misma. Erfat y sus colaboradores han sugerido que la oncogénesis
controlada se podria utilizar para amplificar in vitro las células de islotes humanos, con el posterior transplante de las
células de los islotes después de la inactivacion de los oncogenes.

La patente americana nr. 5.723.333 a Levine y cols. (Editada: 3 marzo, 1998) muestra estirpes celulares pancrea-
ticas establecidas transformando células con vectores, preferiblemente vectores retroviricos, que contienen dos o mas
oncogenes bajo el control de uno o mas promotores inducibles y/o elementos genéticos. Una subpoblacién de di-
chos genes expresaba niveles altos de insulina. La publicacién WO 01/11031 a Giannoukakis y cols. (Publicada: 15
de febrero, 2001) exhibe células beta manipuladas genéticamente que comprenden moléculas de 4cido nucleico que
codifican inhibidores de la transduccién de la sefial de interleucina -18(IL-153). Se ha demostrado que la IL-13 es la
citoquinina de iniciacion directamente sensible a los problemas de la produccion de insulina estimulada por la glucosa
en los islotes humanos in vitro (MacDaniel y cols., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 211:24(1996)). Al reducir la activi-
dad de IL-18 se produce la reduccién correspondiente en la disfuncién de la célula beta y la apoptosis en el animal
diabético. Se dice que las moléculas de 4cido nucleico que codifican las proteinas activas biolégicamente capaces de
inhibir IL-18 incluyen IL-1Ra, inhibidor de NF-Kg, inhibidor de AP1, formas solubles de IL-1R, formas mutantes de
la proteina FADD o fas, IGF-1, la proteina crmA de la vacuna, y los miembros de la familia bel-2 como el Bcl-2 y el
Bcl-XL.

Una serie de investigadores han intentado invertir la diabetes induciendo a que los embriocitoblastos se transformen
en células productoras de insulina. Los embriocitoblastos son células primitivas que bajo la direccién apropiada pueden
transformarse en cualquier tipo de célula. Mientras que se ha demostrado que el tejido pancredtico de cerdo fetal es
capaz de normalizar los niveles de glucemia en una rata, es ocurre solamente varios meses después del transplante y
requiere la inmunosupresién de la rata.

La patente americana nr. 5.837.236 a Dinsmore (Editada: 17 de noviembre, 1998) revela que la vida de las células
pancredticas porcinas fetales se puede prolongar en individuos de distinta especie cuando el antigeno de la superficie
celular capaz de provocar una respuesta inmunitaria en el individuo de diferente especie se transforma en un antigeno
no inmundégeno. Se estan realizando estudios para determinar las condiciones artificiales en las cuales dichas células se
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transformaran en células productoras de insulina. Dicho método padece del coste asociado a aislar embriocitoblastos,
al problema de introducir virus de especies cruzadas con un transplante de tejido de una especie a otra, y con respecto
a los citoblastos humanos, las implicaciones morales que surgen con respecto al uso de dichas células.

Short y cols., Am. J. Physiology 275:E748 (1998) informan sobre células embridnicas renales que se transforman
al introducir un adenovirus de replicacién defectuosa que comprende ADN complementario de proinsulina humana en
el cual la secuencia de reconocimiento de la convertasa prohormonal dibdsica se modificaba a una zona de escisioén de
la furina tetrabdsica. La furina es una proteasa enddgena presente en la via secretora constitutiva de muchas células.
Dichas células sintetizaban tanto la proinsulina como la insulina madura. La inyeccién de la construccién virica en la
vena yugular externa de los ratones daba lugar a la expresion del gen de insulina en el higado, pero la mejora en el
estado glucémico duraba de dos a tres semanas.

Stewart y cols., J. Mol. Endocrin. 11, 335(1993) informan sobre la transfeccion de una linea celular murina de la
hipéfisis con un ADN preproinsulina humano en un pldsmido que contiene un promotor de metalotioneina y un gen
que confiere resistencia al G418 antibidtico. Dichas células al implantarse en ratones atimicos desnudos no diabéti-
cos retrasaban la hiperglucemia inducida por la estreptozotocina (células beta que destruyen la estreptozotocina) en
comparacién con los ratones de control que reciben un implante de las células no transinfectadas. Sin embargo, se
observaba que las células implantadas formaban una agregacion tipo tumoral.

Valera y cols., FASEB J. 8:440(1994) demostraron que los hepatocitos podian ser modificados para albergar los
genes de insulina humana bajo el control del gen de la fosfoenol piruvato decarboxilasa. Se observaba que a los
animales transgénicos que albergan dichos hepatocitos les iba bastante mejor que a los controles no transgénicos a la
hora de mantener euglucemia cuando se les retaba con estreptozotocina. La expresion ectdpica de la insulina en los
hepatocitos de las ratas diabéticas ha sido documentada por Kolodka y cols. (Proc. Natl. Avad. Sci. 92:3293(1995))
usando una transferencia de genes retrovirica in vivo.

La publicacién WO 97/14441 a Pollock y cols. (publicada el 24 de abril de 1997) muestra células manipuladas que
expresan un gen de insulina exdgeno o endogeno ademds de un gen exdgeno de calbindina. Pollock y cols. indican
que dichas células exhiben la habilidad para secretar insulina de una forma sensible a la glucosa. Ellos revelan que las
células pueden ser encerradas en una matriz porosa semipermeable que puede ser implantada en un animal diabético
para mejorar las necesidades de un suplemento de insulina.

Sugiyama y cols., Horm. Metab. Res. 29:599(1997) informan sobre la transfeccién de hepatocitos con el gen de
insulina de rata y lacZ usando un vehiculo (AAV) virico adenoasociado defectuoso. Se dice que dichas células causan
una reduccién en las concentraciones de glucosa en el medio circundante y una disminucién de los niveles de glucemia
cuando son transinfectadas in vivo. Bartlett y cols. (Transplantations Proceedings: 29, 2199, (1997)) informan de un
vector de expresion que cuando se inyecta directamente en el tendén de la corva de ratas normales o diabéticas se
libera proinsulina durante hasta 12 semanas. El vector comprende el ADN gendmico proinsulina insertado en el vector
PAAV-CKM inmediatamente después del promotor CKM.

La patente americana nr. 5.811.266 a Newgard (Editada: 22 de septiembre, 1998) informa sobre células beta ar-
tificiales conseguidas mediante la introducciéon de uno o més genes seleccionados del gen de insulina, el gen de
glucoquinasa, y el gen transportador de glucosa para lograr una célula creada por ingenieria genética que tenga los
tres genes en una configuracién funcional y sensible desde el punto de vista bioldgico. Se piensa que la glucoquinasa
y el transportador tipo glucosa que facilita la difusién conocido como GLUT-2, estdn implicados en el control del
metabolismo de la glucosa en las células beta.

La publicacién WO 99/54451 a Powers y cols. (Publicada: 28 de octubre, 1999) muestra las células neuroendocri-
nas segregando insulina. Las células endocrinas manipuladas genéticamente que segregan insulina como respuesta a la
glucosa comprenden un gen que codifica un receptor secretagogo de insulina y un gen de insulina exégeno. Al menos
uno de los genes es un gen recombinante introducido en la célula por medio de un vector recombinante. Los inventores
tienen la hipétesis de que la habilidad de las células neuroendocrinas para procesar correctamente la insulina refleja
la expresion de enzimas que procesan hormonas similares en una variedad de células neuroendocrinas. Se dice que
los receptores secretagogos de insulina incluyen receptores para el péptido 1 tipo glucagon, el polipéptido que libera
insulina dependiente de glucosa, la colecistoquinina, gastrina, secretina y el péptido inhibidor géstrico. Se dice que las
células preferidas para la transformacién tienen una capacidad inherente para formar granulos secretores, como los de
las glandulas pituitaria y tiroidea.

La publicacién WO 00/31267 a Bosch y cols. (Publicada: 2 junio, 2000) muestra la transinfeccién de una célula
precursora de musculo o de una linea celular de mioblastos con un gen exdgeno que codifica la insulina. Las lineas
celulares preferidas son las lineas celulares de mioblastos como la C2C12 que se dividen rdpidamente y tienen el
potencial para diferenciarse en miotubos que no se dividen. Se dice que dichas células sirven para una produccion en
grandes cantidades en el estado mioblasto, y tras su diferenciacién son capaces de producir proteinas recombinantes
con el uso de un promotor adecuado mientras no se dividan. La secuencia promotor se elige de manera que el promotor
es activado o inducido durante las condiciones diabéticas en el paciente, e incluye promotores de cadena ligera de
miosina, creatincinasa y myoD.
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Lee y cols., Nature 408:483(2000) informan de un virus adenoasociado recombinante (rAAV) capaz de transformar
una célula para expresar un andlogo de insulina de cadena simple(“SIA”), que se forma reemplazando treinta y cinco
residuos de C-péptido por un heptapéptido que forma un giro corto, que posee actividad biolégicamente activa de
insulina sin conversién enzimadtica, bajo el control del promotor especifico de hepatocitos piruvatocinasa tipo L (LPK)
que regula la expresion del SIA como respuesta a los niveles de glucemia. Una secuencia lider de albimina se afadia
a la construccién génica del SIA para facilitar la secrecion de SIA de las células, mientras que el potenciador del
virus simico 40 (SV40) se afiadia corriente abajo del gen de SIA para elevar el nivel basal de la expresion del SIA.
Se observaba que el virus adenoasociado recombinante provocaba la remision de la diabetes en las ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina y en los ratones diabéticos autoinmunitarios durante un tiempo largo.

Barry y cols., Human Gene Therapy 12:131(20 de enero, 2001) han demostrado que los vectores retroviricos que
codifican la expresion de la furina que guia a los promotores responsables de la glucosa puede aportar una secrecién de
insulina amplificada regulada por la glucosa. El grupo revela la existencia de una construccién del virus LhI*TFSN que
codifica un promotor del factor de crecimiento transformante o(TGFa) de rata regulador de la glucosa que controla la
expresion de la furina en murina con un promotor de repeticién terminal largo virico (LTR) conductor de la expresion
constitutiva de la proinsulina humana por escisién de la furina. Cuando la construccién era transducida en células
del musculo liso vascular, se observaba que las células respondian a las concentraciones fisiolgicas de glucosa. Se
obtenia proinsulina humana por escisién de la furina alterando el ADN complementario de la proinsulina humana
para codificar los lugares a escindir por la furina (Hosaka y cols., J. Biol. Chem. 225:12127(1991);Groskruetz y cols.,
J. Biol. Chem.269:6241(1994); Gros y cols., Gene Ther. 8:2249(1997). Un neo gen (fosfotransferasa de neomicina
bacteriana) se incorporaba a la construccién de manera que el neo gen se expresaba desde y guiado por el promotor
40 del virus simian (SV40). La liberacion de insulina de las células se declaraba contra las células transducidas con
vectores retroviricos que comprenden el promotor LTR, conductor tanto del ADNc de la adenosin deaminasa humana
como del ADNc de eritropoyetina de rata, y un promotor de SV40 que conduce el neo gen seleccionable. Las células
alteradas genéticamente se colocaban en una matriz de coldgeno y se implantaban en una pequefia bolsa fabricada en la
céapsula del estdmago de las ratas BB lypllyp DR que se habian vuelto diabéticas (glucemia que excede 180 mg/dl). En
ocho ratas tratadas, los investigadores hallaron una reduccién importante en el requisito de insulina de hasta un 25%
del nivel de pretratamiento durante hasta tres meses, con una rata libre de insulina sin hipoglucemia. Las pruebas de
tolerancia de glucosa intraperitoneal en las ratas diabéticas que reciben implantes celulares controlados no mostraban
el descenso caracteristico en el nivel de glucemia de las ratas normales después de la administracién de glucosa.

Las “células beta artificiales” del modelo anterior tienen muchos problemas. Son dificiles de cultivar y en la practi-
ca pierden frecuentemente su capacidad funcional de forma rdpida en el cultivo. La mayoria de dichas estirpes celulares
o bien no secretan suficiente insulina para ser terapéuticas o bien la produccién de insulina no esté regulada. En dichas
estirpes celulares que presentan algin grado de produccién de insulina regulada por la glucosa, muy frecuentemente
un promotor sensible a la glucosa regula de forma transcripcional el gen de insulina directamente, incapaz de producir
el péptido C que se sabe que posee vasculatura y funciones neurolégicas. El transplante de células alteradas genéti-
camente del modelo anterior requiere tipicamente el uso de firmacos inmunosupresores para toda la vida o bien la
incorporacién a un dispositivo de inmunoaislamiento donde las células frecuentemente son menos eficaces debido al
sobrecrecimiento o la senescencia rapida en el dispositivo.

Por lo tanto existe un gran necesidad de lineas celulares mejoradas que sean programadas para producir insulina
de forma sensible a la glucosa, que puedan producir insulina madura asi como el péptido C, que se informa que
posee funciones neuroldgicas y vasculatura, y que se adaptan para que el crecimiento funcione durante un periodo de
tiempo significativo en un aparato de inmunoaislamiento de manera que no se requiera inmunosupresion con respecto
al transplante receptor.

Resumen de la invencion

Para superar muchas de las desventajas asociadas al modelo anterior, se informa en la presente de una construccion
de 4acido nucleico recombinante que tiene secuencias multifuncionales (a las que aqui se hace referencia como una
“casete”) utiles para manipular células que segregan insulina como respuesta a la glucosa. Dicha construccién de 4ci-
do nucleico es especialmente util para introducir la capacidad secretora de la insulina en las células no beta. También
se revela la existencia de células recombinantes, reguladas por glucosa, que producen insulina, donde la secrecion de
insulina se regula de forma significativa a nivel del tratamiento pro-insulina. Se informa también de células recombi-
nantes, reguladas por glucosa, productoras de insulina, capaces de segregar insulina madura asi como el péptido C de
la proinsulina. E incluso en otra configuracién de la presente invencién se habla de estirpes celulares adaptadas para
el crecimiento en un dispositivo de inmunoaislamiento. Las construcciones a las que pertenece la presente invencién
se indican en las reivindicaciones.

Las construcciones de dcido nucleico de la presente invencién utilizan sistemas en combinaciones y orientaciones
Unicas para causar la produccién regulada por glucosa de insulina humana. Se utilizan varios tipos de secuencias y
genes de control de la expresion en las construcciones de la presente invencidn para influir en la expresién de la
proinsulina humana y regular su segmentacion en el péptido C, y producir insulina por medio del promotor activado
por glucosa de una proteasa de proinsulina.

En las configuraciones preferidas de la presente invencion, la construccién de dcido nucleico comprende una se-
cuencia de nucledtidos de proinsulina humana que se ve alterada para codificar una proinsulina humana que tiene
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unos puntos de escision de la proteasa alterados naturales. Se prefiere ademds que las construcciones genéticas de la
presente invencién comprendan ademds una secuencia de nucledtidos que codifique una proteasa humana que tenga
afinidad por los lugares de escision de la proteasa alterados. Lo preferible es que la secuencia de nucleétidos proinsu-
lina humana que se ve alterada en sus lugares de escision de la proteasa comprenda ademds una variante, como una
variante H10D (es decir, histidina a 4cido aspartico en la posicién 10 en la cadena B) (descrita en la patente americana
serie nr. 4.992.418), que incrementa la afinidad de la insulina madura para los lugares de enlace receptores de insulina.

En una configuracion de la presente invencion, se dispone una construccién de dcido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos proinsulina humana que se altera para codificar una proinsulina humana que tiene lugares
de escision de la proteasa alterados de forma natural, una secuencia de nucleétidos que codifica una proteasa humana
que tiene afinidad por los lugares de escision de la proteasa alterados, de forma que la secuencia de la proteasa del
nucledtido se ve precedida preferiblemente por una secuencia de inicio de la conversién que permite el inicio apropiado
de la conversion, un promotor constitutivo colocado con respecto a la secuencia de proinsulina humana alterada de
forma que sea capaz de promover su trascripcién activando el promotor, y un promotor sensible a la glucosa colocado
con respecto a la secuencia de la proteasa del nucledtido para promover su transcripcién mediante su activacién por el
secretagogo de insulina, la glucosa.

Una construccién especialmente ventajosa de la presente invencion emplea una secuencia de nucleétidos, que
puede ser el ADNCc, que aporta un c6digo para la expresion de la proinsulina humana que se altera para incorporar
lugares de escision escindidos por la proteasa serina como la subtilisina, un promotor de la transcripcion de la secuencia
alterada de nucleétidos de proinsulina humana, una secuencia de nucleétidos que codifica una proteasa humana de
serina como la subtilisina capaz de escindir en los lugares de escision alterados, un promotor regulado por la glucosa
de la transcripcion de la secuencia de nucledtidos de furina, y una secuencia de nucledtidos de inicio de la conversion,
como la secuencia de Kozak de consenso, colocada con respecto a la secuencia de nucleétidos de furina humana para
permitir la conversién apropiada tras la conversién de la misma. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteasa
de serina como la subtilisina puede codificar de forma ventajosa la furina.

En una configuracién de la presente invencién, se dispone de una construccién de dcido nucleico que codifica uno
o mas promotores (LTR)de repeticién terminal larga virica, una secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina
humana que se altera de forma artificial en sus lugares de escisién de la proteasa para acomodar la especificidad de una
proteasa de serina como la subtilisina, estando dicha secuencia de nucledtido de proinsulina alterada bajo el control
de un promotor de LTR; una secuencia de nucledtido que codifica una proteasa de serina como la subtilisina humana,
como la furina; una secuencia de nucleétido de inicio de la conversion, como una secuencia de Kozak de consenso,
colocada operativamente con respecto a la secuencia de nucledtido de furina humana para permitir la conversién
apropiada sobre la transcripcion de la misma; y un promotor que es regulado por la glucosa, como un promotor del
factor de crecimiento transformador @(TGF-a), colocado con respecto a la secuencia de nucledtidos que codifica la
furina humana de manera que promueva su transcripcion. Los amplificadores-promotores LTR pueden ser eliminados
opcionalmente si se desea una construccion no virica.

En otra configuracién de la presente invencion se dispone de una construccién de dcido nucleico para transformar
células que comprende un amplificador-promotor LTR virico, una secuencia de nucledtidos que codifica la proinsulina
humana que se ve alterada artificialmente en sus lugares de escision de la proteasa para acomodar la especificidad de
la furina, estando la secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina bajo el control del amplificador-promotor
virico LTR, un promotor del factor de crecimiento transformador a(TGF-«), una secuencia de nucledtido que codifica
una furina humana flanqueada 5’ por una secuencia de nucledtidos de inicio de la conversién, como una secuencia
de Kozak de consenso, la secuencia de nucleétidos flanqueada, codificada por la furina bajo el control del promotor
(TGF-a), un promotor (SV40) del virus simian 40, una secuencia de nucleétidos que codifica la fosfotransferasa de
neomicina (Neo), la secuencia de nucleétidos de la fosfotransferasa de neomicina que se encuentra bajo el control del
promotor SV40, y un promotor-amplificador virico LTR 3’ de la secuencia de nucleétidos Neo.

Y de nuevo en otra configuracion de la presente invencidn, se dispone de construcciones de acido nucleico tal
como se ha descrito antes, que comprenden ademds un promotor del citomegalovirus (CMV) unido a la secuencia
de nucleétidos que codifica la proinsulina humana que es modificado artificialmente en sus lugares de escision de la
proteasa para acomodar la especificidad de la furina para conducir la expresion constitutiva de la proinsulina humana
alterada. El promotor CMV se enlaza opcionalmente a un promotor-amplificador LTR de manera que la secuencia
cis-reguladora pueda elevar la transcripcidon debida al promotor CMV. En dicha construccién, el promotor CMV se
utilizara para guiar la expresion constitutiva de la proinsulina humana alterada mientras que el promotor-amplificador
LTR se utiliza para aumentar la transcripcién del promotor CMV. El promotor-amplificador LTR puede ser modificado
para mejorar el nivel de expresién de la proinsulina humana alterada (Ver, por ejemplo., Hilberg y cols. PNAS USA
84:5232(1987); Holland y cols., PNAS USA 84: 8662(1987); Valerio y cols., Gene 84:419(1989).

E incluso en otra configuracion preferida de la presente invencion, se dispone una construccién de dcido nucleico
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica proinsulina humana que se ve alterada artificialmente en
sus lugares de escision de la proteasa para acomodar la especificidad de la furina; un promotor CMV enlazado opera-
tivamente para promover la transcripcion de la secuencia de nucleétidos de proinsulina humana alterada; un lugar de
poliadenilacion localizado en 3’ respecto a la secuencia de nucleétidos proinsulina humana, una secuencia de nucledti-
dos que codifica la furina humana; un promotor regulable por glucosa, como el promotor TgF-a, unido operativamente
a la secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana para promocionar su transcripcién al aumentar las con-

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 444 T3

centraciones de glucosa; una secuencia de poliadenilacién localizada en 3’ respecto a la secuencia de nucleétidos que
codifica la furina humana, una secuencia de nucleétidos que codifica un marcador seleccionable, como la fosfotrans-
ferasa de neomicina; un promotor constitutivo como el SV40, unido operativamente a la secuencia de nucleétidos que
codifica el marcador seleccionable para promover su transcripcién; y una secuencia de poliadenilacién situada en 3’
respecto a la secuencia de nucledtidos que codifica el marcador seleccionable.

Como apreciaria un experto en el tema, la presente invencion se puede ampliar a animales transgénicos no hu-
manos y a microorganismos que incorporan las construcciones descritas de acido nucleico y dicha extensién se ha
contemplado aqui. Como también un experto apreciaria, la transformacién de las células diana por las construcciones
de acido nucleico que aqui se describe se puede realizar usando uno o mas vectores. Por ejemplo, en lugar de la incor-
poracion de la construccién de dcido nucleico en un vector y la transformacién de la célula, se podrian transformar las
células con un vector que comprenda una secuencia de nucleétidos que codifique la proinsulina humana que se altere
de forma artificial en sus lugares de escision de la proteasa para acomodar la especificidad de la furina y un promotor
- amplificador unido a la secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina, de manera que sea capaz de promover
/incrementar la transcripcion de dicha secuencia, e incluso otro vector que comprenda una secuencia de nucleétidos
que codifique la furina humana flanqueada 5’ por una secuencia de consenso Kozak, y un promotor-amplificador sen-
sible a la glucosa unido operativamente a la secuencia de nucleétidos flanqueada y que codifica la furina, para poder
promover la transcripcién de dicha secuencia. En una transformacién dual del vector, se preferiria que cada vector
contenga un marcador diferente seleccionable del dominante, que permita la seleccién de una célula diana que ha sido
transinfectada por ambos vectores.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra un pldsmido de expresion que comprende un promotor CMV junto a un promotor-amplificador
LTR conductor de la expresién constitutiva de una proinsulina humana alterada, un promotor TGF-a que promueve la
transcripcion de una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana, y una unidad de marcaje seleccionable
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la fosfotransferasa de neomicina (Neo), cuya transcripcién
es promovida por un promotor SV40 e incrementada por un LTR.

La figura 2 ilustra un pldsmido de expresion de la presente invencién similar a la construccion de la figura 1, pero
donde el orden de los tres genes se altera de forma que la expresion Neo es conducida por la 5’LTR y la expresion de
insulina humana por el promotor CMV.

La figura 3 describe mediante un diagrama la construccién del pldsmido de expresién pLhI*TFSN.

La figura 4 ilustra un pldsmido de expresion de la presente invencién similar a la construccién de la figura 1 pero
que incluye las secuencias de poliadenilacion 3’ respecto a cada gen estructural, y le faltan las repeticiones LTR.

La figura 5 ilustra un pldsmido de expresion no virico que comprende un promotor CMV (1-750) que guia la
expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos que codifica una proinsulina humana alterada (1109-1441) in-
crementado por la poly-A en el extremo 3’ (1630-1636) seguido de Neo (2809-3603), cuya transcripcién es promovida
por un promotor SV40 (2394-2744) e incrementada por el poly-A en el extremo 3’ (3667-3674) y una segunda unidad,
la ampicilina (Amp)(4126-4986) con 1 intron (890-1022)(construccidn superior); y un pldsmido de expresion no virico
que comprende un promotor TGF-a (1-1072) que guia la expresidn constitutiva de una secuencia de nucleétidos que
codifica la furina humana (1108-3492) incrementada por la poly-A en el extremo 3’ (3692-3698), seguida de la higro-
micina B (Hygro)(4856-5893), cuya transcripcion es promovida por un promotor SV40 (4456-4806) e incrementada
por el poly-A en el extremo 3’ (6082-6088) y un segundo marcador, la ampicilina (Amp((6708-7568)(construccién
inferior).

Descripcion detallada de la invencion
1. Definiciones
Las definiciones siguientes se aportan para facilitar la comprension de ciertos términos aqui empleados:

Por “células” se entiende células en cualquier forma, lo que incluye pero no se limita a células retenidas en el
tejido, grupos de células y células aisladas.

Por “estirpe o linea celular” se entiende células capaces de un crecimiento estable in vitro durante muchas genera-
ciones.

Por “clon” se entiende una poblacién de células derivada de una tnica célula o de un ancestro comun por mitosis.
Por “promotor CMV” se entiende un promotor aislado del citomegalovirus (“CMV”), un virus icosahédrico recu-

bierto que contiene ADN doblemente ramificado, y variantes del mismo. El citomegalovirus es del grupo del herpes-
viridae.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 444 T3

Por “secuencia de consenso” se entiende la secuencia de una serie de ADN, ARN o secuencias de proteinas, que
refleja la eleccidon més frecuente de aminodcidos o bases en cada posicion.

Por “promotor constitutivo” se entiende un promotor cuya accién no es regulada por un sustrato.

Por “secuencia de control de la expresion” se entiende una secuencia de ADN que controla y regula la transcrip-
cién y la conversion de otra secuencia de ADN. Una secuencia de codificacién se encuentra “bajo el control” de las
secuencias de control transcripcional y de traslacién en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia
que codifica en el ARNm, que luego se convierte en la proteina codificada por la secuencia codificadora.

Por “material ex6geno” se entiende el material que ha sido introducido en una célula, organismo, etc... Pero se ha
originado fuera de la misma.

Por “casete de expresion” se entiende una construccion de dcido nucleico, generada recombinante o sintéticamente,
con una serie de elementos especificados de dcido nucleico que permiten la transcripcién de un dcido nucleico especi-
fico en una célula diana. Tipicamente, un casete de expresion en un vector de expresién comprende un polinucleétido
unido a secuencias reguladoras de inicio transcripcional que dirigen la transcripcion del polinucledtido en la célula
huésped prevista.

Por “vector de expresion” se entiende un vector que ha sido disefiado para expresar genes clonados en una célula
en particular.

Por “furina” se entiende la endopeptidasa eucaridtica como la subtilisina con una especificidad de sustrato para la
secuencia de consenso Arg-X-Lys/Arg-Arg, y variantes del mismo.

Por “gen” se entiende el grupo de secuencias de ADN que se requieren para producir el polipéptido tinico mencio-
nado. Por ejemplo, por gen “factor 4 de enlace del elemento sensible al dcido abscisico” se entiende la secuencia de
ADn que comprende los exones requeridos para producir el factor 4 de enlace al elemento sensible al dcido abscisico.
Por “gen” se entiende incluir las secuencias de ADN que codifican las variantes del polipéptido.

Por “promotor regulable por glucosa” se entiende un promotor cuya accién es regulable por la glucosa.

Por “insulina” se entiende la insulina y variantes de la misma. Del mismo modo los términos “proinsulina” y
“preproinsulina” se refieren a variantes de la misma.

Por “aislar” un material se entiende cambiar el entorno del material o sacar un material de su entorno original
o ambos. Por ejemplo, cuando un polinucleétido o polipéptido se separa de los materiales coexistentes de su estado
natural, se “aisla”.

Por “secuencia del nucledtido del consenso de Kozak™ se entiende una secuencia de nucledtidos que codifica
el consenso para el lugar de partida trasnacional del ARNm en eucariotes para una conversion eficiente (Kozak,
Nuc.Acid. Res. 12, 3873-3893, 1984).

Por “repeticidn larga-terminal” se entiende secuencias idénticas de ADN, varios cientos de nucleétidos hallados e
cualquier extremo de los transposones y el ADN provirico formado por la transcripcion invertida del ARN retrovirico.
Las repeticiones terminales largas tienen repeticiones invertidas, es decir, secuencias proximas a ambos extremos que
son idénticas cuando se leen en direcciones opuestas. En los provirus, la repeticion terminal larga corriente arriba actia
como un promotor y amplificador y la repeticién terminal larga corriente abajo como un lugar de poliadenilacion.

Por secuencias de nucle6tidos “operativamente unidas” se entiende una yuxtaposicion de tal forma que se mantenga
la funcionalidad de las secuencias. Asi, por ejemplo, una secuencia que codifica “enlazada operativamente” a un
promotor se colocard de manera que el promotor sea capaz de realizar la expresion de la secuencia codificadora.

Por “polinucleétido” se entiende cualquier poliribonucledtido o polideoxiribonucleétido, que pueda ser un ARN
6 un ADN no modificado, o bien un ADN modificado. Tal como se utiliza aqui, “polinucleétido” incluye, sin li-
mitaciéon, ADN o ARN de una o dos ramificaciones, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN de una o
dos ramas, o mds tipicamente de dos ramas, o una mezcla de regiones de doble y simple ramificacién. El término
“polinucleétido” se puede referir ademds a regiones de tres ramas que comprenderdn ARN o ADN o también ADN y
ARN.“Polinucleétido” abarca formas modificadas quimica, enzimédtica o metabdlicamente de polinucleétidos hallados
en la naturaleza, como las formas quimicas del ADN y del ARN caracteristicas de virus y células. El término se entien-
de como que incluye tanto nucleétidos largos como cortos a menudo conocidas como oligonucleétidos y oligémeros.

Por “secuencia promotora” se entiende una region reguladora de ADN capaz de enlazar la ARN polimerasa en una
célula e iniciar la transcripcion de una secuencia codificadora corriente abajo (direccién 3’). En la secuencia promotora
se hallard un lugar de inicio de la transcripcién asi como un dominio de enlace proteinico responsable del enlace del
ARN polimerasa. La regién del nucleétido en la cual se inicia la transcripcidn se conoce como +1, y los nucleétidos
son numerados desde esta posicion con nimeros negativos que indican los nucleétidos corriente arriba y positivos que
indican los nucleétidos corriente abajo.
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Por célula “recombinante” o “genéticamente modificada”

se entiende una célula en la que se ha introducido un gen recombinante por la accién del hombre. Los genes
introducidos de forma recombinante pueden estar en la forma de un gen de ADNc (es decir, le faltan intrones), una
copia de un gen gendmico (es decir, incluye intrones con los exones), genes producidos por medios sintéticos, y/o
puede incluir genes colocados de forma adyacente a un promotor, o bien unidos operativamente a él, no asociados de
forma natural con el gen introducido.

Por “replicon” se entiende cualquier elemento genético (es decir, pldsmido, cromosoma, virus) que funciona como
una unidad auténoma de replicacién del ADN in vivo, es decir, capaz de replicarse bajo su propio control.

Por “secretagogo” se entiende una sustancia que induce a la secrecién de las células.

Por “gen estructural” se entiende un gen que codifica un producto (es decir, un enzima, proteina estructural, ARN
t) en oposicion a un gen que presta un papel regulador.

Por promotor “SV40” se entiende el promotor del virus simian 40, un pequefio virus tumoral que contiene ADN
del grupo del papovavirus y variantes del mismo.

Por “cantidad terapéuticamente activa” se entiende una cantidad suficiente para reducir una situacién de forma
positiva desde el punto de vista clinico.

Por “célula transformada” se entiende una célula en la que se ha introducido ADN exdgeno o heterégeno. E1 ADN
transformador puede estar integrado o no (formando enlace covalente) en el ADN cromosémico formando el genoma
de la célula. E1 ADN transformante se puede mantener en un elemento episomal como un plasmido.

Por “TGF-a” se entiende el factor de crecimiento del polipéptido de 50 aminodcidos originalmente aislado de
las células de roedor transformadas viralmente que contiene un dominio tipo EGF y se une al receptor EGEF, y a los
variantes del mismo, de manera que el polipéptido estimula el crecimiento de las células endoteliales microvasculares
y de variantes de las mismas.

Por “transfeccion” se entiende la introduccion de una secuencia de acido nucleico en una célula diana.

Por “factor de crecimiento transformador” se entiende una proteina secretada por células transformadas que puede
estimular el crecimiento de células normales.

Por “secuencia de nucleétidos de inicio de la conversion” se entiende una secuencia de nucleétidos que codifica el
lugar de inicio para la conversiéon del ARNm.

Por “variante” se entiende una secuencia, como un polinucleé6tido o polipéptido, que difiere de otra secuencia, pero
mantiene las propiedades esenciales de la misma, es decir, propiedades por las cuales se utiliza la secuencia en su apli-
cacién (por ejemplo, promueve la expresion, escinde un enlace, etc.). Por ejemplo, una variante de un polinucleétido
puede diferir en la secuencia de nucledtidos en una o mds sustituciones, adiciones y anulaciones, del polinucleétido de
referencia. Por “variante” también se entiende que incluya un fragmento de una secuencia de longitud completa que
retenga las propiedades esenciales.

Por “vector” se entiende un replicén, como un pldsmido, fago, fagémido o césmido, utilizado para la transfor-
macion de la célula en la manipulacién genética. Los vectores pueden incluir moléculas de nucleétidos de fuentes
distintas que se habrdn cortado y enlazado artificialmente.

2. Construccion

La presente invencién supera muchos de los problemas asociados a métodos del modelo anterior para mejorar
el estado del diabético. Utilizando combinaciones tnicas de secuencias de ADN diferentes, la presente invencién
permite que una construccién de dcido nucleico se pueda utilizar para transformar las células, en particular las células
somaticas, para segregar insulina de forma regulada por la glucosa.

La presente invencidn describe una construccién de 4cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos
que se ve alterada para obtener la expresion de una proinsulina humana que tiene lugares de escision de la proteasa
alterados de su estado natural, con el fin de tener una mayor afinidad por una proteasa humana que tenga actividad en
el lugar de escision de la proteasa alterada, una secuencia de nucledtidos que codifique la proteasa humana, de forma
que la secuencia de nucleétidos que codifique la proteasa humana sea precedida por una secuencia de nucleétidos de
inicio de la conversién para un inicio apropiado de la conversion, un promotor constitutivo colocado con respecto al
promotor alterado sensible a la glucosa de forma que sea capaz de promover su transcripcion activando el promotor,
y un promotor sensible a la glucosa colocado con respecto a la secuencia de nucleétidos para codificar la proteasa
humana con el fin de promover su transcripcion que se activara por la glucosa.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 444 T3

En una configuracién, la presente invenciéon comprende un promotor para guiar la expresion constitutiva de la
secuencia de nucledtidos alterada de la proinsulina humana del lugar de escisién. El promotor constitutivo puede ser
cualquier promotor util en las construcciones de la presente invencién para guiar la expresion de una insulina escin-
dible por la furina que incluya pero no se limite a: citoma-galovirus (CMV), fosfoglicerato cinasa (PGK) y factor de
elongacién 1 (EF1). Otros promotores utiles en las construcciones de la invencién se determinardn mediante métodos
conocidos, como el radioinmunoanalisis de insulina. El promotor constitutivo se une operativamente a un amplifica-
dor, como el promotor “LTR” que eleva los niveles de su transcripcién. Sin embargo, dicho promotor-amplificador
se puede evitar cuando se desea una construccién no virica. La expresion de la proinsulina humana alterada se puede
mejorar ademds por poliadenilacion del extremo 3’ de la secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana
alterada.

La proteasa humana que comprende los lugares de escisién de la proteasa de proinsulina humana alterada es
preferiblemente una proteasa de serina tipo la subtilisina, preferiblemente la furina. La expresion de la proteasa humana
se puede mejorar de forma significativa incorporando una secuencia de nucleétidos de inicio de la conversién colocada
en 5’ respecto a la secuencia de nucledtidos que codifica la proteasa de serina tipo subtilisina de manera que mejora
la conversion. Una secuencia de nucledtidos de inicio de la conversion preferida es un nucleétido que codifica la
secuencia de consenso de Kozak o una variante de la misma. La adicién de poly-A al extremo 3’ de la secuencia de
nucledtidos que codifica la serina tipo subtilisina humana se ha considerado también para mejorar la expresion.

Un promotor regulado por la glucosa preferido es un promotor del factor de crecimiento transformador. El promotor
TGF-a ha resultado ser especialmente ttil en la expresion regulada de la glucosa de las proteasas de serina humanas
tipo la subtilisina, en particular la furina.

La construccién comprende preferiblemente una secuencia de nucledtidos que codifica un producto que permite
la seleccion fécil de células transformadas. Por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica la neomicin fos-
fotransferasa (“Neo”) se puede incorporar a la construccién permitiendo la seleccién de células transformadas por el
crecimiento en un medio que contiene neomicina. La conversién Neo se puede promover mediante un promotor, como
el promotor del virus simian 40 (SV40). La actividad del promotor se puede incrementar de un modo favorable por
la unién operativa del promotor a un promotor/amplificador como el LTR (secuencias de LTR se evitardn cuando se
desee una construccién no virica). La poliadenilacién en el extremo 3’ de la secuencia de nucledtidos que codifica el
Neo se puede emplear para incrementar la expresion del Neo.

Segtin entenderia el experto en la materia, el orden de las secuencias de nucle6tidos y promotor en las construc-
ciones de la presente invencion se puede modificar, por ejemplo, la expresion del marcador puede ser guiada por el
5’LTR o el SV40, es decir, pLChI*ThFSN 6 pLNChI*ThF.

3. Expresion de insulina en estirpes celulares transformadas

Las construcciones de dcido nucleico anteriormente descritas se pueden usar para transformar células con el fin
de crear insulina que exprese las estirpes celulares. En general, se puede emplear cualquier sistema o vector ca-
paz de expresar los polipéptidos de la construccién de dcido nucleico. La introduccién de la construccion se puede
efectuar mediante cualquiera de los métodos conocidos por los expertos, tal como se ha descrito por ejemplo en Sam-
brook y cols., Molecular Cloning: Un Manual de laboratorio, 2d Ec., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor
N.Y.(1989). Como entenderia el experto, dichos métodos incluyen sin limitacién alguna, la transfeccion de fosfato de
calcio, la transfeccién mediada por el dextrano DEAN, la microinyeccion, transfeccion catiénica mediada por lipidos,
Electroporacién, transduccidn, carga del raspado, introduccidn balistica o infeccion.

La proinsulina humana puede verse alterada en sus lugares de escision de la proteasa usando técnicas conocidas
por los expertos en el tema, como una mutagénesis dirigida al lugar (usando, por ejemplo, Unique Site Elimination
Mutagenesis Kit, Pharmacia). Una secuencia de ADNc humana que codifica la proinsulina se puede obtener, por ejem-
plo, del plasmido pCHI-I (Bell y cols., Nature 282:525(1979)) por la reaccién en cadena de la polimerasa (“RCP”).
Los lugares de escision de la furina (Arg-X-(Lys/Arg)-Arg) se pueden introducir en ambas uniones B-C y C-A tal
como se ha descrito en Gros y cols., Human Gene Therapy 8:2249(1997). Un cambio de His-10 a Asp en el péptido B
también se realiza preferiblemente para incrementar la estabilidad del producto de insulina madura (See, Grosk-reutz
y cols., J. Biol. Chem. 269:6241(1994)).

En una configuracién preferida, la construccién es clonada en un plasmido. Los vectores de expresioén viricos
también se pueden usar.

Groskreutz y cols., J. Biol. Chem. 269:6241 (1994) han informado previamente que cuando una estirpe celular
renal humana 293 (“HEK-293) transformada por un adenovirus, es transformada con un pldsmido que codifica la
proinsulina humana alterada que tiene lugares de escisidn de furina, se podria obtener insulina madura, debido presu-
miblemente a la furina presente en la via secretora constitutiva. Sin embargo, los autores no pudieron certificar si esta
escision era debida a la furina o a otra proteasa producida por la HEK-293, por ejemplo, la PACE4 (PACE4 es furina).

Vollenweider y cols., Diabetes 44:1075(1995), han descrito la co-transfeccién, usando el método de precipitacion
del fosfato de calcio. (Gram. y cols., Virology 52:456(1973))Células de rifion de mono (COS-7) con un primer pldsmi-
do que codifica la proinsulina humana alterada para incorporar lugares de escision de la furina, y un segundo plasmido
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que codifica la furina de ratén. Cuandp se utilizaba el primer plasmido sélo para transformar las células COS-7, la
proinsulina era la forma inmunoreactiva principal detectada. Sin embargo, cuando ambos pldsmidos se co-transfec-
cionaban, la insulina madura era la forma inmunoreactiva principal detectada. Cuando la co-transfecciéon conduce a
células co-transformadas que expresan la furina de proteasa exdgena, la mayoria (>60%) de forma inmunoreactiva
observada era insulina totalmente procesada (“madura”).

Recientemente, Barry y cols., Human Gene Therapy 12:131(20 de enero, 2001) han informado de la construccion
de un vector que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana alterada en sus lugares
de esciion de la proteasa para permitir la expresion de una proinsulina humana escindible por la furina, un promotor
virico LTR que conduce a la expresién constitutiva de la proinsulina human escindida por la furina, una secuencia de
nucledtidos que codifica el ADNc de furina de ratén, un promotor del factor de crecimiento transformador humano «
de la transcripcién del ADNc de furina de ratén, y una secuencia de nucleétidos seleccionable que codifica el fosfato
de neomicina bacteriano, siendo la transcripciéon de dicha secuencia de nucledtidos promovida de forma constitutiva
por un promotor SV40 y amplificada por un promotor-amplificador LTR. Cuando dicha construccién se usaba para
transformar el musculo liso vascular, las células transformadas segregaban tanto proinsulina como insulina madura.
Las ratas diabéticas que reciben células que secretan insulina, transformadas con dicha construccién requieren signifi-
cativamente menos insulina para obtener unos niveles normales de insulina. Se observaba un aumento de casi 3 veces
en la secrecion de insulina madura en un medio con un nivel bajo de glucosa en comparacién con las células que creen
en un medio con nivel alto de glucosa.

La presente invencién mejora enormemente los niveles de expresion de insulina madura y el grado de sensibilidad
de la glucosa de las células transformadas frente a las construcciones y sistemas de Groskreutz y cols., J. Biol. Chem.
269:6241(1994), Vollenweider y cols., Diabetes 44:1075(1995) y Barry y cols., Human Gene Therapy 12:131(20 de
enero, 2001).

En un aspecto de la presente invencion, los inventores han descubierto de forma inesperada unos niveles de in-
sulina: proinsulina significativamente incrementados, producidos por células transformadas con construcciones de
proinsulina: furina que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina bajo el control de un
promotor constitutivo, y una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana bajo el control de un promotor
regulable por la glucosa.

Con respecto a la secuencia de nucleétidos de furina de murina de pLHI*TFSN (Barry y cols., Human Gene The-
rapy 12:131(2001)) derivada de pSVLFur (American Type Culture Collection (“ATCC”)), los actuales inventores han
descubierto de forma inesperada una secuencia de aproximadamente 300bp en el extremo 3’ de la presunta secuencia
de genes que no equivale al codigo para la furina de murina. Dicha secuencia de par de bases objeto de andlisis se
distinguia por incluir partes de la region que codifica el gen de luciferasa que comprendian un lugar de inicio ATG adi-
cional. Se cree que la incorporacion del lugar ATG extra ha disminuido la eficacia en la transcripcion. La eliminacién
de la secuencia de aproximadamente 300bp mejoraba sustancialmente la conversién de proinsulina en insulina madu-
ra. Tras la retirada de la secuencia el vector que comprende la secuencia de nucle6tidos que codifica la furina de ratén
producia insulina madura en las células HEK-293T a aproximadamente el mismo nivel que la misma construccién que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana.

Otra mejora en la produccién de insulina madura se podia observar al enlazar operativamente un fuerte promotor
a la secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina alterada, en particular el promotor CMV. La unién opera-
tiva del promotor CMV al promotor-amplificador LTR daba lugar a grandes aumentos en la produccién de insuli-
na madura con respecto a las células transformadas. El grado de este cambio era totalmente inesperado (superior a
100 veces).

Volviendo a la figura 1 se observa un vector de expresién de la presente invencién (conocido como pLChI*ThFSN)
util para transformar células donde:

L es un promotor-amplificador de 5°’LTR;
- C es un promotor de CMV

- hl* es un ADNc que codifica la proinsulina humana alterada de manera que tiene lugares de escisién de la
furina en sus uniones B-C y C-A y lleva una variante H10D;

- T es un promotor de TGF-a humano o de murina;
- hF es una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana;
- S es un promotor de SV40; y

- N es una secuencia de nucleétidos que codifica la neomicin fosfotransferasa, un gen marcador selecciona-
ble.
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Como se puede ver en la tabla I, el vector de expresion de la figura 1 cuando se transinfectaba en células HEK-
293T que crecian en DMEM con un suplemento de un 10% de un medio de FBS daba lugar a una concentracién de
insulina madura en el medio que aumentaba en dos érdenes de magnitud si se compara con el vector de Barry y cols.
(Human Gene Thrapy 12:131(2001)) siempre que dicha construccién se disefiaba para expresar la furina humana o
de murina. Una representacion en forma de diagrama del pLhl*TFSN se fija cuarta en la fig. 3, donde la INS es una
secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana alterada para tener los lugares escindibles por la furina
en sus uniones B-C y C-A y tener una variante H10D. Lafurina es la secuencia de nucledtidos para la furina humana
y el Peor es la secuencia de nucleétidos que codifica la neomicin fosfotransferasa.

TABLA 1
VECTOR CONCENTRACION DE INSULINA EN EL MEDIO

pLhl*TmFSN 17 plu/ml
pLh1*ThFSN 12 plu/ml
pLChl*ThFSN 1360 plU/ml
pLChl*ThFSN 1653 plu/ml
pLNChl*6 (madre , 14 plu/ml
no furina)

pLNChl*6, 1 299 plu/ml
pLNCh1*6, 2 316 plu/ml
pLNCh1*6, 4 305 plU/ml
pLNCh1*6, 6 589 plU/ml

La figura 2 ilustra un pldsmido de expresion de la presente invencién (conocido como pLNChI*ThF) similar a
la construccién de la figura 1, pero donde se altera el orden de los tres genes de manera que la expresiéon Neo es
conducida por el 5’LTR y la expresion de insulina humana es guiada por el promotor CMV. Como se puede ver en la
tabla I, los vectores de expresion de la figura 2 cuando se transinfectan en células HEK-293T que crecen en un medio
DMEM complementado con un 10% de medio de FBS, tienen una concentracion de insulina madura en el medio que
ha aumentado de 21 a 42 veces si se compara con el pLNChI* 6 (madre, no furina) y de al menos 17 veces si se
compara con el vector de Barry y cols.

Los presentes inventores han disefiado ademds una construccién no virica a la que le faltan las secuencias LTR,
que produce cantidades significativamente superiores de insulina madura que los vectores retroviricos de Barry y
cols., Human Gene Therapy 12:131(2001). En dicha construccidn, existe: (a) un casete de expresion de la proinsulina
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la proinsulina humana alterada para incorporar lugares
escindidos por la furina en sus uniones B-C y C-A, un lugar de poliadenilacion 3’ respecto a la secuencia de nucleétidos
de proinsulina humana alterada y un promotor enlazado operativamente a la secuencia alterada de nucledtidos de
proinsulina humana; (b) una casete de expresion de la furina humana que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la furina humana, capaz de escindir los lugares alterados de la proinsulina codificada por la casete de expresion
de la proinsulina, un lugar de poliadenilacién 3’ respecto a la secuencia de nucleétidos de proinsulina humana alterada
y un promotor; y (c) un casete de expresion del marcador seleccionable que comprende una secuencia de nucleétidos
que consta de un marcador seleccionable, y un promotor de dicho marcador seleccionable. En una configuracién el
promotor que dirige la expresion de la proinsulina humana alterada es el CMV. En otra configuracién, el promotor
que dirige la expresion de la furina humana es TGF-a. En una configuracién preferida, el marcador seleccionable es
la neomicin fosfotransferasa, que permitird que las células crezcan en un medio de cultivo que comprenda G418. En
otra configuracién preferida el promotor del marcador seleccionable es el SV40. Se prefiere ademds que la secuencia
marcador seleccionable vaya seguida 3’ por un lugar de poliadenilacién.
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Volviendo a la fig. 4, se muestra un vector de expresién de la presente invencién (conocido como pcDNA-
ChI*ThFSN) util para transformar las células donde:

- C es un promotor de CMV

- hl* es el ADNc que codifica la proinsulina humana alterada de manera que presenta lugares que escinde la
furina en sus uniones B-C y C-A y lleva una variante H10D;

- T es un promotor de TGF-a humano o de murina;
- hF es una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana;
- S es un promotor de SV40;

- N es una secuencia de nucledtidos que codifica la neomicin fosfotransferasa, un gen marcador selecciona-
ble; y

- SV40 polyA son secuencias de poliadenilacién.

Como se puede ver en la tabla II, mientras no existian lugares LTR en la construccién que sirvieran como promo-
tores/amplificadores viricos y lugares de inicio de la transcripcion, la produccién de insulina en las células HEK-293T
en el medio de cultivo tisular era del orden de tres veces la observada con la construccién de Barry y cols. (Human
Gene Therapy 12:131(2001)) siempre que la construccién se preparara para expresar la furina humana o de murina.

TABLA 11
VECTOR CONCENTRACION DE INSULINA EN EL MEDIO
pLh1*TmFSN 17 plU/ml
pLh1*ThFSN 12 plu/ml
pcDNACh1*ThFSN 40 plUu/ml
pcDNACh1*ThFSN 59 plU/ml
PcDNACh1*ThFSN 60 plu/ml

Los actuales inventores han disefiado ademds construcciones no viricas que comprenden un casete de expresion
de la proinsulina y construcciones no viricas que comprenden una casete de expresion de la furina humana (fig. 5).
En una construccién de proinsulina, la casete de expresion de la proinsulina comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica la proinsulina humana alterada para incorporar los lugares escindidos por la furina en sus uniones B-
C y C-A, un lugar de poliadenilacién 3’ respecto a la secuencia de nucledtidos de proinsulina humana alterada, un
promotor enlazado operativamente a la secuencia de nucleétidos de proinsulina humana alterada; y una o mas casetes
de expresion del marcador que comprenden una secuencia de nucleétidos que consta de un marcador seleccionable,
y un promotor de dicho marcador seleccionable. En una construccién de furina, el casete de expresion de la furina
humana comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la furina humana capaz de escindir los lugares alterados
de la proinsulina codificada por el casete de expresion de la proinsulina, un lugar de poliadenilacién 3’ respecto a la
secuencia de nucledtidos que codifica la furina humana y un promotor; y uno o mas casetes de expresion del marcador
seleccionable que comprenden una secuencia de nucleétidos que comprende un marcador seleccionable, y un promotor
de dicho marcador. Preferiblemente, las construcciones comprenden uno o mas lugares de poliadenilacion.

Las construcciones que comprenden la casete de proinsulina alterada pueden ser ttiles para determinar la capaci-
dad de un promotor en particular para guiar la expresion del gen de insulina. Ademds, la construccién que comprende
el casete de proinsulina alterado o la furina puede ser usada para afiadir copias de uno u otro gen a las células selec-
cionadas. Por ejemplo, se pueden seleccionar células por su resistencia a un marcador, por ejemplo, denticina (G418),
conferida por la transfeccién del plasmido h1* y un marcador diferente, por ejemplo, la higromicina B, conferida por la
transfeccion del pldsmido de furina. Los pldsmidos se pueden crear de manera que el o los marcadores seleccionables
en cada construccién puedan ser reemplazados por un marcador alternativo. Los marcadores seleccionables incluirdn
pero no se limitardn a: denticina, higromicina B, puromicina, zeocina y ampicilina. Los pldsmidos que comprenden la
casete de proinsulina alterada o la furina pueden ser transinfectados en células ya resistentes a un marcador diferente
para generar células que multipliquen copias del hl* o de genes de furina.
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Como se puede ver en la tabla III, la expresién de insulina se guiaba por los promotores siguientes: CMYV, fosfo-
glicerato quinasa (PGK) y factor de elongacién 1 (EF1), mientras que el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
promotor de insulina humana (HIP) y la fosfoenolpiruvato cinasa (PEP) tenfan poco efecto.

TABLA III
VECTOR Conc.insulina en Conc.insulina Conc.insulina Conc.insulina
un medio pIvu/ml en un medio en un medio en un medio
U208, 24h uIuU/ml U20S,48h | pIu/ml HEK- pIU/ml HEK-
293T, 24h 293T, 48h

PEGFP (N) <4 <4 <4 <4

pCMVh1* (N) 110 199 35 436

pPGKh1* (N) 111 198 28 366

pEFIhl* (N) 77 139 324 3653

pHIPh1* (N) <4 <4 <4 <4

pPEPh1* (N) <4 <4 <4 <4

Ejemplo 1

Generacion de pLhl*ThFSN

Un vector que comprende el gen de furina de murina, pLhl1*TFSN (fig. 3) se obtenia de William R. A. Osborne,
The University of Washington, Seattle, W.A. El ADNc de furina humana se compraba en ATCC.

En pLhI*TFSN, la insulina humana escindible por furina (h1*) es conducida por el 5’LTR (L) virico. La secuencia
de codificacién natural de la insulina humana se altera para insertar los lugares que serdan escindidos por furina y
obtener la insulina que se enlaza con mayor afinidad a los receptores de insulina (variante H10D). La insulina alterada,
conocida como hl*, es producida de forma constitutiva como pro-insulina biolégicamente inactiva, que es procesada
para ser insulina activa mediante el tratamiento proteolitico por furina de murina (mF). La expresién de mF depende
de la concentracién de glucosa puesto que es conducida por el promotor TGF-alfa sensible a la glucosa. Este vector
también contiene el gen de neomicin fosfotransferasa dirigido por el promotor SV40 para seleccionar las células
transducidas.

Con la secuencia de pLhI*TFSN se observaba que existia una secuencia no definida antes del primer lugar de inicio
(ATG) de mF. Posteriormente se descubria que en esta secuencia no definida existen al menos dos codones ATG antes
de iniciar el ATG para la conversiéon de furina. Esto aflade mds marcos de lectura abiertos (ORFs) que estdn bajo el
control del promotor TGF-alfa. Esto podria conducir potencialmente a la expresién subdptima de mF. Se ha llevado a
cabo una estrategia para eliminar esta secuencia no definida y sustituir mF por hF.

El pLhI*TFSN se digeria con BamH1 y Sall. Se obtenfan cinco (5) fragmentos: 6226:pLhl*TFSN:BamHI(6021)-
Sall(2013); 2406:pLhlI*TFSN:BamHI(2814)-BamHI(5220); 801:pLhl*TFSN:BamHI(5220)-BamHI(6021); 778:
pLhI*TFSN: Sall(2036)-BamHI(2814);23:pLhI*TFSN:Sall(2013) -Sall(2036). El fragmento 6226bp que contiene
SN, 3° LTR, la columna retrovirica y 5’LTR y se aislaba la insulina humana escindible por furina. Luego el frag-
mento se desfosforilaba para su uso como un vector.

La furina humana se amplificaba en PCR usando ADNc de furina humana del ATCC como un patrén:

e hfurina (cebador delantero)(un cebador que contiene Sall(GTC GAC) y SnaB1 (lugares de restriccién (TAC
GTA) asi como secuencia Kozak, CCACCATGG:

5’ AAA GTC GAC TAC GTA CCA CCATGG AGC TGA GGCCCTT3 (SEQIDNO:1)
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e hfurina (cebador invertido)(un cebador que contiene Bcll(TGA TCA y BsiWI (lugares de restricciéon (CGT
ACG):

5" AAA TGA TCA CGT ACG TCA GAG GGC GCT CTG GTCTT 3* (SEQID NO: 2)

El producto se amplificaba en PCR y se purificaba y luego se digeria con Bcll y Sall, y se subclonaba en el
fragmento 6226 digerido- BamHI/Sall de pLhl1*TFSN generado antes, para generar un plasmido pLhlI*hFSN, sin el
promotor TGF-alfa. Este se digeria con Clal/Sall o Clal/SnaBl, se purificaba en gel y la fosfatasa se utilizaba como
fragmento receptor en la etapa siguiente.

El promotor TGF-alfa se amplificaba en PCR usando pLhl*TFSN como un patrén o molde.

e TGFpl (cebador delantero) (un cebador que contiene los lugares de restricciéon Clal (ATC GAT) y Hpal(GTT
ACC):

5" AAA ATC GAT GTT AAC AGC TCC GGG TCA CTG GAG AA 3 (SEQID NO: 3)

e TGFp2 (cebador invertido) (un cebador que contiene los lugares de restricciéon Sall (GTC GAC) y SnaBI(TAC
GTA):

5 AAA GTC GAC TAC GTA GGC GGA GCG CCG CGG TG 3 (SEQID NO: 4)

El producto se amplificaba en PCR y se purificaba y luego se digeria con Clal y Sall o Clal y SnaBl. Luego se
subclonaba en el Clal/Sall 6 Clal/SnaB1- pLhI*hFSN, para generar un pldsmido pLhl1*ThFSN (fig.3). La construccién
se generaba usando esta estrategia, se revisaba la secuencia y se verificaba la produccién de insulina en las células
HEK-293T en las transfecciones efimeras. Los resultados de las transfecciones efimeras se han descrito en la tabla I.

Ejemplo 2
Generacion de pLChl*ThFSN

La insulina mutante humana se subclonaba en el vector pcDNA 3.1 (InVitrogen), en el cual la insulina humana se
expresaba bajo el promotor (pcDNAChI*pA) del citomegalovirus (CMV), conteniendo el vector un lugar polyA en
el extremo 3’. Esta construccién, cuando se expresaba de forma efimera en las células HEK-293T, producia niveles
muy superiores de la produccién de insulina. El vector pLhI*ThFSN se modificaba luego para guiar la expresion de la
insulina human bajo el control del promotor CMV tal como sigue:

pcDNA-Chl* se digeria con Mfel y EcoRV. Este digesto resultaba en dos fragmentos: 4642:pCDNA-Chl*:EcoRV
(1312)-Mfel(162); y 1150:pCDNA-Chl*:Miel(162)-EcoRV(1312). El fragmento 1150 bp se aislaba, dicho fragmento
contenia el promotor CMV e insulina humana.

pLh1*ThFSN se digeria con EcoRI, que daba lugar a dos fragmentos tal como sigue: 9360:pLhl*ThFSN(BI16.1.1)
:Hpal(2012)-EcoRI(1645); y 367:pLhl* ThFSN(B16.1.1): EcoRI(1645)-Hpal(2012). El fragmento 9360 bp se aislaba,
dicho fragmento contenia todo el vector que excluye la insulina humana. Este fragmento se desfosforilaba y se usaba
como fragmento receptor para clonar en el fragmento 1150 bp de pcDNAChI*. La construccién generada usando esta
estrategia se designaba pLChI*ThFSN. La secuencia se revisaba y se comprobaba la produccién de insulina en las
células HEK-293T en las transfecciones efimeras. Los resultados de las transfecciones efimeras se describen en la
tabla I.

Ejemplo 3

Generacion de un vector no virico

X un v viri uenci i i0 u u i
Para expresar los tres genes en un vector no virico cada secuencia de codificacion se flanqueaba por una sefial
polyA en el extremo 3’ de la secuencia codificadora.

La furina humana amplificada en PCR se subclonaba en pcDNA3.1 para producir pcDNAhF. La furina humana se
amplificaba en PCR usando ADNc de furina humana del ATCC como patrén.
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Los cebadores eran los siguientes:

o hfurina (cebador delantero)(el cebador contiene Sall(GTC GAC) y SnaB1 (lugares de restriccién (TAC GTA) asi
como secuencia Kozak, CCACCATGG:

5" AAA GTC GAC TAC GTA CCA CCATGG AGCTGA GGCCCTT3 (SEQIDNO: 1)

e hfurina (cebador invertido)(este cebador contiene Bcll(TGA TCA) y BsiWI (lugares de restriccién (CGT ACG):

5" AAA TGA TCA CGT ACG TCA GAG GGC GCT CTG GTCTT 3> (SEQID NO: 2)

El producto amplificado en PCR se purificaba y luego se digeria con Bcll y SnaBl que se subclonaba en el
BamHI/EcoRV- pcDNA3.1 digerido, para generar una construcciéon pcDNAhF.

El promotor “poly-A-TGF-alfa” se subclonaba en pcDNAChI*. E1 pCMVhI*ThFSN3.1 se digerfa con Sall, lo que
daba lugar a los siguientes fragmentos:

7000:pCMVM*ThF SN 3.1:Sall(2670)-Sall(1074)
1596:pCMVhI*ThF SN 3.1:Sall(1074)-Sall(2670)

El fragmento 1569 bp, que incluia el lugar SV40 polyA y el promotor TGF-alfa, se aislaba. El fragmento 1596bp se
subclonaba luego en pcDNa Chl* en una clonacién no direccional (es decir, el afiadido puede ir en cualquier direccion,
que pueda ser identificada por los digestos de restriccion)para dar lugar a pcDNAChI*T, con un lugar polyA entre hl*
yT.

El pcDNAMF de antes se digeria con Notl y Afill, lo que daba fragmentos del modo siguiente:
5356:pcDNAQF2:Afl11(3368)-Notl(928)

2440:pcDNAQF2:NotI(928)-Afll1(3368)

Se aislaba el fragmento 2440bp que contiene la region codificadora de furina.

El pcDNAChHI*T se digeria con Notl y Aflll para abrir el vector, la fosfatasa, y el fragmento de furina 2440 bp se
subclonaba en el vector para producir pcDNAChI*ThF(fig. 4), con lugares polyA en el extremo 3’ y de cada hl* y hF.
El SN-poly presente en el original vector, el pcDNA3.1 estd en el extremo 3’ de hF. El vector se analizaba mediante
digestos de restriccion y luego se verificaba en transfecciones efimeras en células HEK-293T.

Ejemplo
Transfeccion efimera de la estirpe celular HEK-293T
Los reactivos Effectene (Qiagen Inc., Valencia, CA) se utilizaban para transfeccionar la célula.

Las células se contaban y ajustaban en 2,5 x 10° células/ml. Las células se colocaban en placas para células de
1,0 ml para 2,5x10° células/60 mm de crisol y el volumen del medio se enrasaba a 4,0 ml. Se dejaba que las células
se adhirieran durante la noche hasta una confluencia del 40-60%. El medio se retiraba de las células para reducir
el volumen a 1,5 ml en la placa. Un ug de ADN se afiadia a un total de 150 ul de tampén de condensacion de
ADN (tampdn EC, Qiagen Inc.) en un microtubo estéril. Ocho microlitros de amplificador (Qiagen Inc.,)se afiadian al
tamp6n ADN/EC, se inclinaba durante 1 segundo y se incubaba de 2-5 minutos a temperatura ambiente (RT).

Veinticinco microlitros de Effectene™ se afiadian a cada tubo y se agitaba durante 10 segundos. y los tubos se
colocaban a temperatura ambiente durante 5-10 min. Luego se afiadia un mililitro de medio y la mezcla resultante
se pipeteaba arriba y abajo 2 veces; la mezcla de ADN se afiadia gota a gota sobre las células. El crisol se agitaba y
las células volvian a 37°C/5% CO,. Los complejos se retiraban a las 4 horas, y se afiadian 2 ml de medio nuevo. Las
células se cultivaban durante 24 y 48 horas y se evaluaba la insulina en los sobrenadantes.

Tal como lo entienden los expertos en la materia, muchas estirpes celulares manipuladas genéticamente no segregan
suficiente insulina para ser terapéuticas o bien las producciones de insulina no se regulan de forma apropiada. La
mayoria de lineas celulares que han mostrado algiin grado de produccién de insulina regulada por la glucosa han
empleado un promotor sensible a la glucosa para regular de forma transcripcional el gen de insulina directamente. El
método de los actuales inventores ha sido el de manipular las células usando los vectores descritos antes para regular la
produccion de insulina al nivel del tratamiento de la pro-insulina antes que al nivel de la transcripcion de insulina. Las
células transformadas con dichas construcciones no solamente segregan insulina madura, sino que ademds producen
el péptido C que se sabe posee vasculatura y funciones neurolégicas.
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Debido a las desventajas de la inmunosupresion que se lleva a cabo en el modelo anterior para prevenir la accién de
defensa del huésped contra las células exdgenas que producen insulina, los actuales inventores han decidido percibir
las estirpes celulares humanas que se adaptan al crecimiento en unos dispositivos de inmunoaislamiento.

Los dispositivos de inmunoaislamiento son aparatos disefiados para ser implantados en un organismo que tienen
una estructura para alojar células de manera que permiten la difusién de nutrientes y el contacto de los factores tera-
péuticos segregados por el huésped con las células pero eso protege las células del ataque inmunitario del huésped. Se
han propuesto numerosos aparatos de inmunoaislamiento. La patente americana nr. 5.869.077 a Dionea y cols. (Fecha
de edicion: 9 de febrero de 1999) describe un vehiculo biocompatible inmunoaislante adecuado para el implante a
largo plazo en individuos que consta de un nicleo que contiene una mitad biolégica, como una célula, suspendida en
un medio liquido o inmovilizada en un hidrogel o matriz extracelular y una region periférica de matriz o membrana
preselectiva que no contiene la mitad biolégica aislada, y que protege la mitad bioldgica del ataque inmunolégico
pero tiene un peso molecular medio (preferiblemente 50 kD a 2000 kD) que permite el paso de moléculas entre el
paciente y el nicleo. La cubierta de dicho aparato se puede fabricar a base de materiales como el cloruro de polivini-
lo, poliacrilonitrilo, polimetilmetacrilato, polivinildifluoruro, poliolefinas, polisulfonas y celulosas. Del mismo modo,
la PCT/US99/08628 a Powers y cols. muestra dispositivos de inmunoaislamiento que comprenden revestimientos de
alginato y células sembradas en fibras semipermeables. Un dispositivo disponible en el comercio para el inmunoaisla-
miento implantable es TheraCyte® (TeraCyte Inc., Irving, California). El dispositivo se ha disefiado para el implante
subcutdneo o intraperitoneal y se dice que facilita los transplantes de células xenogénicas sin inmunosupresion y
protege los transplantes xenogénicos con la inmunosupresion convencional. El dispositivo consta de una membrana
vascularizante externa de politetrafluoretileno (PTFE) de 15 um de grosor y que tiene un tamafio de poro de 5 um, y
de una membrana interna de PTFE, impermeable a la célula, de 30 um de grosor y que tiene un tamafio de poro de 0,4
um. La membrana externa se dice que es vascularizante, y por ello previene el problema frecuente de la encapsulacion
fibrética que habitualmente hallamos en los dispositivos bioimplantables.

Los actuales inventores han identificado numerosas estirpes celulares humanas que se adaptan bien al cultivo in
vitro y a la modificacién genética, y que se adaptan también al crecimiento en dispositivos de inmunoaislamiento.
Estas células comprenden pero no se limitan a:

TABLA IV
NOMBRE DE TIPO DE TEJIDO NOMBRE DE TIPO DE TEJIDO
LA CELULA LA CELULA
HEPM Mesénquima pa- CRL-1486 Fibroblasto
latal
U-20S Hueso HTB-96 Epitelial
A-498 Rifidén HTB-44 Epitelial
NC1-H441 Pulmén HTB-174 Epitelial
SHP-T77 Pulmén CRL-2195 Epitelial

Se prefiere que estas lineas celulares se cultiven durante la modificacién genética conforme a sus requisitos indivi-
duales tal como se indica en ATCC.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector recombinante para transformar células que produzcan insulina humana madura, de forma que dicho
vector comprenda:

a. un promotor/amplificador LTR;
b. un segundo promotor enlazado operativamente a dicho primer promotor LTR;

c¢. una secuencia de nucleétidos que codifique la proinsulina humana que tenga lugares a escindir por la furina en
sus uniones B-C y C-A.

d. una secuencia de nucleétidos que codifique la furina humana, estando dicha secuencia guiada por dicho promotor
regulable por glucosa.

2. El vector recombinante de la reivindicacion 1 en el que dicho segundo promotor se selecciona del grupo formado
por: citomegalovirus (CMV), fosfoglicerato cinasa (PGK) y el factor de elongacion 1 (EF1).

3. El vector recombinante de la reivindicacién 1 en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina
humana codifica una proinsulina humana seleccionada del grupo formado por proinsulina humana natural y proinsulina
humana que tiene una variante H10D en comparacién con la proinsulina humana de origen natural.

4. El vector recombinante de la reivindicacién 1 en el que el promotor regulable por glucosa es un promotor de
TGF-alfa.

5. El vector recombinante de la reivindicacién 1 que ademas comprende:

un promotor constitutivo

un gen marcador seleccionable unido operativamente a dicho promotor constitutivo; y

un segundo promotor/amplificador LTR nlazado operativamente a dicho gen marcador seleccionable;

en el que dicho promotor constitutivo y el promotor/amplificador LTR guian la expresién constitutiva de dicho gen
marcador seleccionable.

6. El vector recombinante de la reivindicacién 1 en el que dicho gen marcador seleccionable es la neomicin fosfo-
transferasa.

7. El vector recombinante de la reivindicacion 5 en el que dicho promotor constitutivo es el promotor SV40.

8. Un sistema de expresion para inducir la produccién de insulina en una célula, de forma que dicho sistema
comprende:

(a) una primera casete de expresioén que comprende:
1. un promotor/amplificador LTR
2. un promotor CMV unido operativamente a dicho primer promotor LTR; y
3. una secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana que tiene lugares escindidos por la furina
en sus uniones B-C y C-A, de forma que la transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de proinsulina
humana es conducida por dicho primer promotor LTR y dicho promotor CMV.
(b) una segunda casete de expresion que comprende:

1. un promotor regulable por glucosa, y

2. una secuencia de nucledtidos que codifica la furina humana, de forma que dicha secuencia de nucleétidos
de furina humana es conducida por dicho promotor regulable por glucosa.

(c) una tercera casete de expresion que comprende:
1. una secuencia de nucledtidos que codifica un gen marcador seleccionable; y

2. un promotor constitutivo de dicho gen marcador seleccionable enlazado operativamente a dicho gen mar-
cador seleccionable.
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9. El sistema de expresién de la reivindicacién 8 donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica la proinsulina
humana de dicha primera casete de expresion codifica una proinsulina humana seleccionada del grupo formado por:
proinsulina humana natural o proinsulina humana que tiene una variante H10D en comparacién con la proinsulina
humana de origen natural.

10. El sistema de expresion de la reivindicacion 8 en el que la primera y segunda casete de expresion estdn enlaza-
das.

11. El sistema de expresion de la reivindicacién 8 en el que la primera y tercera casete de expresion estdn enlazadas.
12. El sistema de expresion de la reivindicacion 8 en el que la segunda y tercera casete de expresion estdn enlazadas.

13. El sistema de expresion de la reivindicacion 8 en el que la primera, segunda y tercera casete de expresion estdn
enlazadas.

14. El sistema de expresion de la reivindicacién 8 en el que la primera y segunda casete de expresion estdn empa-
quetadas en replicones distintos, y en la que dicha primera y segunda casete de expresion estdn unidas a dicha tercera
casete de expresion pero comprenden al menos genes marcadores seleccionables diferentes de dicha tercera casete de
expresion.

15. El sistema de expresion de la reivindicacion 8 en el que dicha tercera casete de expresion comprende ademas
un promotor/amplificador LTR.

16. El sistema de expresion de la reivindicacién 8 en el que dicho promotor regulable por glucosa de dicha segunda
casete de expresion es el promotor de TGF-alfa.

17. El sistema de expresién de la reivindicacién 8 en el que dicho gen marcador seleccionable de dicha tercera
casete de expresion es un nucleétido que codifica la neomicin fosfotransferasa.

18. El sistema de expresion de la reivindicacién 8 en el que dicho promotor constitutivo de dicho gen marcador
seleccionable de dicha tercera casete de expresion es el promotor de SV40.

19. Un vector recombinante que contiene no-LTR para transformar células que produzcan proinsulina humana, de
forma que dicho vector comprenda:

un promotor;

una secuencia de nucleétidos que codifique la proinsulina humana que tiene lugares a escindir por la furina en
sus uniones B-C y C-A, de forma que la transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de la proinsulina humana es
guiada por dicho promotor;

una secuencia de poliadenilacién enlazada a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana;

un promotor regulable por glucosa;

una secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana, de forma que dicha secuencia de nucleétidos de furina
humana es guiada por dicho promotor regulable por glucosa; y

una secuencia de poliadenilacién enlazada en 3’ a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la furina humana.

20. El vector recombinante de la reivindicacién 19 en el que dicho promotor se elige del grupo formado por el
citomegalovirus (CMV), la fosfoglicerato cinasa (PGK) y el factor de elongacion 1 (EF1).

21. El vector recombinante de la reivindicacién 20 en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proin-
sulina humana codifica una proinsulina seleccionada del grupo formado por: proinsulina humana natural y proinsulina
humana que tiene una variante HI0D en comparacién con la proinsulina humana natural.

22. El vector recombinante de la reivindicacion 19 en el que el promotor regulable por glucosa es un promotor de
TGF-alfa.

23. El vector recombinante de la reivindicacion 19 que ademds comprende:
un promotor constitutivo; y
un gen marcador seleccionable enlazado operativamente a dicho promotor constitutivo.

24. El vector recombinante de la reivindicacién 23 en el que dicho gen marcador seleccionable es la neomicin
fosfotransferasa.
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25. El vector recombinante de la reivindicacion 23 en el que dicho promotor constitutivo es el promotor de SV40.

26. El vector recombinante de la reivindicacién 23 que comprende una secuencia de poliadenilacién enlazada en
3’ a dicha secuencia de nucledtidos que codifica la neomicin fosfotransferasa.

27. Un sistema de expresion para inducir la produccién de insulina en una célula, de forma que dicho sistema
comprende:

(a) una primera casete de expresion que consta de:
1. un promotor CMV;
2. una secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana que tiene lugares a escindir por la furina
en sus uniones B-C y C-A, de forma que la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos de la proinsulina

humana es guiada por dicho promotor CMV; y

3. una secuencia de poliadenilacion 3’ enlazada a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina
humana;

(b) una segunda casete de expresion que consta de:
1. un promotor regulable por glucosa; y

2. una secuencia de nucledtidos que codifica la furina humana, de forma que dicha secuencia de nucleétidos
de furina humana es guiada por dicho promotor regulable por glucosa; y

3. una secuencia de poliadenilacién enlazada en 3’ a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la furina
humana.

(c) una tercera casete de expresion que consta de:
1. una secuencia de nucleétidos que codifica un gen marcador seleccionable;

2. un promotor constitutivo de dicho gen marcador seleccionable enlazado operativamente a dicho gen mar-
cador seleccionable; y

3. una secuencia poliadenilada 3’enlazada a dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho gen marcador
seleccionable.

28. Fl sistema de expresion de la reivindicacién 27 en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica la
proinsulina humana de dicha primera casete de expresion codifica una proinsulina humana elegida del grupo formado
por: proinsulina humana natural y proinsulina humana que tiene una variante J10D en comparacién con la proinsulina
humana de origen natural.

29. El sistema de expresion de la reivindicacion 27 en el que dicha primera y segunda casete de expresion estdn
enlazadas.

30. El sistema de expresion de la reivindicacién 27 en el que dicha primera y tercera casete de expresion estan
enlazadas.

31. El sistema de expresioén de la reivindicacion 27 en el que dicha segunda y tercera casete de expresion estan
enlazadas.

32. El sistema de expresion de la reivindicacidon 27 en el que dicha primera, segunda y tercera casete de expresion
estdn enlazadas.

33. El sistema de expresion de la reivindicacién 27 en el que dicha primera, segunda y tercera casete de expresion
estdn empaquetadas en vectores de transformacidn distintos.

34. El sistema de expresion de la reivindicacién 27 en el que dicho promotor regulable por glucosa de dicha
segunda casete de expresion es el promotor de TGF-alfa.

35. El sistema de expresion de la reivindicacién 27 en el que dicho gen marcador seleccionable de dicha tercera
casete de expresion es un nucleétido que codifica la neomicin fosfotransferasa.

36. El sistema de expresion de la reivindicacion 27 en el que dicho promotor constitutivo de dicho gen marcador
seleccionable de dicha tercera casete de expresion es el promotor del SV40.
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37. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el vector recombinante de la reivindicacion

38. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el vector recombinante de la reivindicacién

39. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el sistema de expresion de la reivindicacion

40. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el vector recombinante que contiene no-LTR
de la reivindicacién 19.

41. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el vector recombinante que contiene no-LTR
de la reivindicacién 23.

42. Una célula transformada para producir insulina y que comprende el sistema de expresion de la reivindicacién
27.

43. La célula manipulada genéticamente de una de las reivindicaciones 37 a 42 en la que el gen de proinsulina
humana es el ADNc.

44. La célula manipulada genéticamente de una de las reivindicaciones 37 a 42 en la que el gen de furina humana
recombinante es el ADNc.

45. La célula manipulada genéticamente de una de las reivindicaciones 37 a 42 en la que la célula que es transfor-
mada se elige del grupo formado por HEPM, U-2 OS, A-498, NCI-H441, SHP-77.

46. Una célula derivada de la célula manipulada genéticamente de la reivindicacién 44 y que comprende el vector
recombinante o el sistema de expresion al que se hace referencia en cualquiera de las reivindicaciones 37-42.

47. Uso de células manipuladas genéticamente en un dispositivo inmunoaislante, donde dichas células son mani-
puladas al introducir un primer segmento de ADN que consta de un gen estructural que codifica la proinsulina humana
que tiene lugares a escindir por la furina en sus uniones B-C y C-A y un promotor constitutivo enlazado operativa-
mente a dicho gen estructural de proinsulina, siendo la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos de proinsulina
humana conducida por el promotor/amplificador de LTR y por dicho promotor constitutivo, o bien comprendiendo una
secuencia de poliadenilacién enlazada 3’ a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana, y un
segundo segmento de ADN que comprende un gen estructural que codifica la furina humana y un promotor regulable
por glucosa enlazado operativamente a dicho gen estructural de furina, en el que dichos primer y segundo segmento de
ADN son eficaces para la expresion de una cantidad eficaz terapéuticamente de insulina para preparar un medicamento
para tratar la diabetes mellitus.

48. El uso de la reivindicacién 47 en la que dichos segmentos de ADN son una parte integral de uno o mas vectores.

49. El uso de la reivindicacién 47 en la que dichos segmentos de ADN se introducen a dichos pacientes en las
células, habiendo sido tratadas las células in vitro, para incorporar dichos segmentos de ADN.

50. El uso de la reivindicacion 49 en la que dichas células se introducen en el paciente por medio de una fabrica de
células preferible desde el punto de vista inmunoldgico.

51. El uso de la reivindicacion 49 en la que dichas células son inyectadas directamente en un tejido de dicho
paciente.

52. El uso de la reivindicacion 49 en la que dichas células son introducidas en dicho paciente en un neo-6rgano.

53. Uso de un 4acido nucleico que codifica un gen de proinsulina humana que tiene lugares escindibles por la furina
en sus uniones B-C y C-A y un promotor constitutivo enlazado operativamente a dicho gen de proinsulina humana,
siendo la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos de proinsulina humana guiada por un promotor/amplificador
LTR y por dicho promotor constitutivo, o comprendiendo una secuencia de poliadenilacién enlazada 3’ a dicha se-
cuencia de nucledtidos que codifica la proinsulina humana, y un 4cido nucleico que codifica la furina humana y un
promotor regulable por glucosa enlazado operativamente a dicho gen de furina, para preparar un medicamento para
tratar la diabetes mellitus en el cual dichos 4cidos nucleicos se introducen en una célula; y la célula se introduce en un
individuo.

54. Uso de una poblacién celular colocada en una membrana selectivamente permeable, de forma que dicha po-
blacién celular comprenda células manipuladas genéticamente que segreguen insulina como respuesta a la glucosa, de
forma que las células manipuladas comprendan un 4cido nucleico que codifique un gen de proinsulina humana que
tenga lugares escindibles por la furina en sus uniones B-C y C-A, un promotor constitutivo enlazado operativamente
a dicho gen de proinsulina humana, siendo la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos de proinsulina humana
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guiada por un promotor /amplificador de LTR y por dicho promotor constitutivo, o bien comprendiendo una secuencia
de poliadenilacién enlazada 3’ a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proinsulina humana, un dcido nucleico
que codifique la furina humana, y un promotor regulable por glucosa enlazado a dicho gen de furina humana para
preparar un medicamento que aporte una capacidad de secrecion de insulina sensible a la glucosa a un mamifero.

55. Un método para fabricar insulina humana, de forma que el método consta de las etapas siguientes:

a) cultivo de una célula que segregue insulina humana, de forma que la célula comprenda un gen que codifique
proinsulina humana que tenga lugares a escindir por la furina en las uniones B-C y C-A y un promotor constitutivo en-
lazado operativamente a dicho gen de proinsulina humana, siendo la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos de
proinsulina humana guiada por un promotor/amplificador de LTR y por dicho promotor constitutivo, o comprendiendo
una secuencia de poliadenilacién enlazada 3’ a dicha secuencia de nucleétidos que codifique la proinsulina humana, y
un gen que codifique la furina humana, en el que al menos ambos genes sean genes recombinantes introducidos en la
célula por medio de un vector recombinante;

b) estimulo de dicha célula para segregar insulina;

c¢) recogida de la insulina segregada.

56. Un método para fabricar insulina humana, de forma que el método consta de las etapas siguientes:

a) obtencién de una célula que segregue insulina humana en respuesta a la glucosa, de forma que la célula com-
prenda un gen que codifique proinsulina humana que tenga lugares a escindir por la furina en las uniones B-C y C-
A y un promotor constitutivo enlazado operativamente a dicho gen de proinsulina humana, siendo la transcripcién de
dicha secuencia de nucleétidos de proinsulina humana guiada por un promotor/amplificador de LTR y por dicho pro-
motor constitutivo, o comprendiendo una secuencia de poliadenilacién enlazada 3’ a dicha secuencia de nucleétidos
que codifique la proinsulina humana, y un gen que codifique la furina humana, en el que al menos ambos genes sean
genes recombinantes introducidos en la célula por medio de un vector recombinante;

b) crecimiento de la célula de la etapa a) en un medio de cultivo;

¢) puesta en contacto de dicha célula con un tampdn que contiene glucosa durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir que dicha célula responda;

d) recogida del medio que ha sido puesto en contacto con dicha célula; y

e) purificacién de la insulina humana del medio recolectado.
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<213> furina humana
<220>
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<223> Un cebador delantero que contiene lugares de restriccion SAIl y SnaBl en las posiciones 4-9 y 10-15, respec-
tivamente; y secuencia Kozak en las posiciones 16-24.

<400> 1
aaagtcgact acgtaccacc atggagctga ggecctt 37

<210>2

<211> 35

<212> ADN

<213> furina humana
<220>

<221> cebador
<222> (4)..(15)

<223> Un cebador invertido que contiene lugares de restriccion Bell y Bsiwl en las posiciones 4-9 y 10-15, respecti-
vamente; y secuencia Kozak en las posiciones 16-24.

<400> 2
aaatgatcac gtacgtcaga gggegctctg gtett 35

<210>3

<211> 35

<212> ADN

<213> promotor de TGF-alfa 1
<220>

<221> cebador

<222> (4)..(15)

<223> Un cebador delantero que contiene lugares de restriccion clal y Hpall en las posiciones 4-9 y 10-15, respecti-
vamente
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<400> 3
aaaatcgatg ttaacagctc cgggtcactg gagas

<210>4

<211> 35

<212> ADN

<213> promotor de TGF-alfa 2
<220>

<221> cebador

<222> (4)..(15)

35

<223> Un cebador invertido que contiene lugares de restriccién SAIIl y SnaB1 en las posiciones 4-9 y 10-15, respec-

tivamente.

<400> 4

aaagtcgact acgtaggcgg agcggegecg cggtg
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