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DESCRIPCION

Diferenciacién de células no productoras de insulina en células productoras de insulina mediante GLP-1 o exendi-
na-4 y utilizaciones de las mismas.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invenciéon

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de diferenciacién de células no productoras de insulina, que
expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina, y a un procedimiento de esti-
mulacién de células productoras de amilasa pancredticas para que produzcan tanto insulina como amilasa mediante
exendina-4 y polipéptidos relacionados y fragmentos de los mismos. La presente invencion se refiere ademads a la utili-
zacién de exendina-4 y polipéptidos relacionados y fragmentos de los mismos para la preparaciéon de un medicamento
para tratar la diabetes en un sujeto.

Antecedentes de la técnica

El pancreas de los mamiferos estd compuesto por dos tipos distintos de tejido glandular, las células exocrinas
que secretan enzimas digestivas al intestino y las células endocrinas que secretan hormonas a la corriente sanguinea.
Tradicionalmente se crefa que las células endocrinas se desarrollaban a partir de la cresta neural mientras que se
creia que las células exocrinas se desarrollaban a partir del endodermo. Un trabajo més reciente sugiere que estos dos
tipos de células pueden provenir de células precursoras endodérmicas comunes situadas a los largo del revestimiento
epitelial de los conductos (Teitelman, 1996). Debe observarse que las células endocrinas son de diferenciacién terminal
y no se dividen para formar nuevas células endocrinas. Se cree que las células precursoras endodérmicas pancreaticas
son las unicas células que producen nuevas células endocrinas pancredticas.

El péncreas consiste en conductos, que transportan las enzimas exocrinas (amilasa y lipasa) al intestino; células
acinares, que producen las enzimas exocrinas; e islotes de Langerhans, que contienen las células endocrinas que
producen y secretan insulina, amilina y glucagén. Estas hormonas ayudan a mantener niveles de glucosa en sangre
normales dentro de un intervalo notablemente estrecho.

Entre las células de islotes estdn las células beta que producen y secretan insulina. La produccién y secrecion de
insulina por las células beta se controla mediante los niveles de glucosa en sangre. La liberacion de insulina aumenta
a medida que aumentan los niveles de glucosa en sangre. La insulina estimula la captacion de glucosa por los tejidos
diana y, por tanto, previene la hiperglucemia trasladando la glucosa a los tejidos para su almacenamiento.

La disfuncién de células beta y la concomitante disminucién en la produccién de insulina pueden dar como resul-
tado diabetes mellitus. En la diabetes tipo 1, el sistema inmunitario destruye completamente las células beta, dando
como resultado una ausencia de células productoras de insulina (Physician’s Guide to Insulin Dependent [Type 1]
Diabetes Mellitus: Diagnosis and Treatment, Asociaciéon Americana de la Diabetes, 1988). En la diabetes tipo 2, las
células beta se vuelven progresivamente menos eficaces a medida que los tejidos diana se vuelven resistentes a los
efectos de la insulina sobre la captacién de glucosa. La diabetes tipo 2 es una enfermedad progresiva y la funcién de
las células beta continta deteriordndose a pesar del tratamiento en curso con cualquier agente disponible actualmente
(Grupo de estudio prospectivo en el Reino Unido, 1995). Por tanto, las células beta estdn ausentes en las personas con
diabetes tipo 1 y estan funcionalmente alteradas en las personas con diabetes tipo 2.

Actualmente, se trata la disfuncion de células beta de varias maneras diferentes. En el tratamiento de la diabetes
tipo 1 o los estadios tardios de la diabetes tipo 2, se utiliza la terapia de reemplazo de insulina. La terapia con insulina,
aunque salva la vida, no restablece la normoglucemia, incluso cuando se utilizan infusiones continuas o inyecciones
muiltiples en regimenes complejos. Por ejemplo, los niveles posprandiales de glucosa contindan siendo excesivamente
altos en individuos en terapia de reemplazo de insulina. Por tanto, la terapia con insulina debe administrarse median-
te multiples inyecciones diarias o infusién continua y los efectos deben monitorizarse cuidadosamente para evitar
hiperglucemia, hipoglucemia, acidosis metabdlica y cetosis.

El reemplazo de las células beta puede conseguirse con trasplantes de pancreas. (Scharp et al., 1991; Warnock et al.,
1991). Dichos trasplantes, sin embargo, requieren encontrar un donante compatible, procedimientos quirdrgicos para
implantar el tejido obtenido y la aceptacion del injerto. Tras el trasplante en una persona con diabetes tipo 1, se requiere
terapia inmunosupresora continua porque se reconocen y atacan a los antigenos de superficie celular de las células beta
mediante los mismos procesos que destruyeron las células beta originariamente. Los formacos inmunosupresores, tales
como ciclosporina A, sin embargo, presentan numerosos efectos secundarios, incluyendo el aumento en el potencial
para la infeccién. Por tanto, el trasplante puede dar como resultado numerosas complicaciones.

Las personas con diabetes tipo 2 generalmente se tratan con farmacos que estimulan la produccién y secrecion de
insulina desde las células beta. Una desventaja principal de estos farmacos, sin embargo, es que se estimula la produc-
cion y secrecion de insulina independientemente del nivel de glucosa en sangre. Por tanto, la ingesta de alimentos debe
equilibrarse con la estimulacion de la produccién y secrecion de insulina para evitar hipoglucemia o hiperglucemia.
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En los tltimos afios, varios agentes nuevos han pasado a estar disponibles para tratar la diabetes tipo 2. Estos
incluyen metformina, acarbosa y troglitazona (véase Bressler y Johnson, 1997). Sin embargo, la disminucién en he-
moglobina Al ¢ obtenida con estos agentes mas nuevos es menor que la adecuada (Ghazzi et al., 1997), sugiriendo que
no mejorardn el control a largo plazo de la diabetes mellitus.

Mas recientemente, el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1), una hormona secretada normalmente por las
células neuroendocrinas del intestino en respuesta a los alimentos, se ha sugerido como un nuevo tratamiento para la
diabetes tipo 2 (Gutniak et al., 1992; Nauck et al., J. Clin. Invest., 1993). Este aumenta la liberacion de insulina por las
células beta incluso en sujetos con diabetes tipo 2 de larga duracién (Nauck et al., Diabetologia, 1993). El tratamiento
con GLP-1 presenta una ventaja con respecto a la terapia con insulina porque el GLP-1 estimula la secrecién de
insulina endégena, que se detiene cuando los niveles de glucosa en sangre disminuyen (Nauck et al., Diabetologia,
1993; Elahi et al., 1994). Cuando los niveles de glucosa en sangre son altos, el GLP-1 estimula la euglucemia mediante
el aumento de la liberacion y sintesis de insulina, la inhibicién de la liberacién de glucagén y la disminucién del
vaciado gastrico (Nauck et al., Diabetologia, 1993; Elahi et al., 1994; Wills et al., 1996; Nathan et al., 1992; De Ore
et al., 1997). El GLP-1 también induce un aumento en los niveles de ARN mensajero de hexocinasa (Wang et al.,
Endocrinology 1995; Wang et al., 1996). Se sabe que el GLP-1 presenta un potente efecto de secrecién de insulina
sobre las células beta (Thorens y Waeber, 1993; Orskov, 1992) y aumenta la biosintesis de insulina y la expresién
génica de proinsulina cuando se afiade a lineas celulares secretoras de insulina durante 24 horas (Drucker et al.,
1987; Fehmann y Habener, 1992). En estudios utilizando células RIN 1046-38, el tratamiento de veinticuatro horas
con GLP- aument6 la receptividad a la glucosa incluso después de que se hubiera eliminado el GLP-1 durante una
hora y después de varias lavados de las células (Montrose-Rafizadeh et al., 1994). Por tanto, el GLP-1 es un agente
liberador de insulina y un agente insulinotrépico (es decir un agente que aumenta la sintesis de insulina) conocido por
presentar un efecto prolongado sobre las células beta. El GLP-1 es un producto de la modificacion postraduccional del
proglucagdén. Se conocen en la técnica las secuencias de GLP-1 y sus fragmentos activos GLP-1 (7-37) y GLP-1(7-
36) amida (Fehmann et al., 1995).

Se ha demostrado que los receptores de GLP-1 estdn presentes en el intestino y en los islotes pancreaticos (Id.).
Los receptores pertenecen a una familia de receptores asociados a proteina G que incluye receptores de glucagén, de
secretina y de péptidos intestinales vasoactivos. Tras la unién de GLP-1 a su receptor hay un aumento en AMPc en
las células beta de los islotes de Langerhans (Widmann ez al., 1996), indicando que el receptor se acopla al sistema
de adenilciclasa mediante una proteina G estimulante. En tejidos periféricos, tales como el higado, tejido adiposo y
musculo esquelético, sin embargo, no se observa aumento en AMPc con GLP-1, sugiriendo que el GLP-1 actia a
través de un sistema diferente en los tejidos periféricos (Valverde y Villanueva-Penacarrillo, 1996).

La exendina-4 es un péptido que se produce en las glandulas salivales del lagarto, monstruo de Gila (Goke et al.,
1993). Se conoce en la técnica la secuencia de aminoacidos para exendina-4 (Fehmann et al., 1995). Aunque es el
producto de un gen excepcionalmente no de mamifero y parece que se expresa solamente en la glandula salival (Chen
y Drucker, 1997), la exendina-4 comparte una homologia de secuencia de aminoacidos del 52% con GLP-1 y en ma-
miferos interacciona con el receptor de GLP-1 (Goke et al., 1993; Thorens et al., 1993;). in vitro, se ha demostrado
que la exendina-4 estimula la secrecién de insulina mediante células productoras de insulina y, administrada en can-
tidades equimolares, es mds potente que el GLP-1 en provocar la liberacion de insulina desde las células productoras
de insulina.

Los estudios in vivo utilizando GULP-1 se han limitado a la utilizacién de inyecciones en bolo tnicas o repetidas o
infusiones a corto plazo de GULP-1 y la posterior evaluacién de los efectos de secrecion de insulina. En un estudio de
este tipo, se sometieron a prueba infusiones de GLP-1 durante dos horas en pacientes con diabetes tipo 1 para evaluar
la capacidad del GLP-1 para estimular la captacién de glucosa en el misculo y la liberacién de glucosa desde el
higado (Gutniak et al., 1992). Se han considerado las utilizaciones terapéuticas de GLP-1 para aumentar la liberacién
de insulina para la diabetes tipo 2, pero no para la diabetes tipo 1, dado que la diabetes tipo 1 se caracteriza por
ausencia de células beta, la célula diana conocida para el GLP-1. Ademads, el GLP-1 presenta limitaciones conocidas
como agente terapéutico en el tratamiento de la diabetes porque presenta una semivida bioldgica corta (De Ore et
al., 1997), incluso cuando se administra mediante un bolo por via subcutanea (Ritzel et al., 1995). No se ha utilizado
anteriormente exendina-4 en estudios in vivo. Por tanto, los estudios hasta la fecha nunca han sugerido que o bien el
GLP-1 o bien la exendina-4 es terapéuticamente eficaz sobre la funcidén pancredtica en personas con diabetes tipo 1 o
que existen células diana para GLP-1 o exendina-4 en el pancreas distintas de las células beta.

Sumario de la invencion

Un objetivo de la presente invencién es superar o reducir los problemas planteados anteriormente con la técnica
anterior proporcionando un procedimiento de diferenciacion de células no productoras de insulina, que expresan IDX-
1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina, que comprende poner en contacto las células
no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, in vitro con un factor de creci-
miento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mas aminodcidos
adicionales o sustituciones en posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7'y 9 en la secuencia de aminodcidos de
exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacion con exendina-4 en cuanto a la capacidad pa-
ra diferenciar células productoras de insulina a partir de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que
portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminodcidos de una de SEC
ID n*: 9 a 18, en el que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1,
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son células no beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas,
células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancreético, células Capan-I y células pre-
cursoras de epitelio ductal pancredtico. Preferentemente, las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1,
que portan receptores de GLP-1, se ponen en contacto con el factor de crecimiento durante por lo menos veinticuatro
horas.

También se proporciona un procedimiento de estimulacién de células productoras de amilasa pancredticas para que
produzcan tanto insulina como amilasa, que comprende poner en contacto las células productoras de amilasa pancrea-
ticas in vitro con un factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que
incluyen uno o mds aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de las posiciones 1,4, 6,7y 9 en
la secuencia de aminoécidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacién con exen-
dina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras de insulina a partir de células no productoras de
insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia
de aminodcidos de una de SEC ID n®: 9 a 18, en el que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-
1, que portan receptores de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas de entre el grupo que consiste en
células productoras de amilasa pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal
pancredtico, células Capan-1 y células precursoras de epitelio ductal pancredtico.

La presente invencién también se refiere a la utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el
grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mds aminodcidos adicionales o sustituciones en
posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7y 9 en la secuencia de aminoacidos de exendina-4 sin pérdida apreciable
de actividad funcional en comparacién con exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras
de insulina a partir de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o
fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminoacidos de una de SEC ID n: 9 a 18, para la preparacién
de un medicamento para tratar la diabetes en un sujeto al que se le ha diagnosticado diabetes tipo 1, que comprende
administrar al sujeto dicho factor de crecimiento mediante una inyeccién en bolo diaria durante dos dias para inducir la
produccion de insulina en las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1,
en la que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células no
beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas, células acinares
pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancredtico, células Capan-1 y células precursoras de epitelio
ductal pancredtico.

Ademds, la presente invencion se refiere a la utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el
grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mds aminoacidos adicionales o sustituciones en
posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7y 9 en la secuencia de aminoacidos de exendina-4 sin pérdida apreciable
de actividad funcional en comparacién con exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras
de insulina a partir de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o
fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminoacidos de una de SEC ID n*: 9 a 18, para la preparacion
de un medicamento para tratar la diabetes en un sujeto, en la que (a) las células no productoras de insulina, que expresan
IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se obtienen a partir de un donante o del sujeto que esté siendo tratado; (b) las
células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se ponen en contacto con el
factor de crecimiento, diferencidndose de ese modo las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que
portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina; y (c) las células productoras de insulina de la etapa
(b) se administran al sujeto diabético, en la que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan
receptores de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en células productoras
de amilasa pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancredtico, células
Capan-1 y células precursoras de epitelio ductal pancreético.

Ademds, la presente invencion se refiere a la utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el
grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mds aminodcidos adicionales o sustituciones en
posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7y 9 en la secuencia de aminoacidos de exendina-4 sin pérdida apreciable
de actividad funcional en comparacion con exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras
de insulina a partir de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o
fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminoacidos de una de SEC ID n: 9 a 18, para la preparacién
de un medicamento para tratar la diabetes en un sujeto, en la que (a) las células no productoras de insulina, que
expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se obtienen a partir de un donante o del sujeto que estd siendo
tratado; (b) las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se ponen en
contacto con el factor de crecimiento, diferencidndose de ese modo las células no productoras de insulina, que expresan
IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina; (c) se alteran los antigenos de superficie
de las células productoras de insulina de la etapa (b), reduciendo de ese modo la probabilidad de que las células
productoras de insulina provoquen una respuesta inmunitaria; y (d) las células con antigenos de superficie alterados
de la etapa (c) se administran al sujeto diabético, en la que las células no productoras de insulina, que expresan
IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en
células productoras de amilasa pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal
pancredtico, células Gpan 1 y células precursoras de epitelio ductal pancreatico. El donante mencionado anteriormente
puede ser un cadaver y las células no beta pancredticas mencionadas anteriormente son preferentemente células no
beta pancredticas humanas.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los niveles de insulina en plasma en animales de 3 meses y 22 meses de edad. Se administré
por via intravenosa GLP-1 (0,2 nmol/kg) a animales anestesiados, en ayunas.

La figura 2 muestra los niveles de glucosa en plasma durante una prueba de tolerancia a la glucosa en animales
de 22 meses de edad. Los animales tratados con GLP-1 recibieron 1,5 pmol/kg/min. durante 48 h mediante infusién
subcutdnea. Los controles se infundieron con solucién salina. Se administré glucosa (1 g/kg) por via i.p. y se midié la
glucosa en sangre en los tiempos indicados. Los resultados son la media (+SEM) de 6 animales tratados y 6 control. El
analisis de la varianza con medidas repetidas de 0-30 min. mostré un valor de p<0,05. Los asteriscos indican: *p<0,05,
**p<0,01, tal como se determiné mediante la prueba de la t de Student para datos independientes.

La figura 3 muestra los niveles de insulina en plasma durante una prueba de tolerancia a la glucosa en animales
de 22 meses de edad. Los animales tratados con GLP-1 recibieron 1,5 pmol/kg/min. durante 48 h mediante inyeccién
subcutdnea. Los controles se infundieron con solucién salina. Se administré glucosa (1 g/kg) por via i.p. y se midié6 la
insulina sérica en los tiempos indicados. Los resultados son la media (tEEM) de 6 animales tratados y 6 control. El
andlisis de la varianza con medidas repetidas de 0-30 min. mostré un valor de p<0,05. El asterisco indica un p<0,01,
tal como se determiné mediante la prueba de la t de Student para datos independientes.

La figura 4 muestra el aumento en nimero de veces en el contenido en insulina de los islotes después de 48 h
de infusion de solucién salina (control, 7 animales) o GLP-1 (1,5 pmol/kg/min., 7 animales) en ratas de 22 meses de
edad. **p<0,01 mediante la prueba de la t de Student para datos independientes.

La figura 5 muestra los niveles d¢ ARNm de insulina en pdncreas de animales de 22 meses de edad, tratados con
GLP-1, Ex+GLP-1, Ex y control. Cada muestra representa un pancreas individual, con cuatro animales en cada grupo
de tratamiento.

La figura 6 muestra los niveles d¢ ARNm de GLUT?2 en péncreas de animales de 22 meses de edad, tratados con
GLP-1, Ex+GLP-1, Ex y control. Cada muestra representa un pancreas individual, con cuatro animales en cada grupo
de tratamiento.

La figura 7 muestra el ARNm de glucocinasa en pancreas de animales de 22 meses de edad, tratados con Gulp-
1, Ex+GLP-1, Ex y control. Cada muestra representa un pancreas individual, con cuatro animales en cada grupo de
tratamiento.

La figura 8 muestra las concentraciones de insulina en plasma en ratas anestesiadas en ayunas después de bolos
intravenosos (i.v.) de GLP-1 (0,4 nmol/kg) y exendina-4 (0,4 nmol/kg) en 100 ul de NaCl. También se administr6 por
via i.v. NaCl (100 uI) a un grupo control. Se expresan los valores como la media + EEM (n = 6 por grupo).

La figura 9 muestra las concentraciones de insulina en ratas anestesiadas en ayunas 2 min. después de bolos
intravenosos de exendina-4 en las concentraciones mostradas. Se expresan los valores como la media + EEM (n = 6
por concentracién de exendina-4).

La figura 10 muestra los efectos del tratamiento con GLP-1 (1 nM) y exendina-4 (1 nM) durante 1 h sobre los
niveles de AMPc intracelular en los islotes de Langerhans. Se facilitan las medias + EEM de 4 experimentos, cada
uno realizado por triplicado. La exendina-4 fue mds eficaz que el GLP-1 (p<0,01). Obsérvese que tras lavar algunos
de los islotes en tampdn después de la hora en presencia de los péptidos y eliminar luego los islotes, aproximadamente
15 min. después habian regresado los niveles de AMPc al nivel inicial.

La figura 11 muestra una fotografia de las jaulas que albergaban a los ratones diabéticos tomada tras nueve semanas
de tratamiento con exendina-4 (24 nmol/kg) o NaCl por via intraperitoneal diariamente, 24 horas después del cambio
de lecho anterior. Se albergaron dos ratones diabéticos por jaula. Se cambid el lecho cada 24 horas para los animales
diabéticos después de las primeras pocas semanas de tratamiento. La jaula de la derecha contenia los animales tratados
con exendina-4 mientras que la jaula de la izquierda contenfa los animales tratados con NaCl.

La figura 12 muestra los niveles de hemoglobina Alc en los ratones diabéticos y no diabéticos a los que se les
administré o bien exendina-4 (24 nmol/kg) o bien solucién salina normal por via intraperitoneal diariamente durante
12-13 semanas. Se expresan los valores como la media + EEM (n = 9-10 por grupo).

La figura 13 muestra las concentraciones de insulina y glucosa en ayunas en los ratones diabéticos y no diabéticos
a los que se les administré o bien exendina-4 (24 nmol/kg) o bien solucién salina normal por via intraperitoneal
diariamente durante 12- 13 semanas. Se expresan los valores como la media + EEM (n = 9-10 por grupo).

La figura 14 muestra la curva de concentracién de CCK - respuesta de liberacién de amilasa desde las células
AR42]J. Las células se trataron con CCK a las concentraciones mostradas durante 50 min. Los valores de amilasa se
expresan como un porcentaje de la amilasa liberada en el medio con respecto a la actividad total de amilasa de las
células. Los resultados son la media + EEM de 15 experimentos.
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La figura 15 muestra los efectos de glucagén (10 nM), GLP-1 (10 nM) e insulina (100 nM) + CCK (1 nM)
sobre la liberacion de amilasa desde las células AR42J. Se incubaron las células AR42J inducidas por dexametasona
durante 50 min. en presencia de las hormonas. Los valores de amilasa se expresan como un porcentaje de la amilasa
liberada al medio con respecto a la actividad de amilasa total de las células. Los resultados son la media + EEM de 20
experimentos, *p<0,05, **p<0,01, tratamiento frente a sin tratamiento. a=p< 0,01.

La figura 16 muestra el efecto de 50 min. de tratamiento con 8-bromo-AMPc (100 nM) sobre la liberacién de
amilasa desde las células AR42J. Los valores de amilasa se expresan como un porcentaje de la amilasa liberada al
medio con respecto a la actividad de amilasa total de las células. Los resultados son la media + EEM de 3 experimentos,
*p<0,05, tratamiento frente a sin tratamiento.

La figura 17 muestra los efectos de rianodina (RY) y tapsigargina (TG) en presencia o ausencia de CCK sobre la
liberacién de amilasa desde las células AR42J. Los valores de amilasa se expresan como un porcentaje de la amilasa
liberada al medio con respecto a la actividad de amilasa total de las células. Se afiadieron RY y TG 30 min. antes
de la adicién de CCK, que luego se afiadi6 durante 50 min. Los resultados son la media + EEM de 3 experimentos,
**p<0,01.

La figura 18 muestra el transcurso temporal de las acciones de vanadato (1 mM) (A) y genesteina (300 uM) (@)
sobre la liberacién de amilasa mediada por CCK (1 nM) desde las células AR42J. También se muestra la liberacién
de amilasa desde las células tratadas con CCK (1 nM) (O) o las células control (sin tratamiento) (). Los valores de
amilasa se expresan como un porcentaje de la amilasa liberada al medio con respecto a la actividad de amilasa total
de las células. Los resultados son la media + EEM de 4 experimentos, *p<0,05, **p<0,01, tratamiento con vanadato
o genesteina mas CCK frente a tratamiento con CCK sola.

La figura 19 muestra los efectos de CCK sobre la [Ca*']; libre intracelular en células AR42J individuales. La barra
indica el tiempo de exposicién a CCK 10 nM en tres células diferentes. La figura 19A muestra la respuesta de [Ca®*];
tipica observada en por lo menos el 85% de las células. La figura 19B muestra que la respuesta de [Ca**]; a CCK se
suprime casi completamente después de 60 min. de exposicion a rianodina (RY) 10 uM y tapsigargina (TG) 500 nM.
La figura 19C muestra que se reduce el aumento transitorio de [Ca*"]; mediante la reduccién del Ca®* extracelular
durante la exposicién a CCK.

La figura 20 muestra los efectos de GLP-1 sobre los aumentos transitorios de [Ca**]; y [Ca®*]; inducido por CCK
en células AR42J individuales. Se estudié la misma célula en A-C. La figura 20A muestra que la exposicién a GLP-1 1
nM indujo aumentos transitorios de [Ca”*]; prolongados, lentos, pequefios en aproximadamente el 50% de las células
AR42]J. La reduccidon en la amplitud de la posterior exposiciéon a CCK 10 nM se muestra en la figura 20B. La figura
20C muestra que la amplitud del aumento transitorio de [Ca**]; se reduce adicionalmente en respuesta a una segunda
exposicion a CCK aplicada en < 10 min.

La figura 21 muestra los efectos de glucagén y 8-bromo-AMPc (8BAMPc) sobre la [Ca?*]; en células AR42)
individuales. La figura 21A muestra que el glucagén (10 nM) indujo aumentos transitorios de [Ca**]; prolongados, pe-
quefios, lentos en aproximadamente el 70% de las células. La figura 21B muestra que en células tratadas con glucagén
10 nM durante 3-10 min., los posteriores aumentos transitorios de [Ca?*]; inducidos por CCK 10 nM mostraron una
tasa de aumento lenta asi como una fase de relajacién prolongada. La figura 21C muestra que las exposiciones breves
(1-5 min.) a 8BAMPc 100 nM atenuaban las relajacién de los aumentos transitorios de [Ca*"]; inducidos por CCK.

La figura 22 muestra los efectos del tratamiento con GLP-1 (10 nM), glucagén (10 nM) y CCK (1 nM) + IBMX
(100 nM) durante 50 min. sobre los niveles de AMPc intracelulares en células AR42]J. Los resultados son la media +
EEM de 3 experimentos, *p< 0,05.

La figura 23 muestra la RT-PCR de los receptores de GLP-1 en células AR42J y pancreas de rata. Se amplificé
el ADNc durante 30 ciclos utilizando cebadores en los extremos 5’ y 3’ del receptor de GLP-1 pancreético de rata.
Se resolvieron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron utilizando bromuro de etidio. De
izquierda a derecha; carril 1, marcador de ADN; carril 2, blanco; carril 3, células AR42J; carril 4, pancreas de rata;
carril 5, control de agua. En los carriles 3 y 4, se observa la banda de 928 pb esperada, que corresponde al receptor de
GLP-1.

La figura 24 muestra el andlisis de inmunotransferencia de tipo Western de la expresion del receptor de GLP-1
en células AR42J (carril 1, 2) y RIN 1046-38 (carril 3, 4). Se solubilizaron las células y se detectaron los receptores
de GLP-1 tras la inmunoprecipitacién e inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpo frente al extremo ami-
noterminal del receptor de GLP-1. Las posiciones de los marcadores moleculares, en kDa, estdn a la derecha. Se ha
demostrado que las bandas de 65 y 46 kDa corresponden a los receptores de GLP-1 maduros y de nicleo glicosilado,
respectivamente (28).

La figura 25 muestra la fosforilacion de tirosina de proteinas en células AR42J en respuesta a diversos estimulos.
Se indica una inmunotransferencia con anticuerpos anti-fosfotirosina representativa de las proteinas celulares totales a
partir de células no tratadas (control) y células tratadas durante 5 min. (n = 3). Obsérvese el aumento en la fosforilacién
de residuos de tirosina con CCK y fluoruro de sodio (NaF) de las bandas de 46, 66, 120 y 190 kDa. El GLP-1 no
presentd ningtin efecto sobre aquellas proteinas. La insulina provocé un aumento de la fosforilacién de la banda de 97
kDa, que corresponde a la subunidad g del receptor de insulina.
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La figura 26 muestra la inmunocitoquimica de células AR42J. Las células AR42J se fijaron con glutaraldehido
y se incubaron con anticuerpo antiinsulina o antiglucagén de Linco a una dilucién de 1:300. La figura 26A muestra
células AR42J control, anticuerpos antiinsulina. La figura 26B muestra células tratadas con GLP-1 (10 nM) durante
48 horas, anticuerpo antiinsulina. La figura 26C muestra células AR42J tratadas con GLP-1 (10 nM) durante 72 horas,
anticuerpo antiinsulina. La figura 26D muestra células de insulinoma RIN 1046-38, anticuerpo antiinsulina. La figura
26E muestra células control, anticuerpo antiglucagén. La figura 26F muestra células tratadas con GLP-1 (10 nM)
durante 48 horas, anticuerpo antiglucagoén.

La figura 27 muestra el efecto del tiempo sobre la induccién de glucagén e insulina por la produccion de GLP-1
(10 nM) en células AR42J. Para este experimento, las células se colocaron en los cubreobjetos tal como se describe
en la presente memoria, todas en el mismo dia. A continuacion, se tifieron con anticuerpo antiinsulina o antiglucagén
en los dias indicados. A continuacidn, esto se ha repetido numerosas veces (por lo menos 5 veces) en diferentes dias y
siempre han estado presentes insulina y glucagén.

La figura 28 muestra la expresién de ARNm para insulina y glucagén utilizando RT-PCR. La figura 28A muestra
el ARNm para insulina en 187 pb. La figura 28B muestra el ARNm para glucagén en 236 pb. El tratamiento con GLP-
1 (1 nM) fue durante 3 dias.

La figura 29 muestra el efecto de GLP-1 y exendina-4 en presencia o ausencia de un inhibidor de la proteina cinasa
C en células AR42J de un experimento representativo, que se repitio 3 veces. La figura 29A es el autorradiograma y
la figura 29B representa las lecturas de densitometria (unidades relativas). Las células se sembraron en placa a una
densidad de 105/pocillo en placas de 60 mm, se lisaron y entonces los lisados clarificados se inmunoprecipitaron
con anticuerpo anti-ERK. Se analizaron los sedimentos inmunitarios para determinar la actividad ERK tal como se
describe en la presente memoria. Carril 1, células AR42J control. Carril 2, células AR42]J tratadas con GLP-1 (10 nM)
durante 3 dias. Carril 3, células tratadas con exendina-4 (0,1 nM) durante 3 dias. Carril 4, células tratadas con GLP-1
(10 nM) mas exendina-4 (0,1 nM) durante 3 dias. Carril 5, células tratadas con GLP-1 (10 nM) mas exendina-4 mas
PKI (300 uM) durante 3 dias. Carril 6, células tratadas con exendina-4 (0,1) mas PKI (300 uM) durante 3 dias. Carril
7, células tratadas con GLP-1 (10 nM) méds PKI (300 uM) durante 3 dias. Obsérvese que la exendina-4 (0,1 nM) es
aproximadamente equivalente al GLP-1 (10 nM).

La figura 30 muestra el efecto dosis-respuesta de GLP-1 sobre la liberacién de amilasa desde células AR42J
tratadas con dexametasona. Tras el tratamiento de 3 dias con diferente concentracion de GLP-1, se lavaron las células
AR42]J y se afiadié CCK 1 nM. Se incubaron las células durante otros 50 min. y se recogieron las muestras para el
ensayo de amilasa. N = 4, media + EEM.

Descripcion detallada de la invencion
Tal como se utiliza en las reivindicaciones, “un/una” puede significar uno/una o mas.

Las células no productoras de insulina, incluyendo células acinares primarias, lineas celulares acinares (por ejem-
plo, AR42J) y células madre, que anteriormente no se creia que presentaban receptores de GLP-1 y que anteriormente
no se creia que podian producir insulina, pueden responder a GLP-1 y exendina-4, factores de crecimiento que pre-
sentan secuencias de aminoécidos sustancialmente homdlogas entre si, y fragmentos de los mismos, diferencidandose
en células productoras de insulina. El efecto es aumentar el nimero de células productoras de insulina, un efecto que
es deseable en el tratamiento de la diabetes mellitus.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “células productoras de insulina” incluyen células que sintetizan
(es decir, transcriben el gen de insulina, traducen el ARNm de proinsulina y modifican el ARNm de proinsulina en
la proteina de insulina), expresan (es decir, manifiestan el rasgo fenotipico transportado por el gen de insulina) o
secretan (liberan insulina al espacio extracelular) insulina de manera constitutiva o inducible. Los ejemplos de células
productoras de insulina conocidas incluyen las células beta, que estdn ubicadas en los islotes pancreéticos in vivo. Con
el fin de secretar insulina, una célula productora de insulina también debe expresar IDX-1.

Por “células no productoras de insulina” quiere decirse cualquier célula que no sintetiza, expresa o secreta de
manera natural insulina de manera constitutiva o inducible. Por tanto, la expresion “células no productoras de insulina”
tal como se utiliza en la presente memoria excluye las células beta. Los ejemplos de células no productoras de insulina
que pueden utilizarse en los procedimientos de la presente invencién incluyen células no beta pancredticas, tales como
células productoras de amilasa, células acinares, células de lineas celulares de adenocarcinoma ductal (por ejemplo,
CD18, CD11), células Capan-I (véase Busik et al., 1997; Schaffert et al. 1997) y células precursoras de epitelio
ductal pancredtico que dan lugar tanto a las células de islotes como a acinares. También pueden utilizarse células no
pancredticas, por ejemplo células madre no pancredticas y células de otros érganos endocrinos o exocrinos, incluyendo,
por ejemplo, células de la hipdfisis. Las células no productoras de la insulina pueden ser células de mamifero o, incluso
mads especificamente, células humanas. Ejemplos del presente procedimiento que utiliza células acinares pancredticas,
células productoras de amilasa pancredticas y células no de islotes pancredticas de mamifero se proporcionan en la
presente memoria.
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Las células no productoras de insulina deben presentar receptores de GLP-1 o receptores sustancialmente similares
a los receptores de GLP-1 con el fin de diferenciarse en células productoras de insulina. Preferentemente, las células
no productoras de insulina también pueden mostrar, tras entrar en contacto con el factor de crecimiento, un aumento
en el calcio intracelular y la actividad ERK/MAPK y la activacién de PKC.

Tal como se utiliza en la presente solicitud, “factor de crecimiento” significa una sustancia que puede diferenciar
una célula no productora de insulina en una célula productora de insulina y que se selecciona del grupo que consiste en
exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mas aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de
las posiciones 1, 4, 6, 7y 9 en la secuencia de aminodcidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional
en comparacién con exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras de insulina a partir de
células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4
que presentan la secuencia de aminoacidos de una de SEC ID n*: 9 a 18.

Por tanto, se entiende que, si se desea, pueden hacerse modificaciones y cambios en la secuencia de aminodcidos
de exendina-4, y todavia se obtiene una proteina que presenta caracteristicas similares. Por tanto, se contempla que
puedan hacerse diversos cambios en la secuencia de aminodcidos de la secuencia de aminoécidos de exendina-4 (o
secuencia de dcido nucleico subyacente) sin pérdida apreciable de actividad o utilidad bioldgica y posiblemente con
un aumento en tal actividad o utilidad.

Preferentemente, mdas del 10% de las células no productoras de insulina se diferenciaran en células productoras de
insulina tras entrar en contacto con el factor de crecimiento; y, mas preferentemente, por lo menos aproximadamente
el 20%, 30%, 40%, 50% o mas se diferenciardn en células productoras de insulina tras entrar en contacto con el
factor de crecimiento. Por tanto, una poblacién de células productoras de insulina preparadas in vitro segin el presente
procedimiento puede comprender tan sélo el 11% y hasta el 100% de células productoras de insulina.

La secuencia de aminodcidos de los fragmentos de exendina-4 se muestran a continuacién (SEC ID n*: 9 a 18).

Unicamente con fines comparativos, también se muestra la secuencia de aminodcidos de los fragmentos activos a ti-
tulo de ejemplo de GLP-1 (SEC ID n*: 1 a 8): GLP-1 (7-36) amida (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVK
GR (SEC ID n°:1)); GLP-1 (7-37) (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEO ID n°:2)); GLP-1 (7-35)
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKG (SEC ID n®3)); GLP-1 (7-34) (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKE
FIAWLVK (SEC ID n°:4)); GLP-1 (7-33) (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLYV (SEC ID n®:5)); GLP-1 (7-32)
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWL SEC ID n%6)); GLP-1 (7-31) (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAW
SECID n*7)); y GLP-1 (7-30) (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIA SEC ID n°:8)). Los fragmentos activos de exen-
dina-4 pueden incluir, por ejemplo, exendina-4 (1-39) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
(SEC ID n®:9)); exendina-4 (1-38) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPP (SEC ID n°:10));
exendina-4 (1-37) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP (SEC ID n°:11)); exendina-4 (1-36)
(HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAP (SEC ID n°:12)); exendina-4 (1-35) (HGEGTFTSDLSKQ
MEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGA (SEC ID n":13)); exendina-4 (1-34) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWKN
GGPSSG (SEC ID n®:14)); exendina-4 (1-33) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSS (SEC ID n°:15));
exendina-4 (1-32) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPS (SEC ID n°:16); exendina-4 (1-31) (HGEGTF
TSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGP (SEC ID n®17)); y exendina-4 (1-30) (HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRL
FIEWLKNGG (SEC ID n°:18)).

Se conocen otros fragmentos y secuencias modificadas de GLP-1 en la técnica (patente US n.° 5.614.492; patente
US n.° 5.545.618; solicitud de patente europea, publicacién n® EP 0 658 568 Al; documento WO 93/25579). Pue-
den extrapolarse facilmente fragmentos similares y secuencias modificadas de exendina-4. Los residuos siguientes
en exendina-4 (ndmero de residuo entre paréntesis y superindice) estan incluidos en el fragmento puesto que estos
residuos estdn altamente conservados y son importantes para la unién al receptor por motivos de comparacion, los
niimeros de residuo de los residuos en GLP-1 se muestran en superindice: H'", G!10® F12©_ T30 DO Por tanto, las
secuencias modificadas adicionales pueden hacer ficilmente que se alteren los aminoacidos de exendina-4, aparte de
estos 5. Dado que la actividad de diferenciacion dada a conocer en la presente memoria es facil de evaluar, es rutinaria
la determinacién de que un fragmento estd dentro del alcance de la invencién.

Dado que se requiere la expresion de IDX-1 para la secrecion de insulina a partir de una célula, las células no
productoras de insulina que pueden utilizarse para hacer células secretoras de insulina deben incluir células que expre-
sen IDX-1 de manera constitutiva o tras la simulacién con un factor de crecimiento o transfectando la célula con un
dcido nucleico que codifica para IDX-1 antes del, durante el o después del tratamiento de las células no productoras
de insulina con el factor de crecimiento.

El factor de crecimiento tal como se definié anteriormente en la presente memoria puede diferenciar células pro-
ductoras de insulina a partir de células no productoras de insulina. La diferenciacién puede producirse in vivo o in
vitro tras el contacto de la célula no productora de insulina con el factor de crecimiento. El contacto podria ser una vez
mediante bolo, una vez mediante infusion continua, o en repetidas ocasiones mediante bolo o infusién continua.

Las caracteristicas preferidas de las células productoras de insulina incluyen la capacidad para transcribir el gen
de insulina, la capacidad para traducir el ARNm de insulina, la capacidad para liberar o secretar insulina, la capacidad
para almacenar insulina, la capacidad para percibir los niveles de glucosa, y la capacidad para liberare insulina de una
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manera regulada. Puesto que se cree que la expresion de los factores de transcripciéon IDX-1, Beta 2/Neuro D y E47 es
necesaria para la produccién de insulina, estos factores también se expresardn normalmente en la células productoras
de insulina de la invencion.

Por “entrar en contacto” se entiende un caso de exposicién de la superficie extracelular de una célula a una sustancia
en niveles fisiolégicamente eficaces. Una célula puede entrar en contacto con el factor de crecimiento, por ejemplo,
afiadiendo el factor de crecimiento al medio de cultivo (por infusién continua, por suministro en bolo o cambiando el
medio a un medio que contiene el factor de crecimiento) o afiadiendo el factor de crecimiento al fluido intracelular in
vivo (por suministro local, suministro sistémico, inyeccion intravenosa, suministro en bolo o infusién continua). La
duracién del “contacto” con una célula o un grupo de células se determina por el tiempo en que la sustancia, en este
caso el factor de crecimiento, estd presente a niveles fisioldgicamente eficaces en el medio o fluido extracelular que
bafia la célula. E1 GLP-1 presenta una semivida corta de varios minutos, mientras que la semivida de la exendina-4 es
sustancialmente mayor, del orden de horas. Por tanto, un bolo de GLP-1 puede estar en contacto con la célula durante
minutos, y un bolo de exendina-4 puede estar en contacto con la célula durante horas.

La etapa de poner en contacto en los procedimientos de la presente invencién puede tener lugar in vitro. Por
ejemplo, en un protocolo de trasplante pueden emplearse procedimientos ex vivo de tal manera que las células no
productoras de insulina se extraen de un donante (por ejemplo, el individuo que estd siendo tratado) y se mantienen
fuera del organismo segtin los protocolos convencionales bien conocidos en la técnica (véase Gromada et al., 1998).
Mientras se mantienen fuera del organismo, las células podrian ponerse en contacto con el factor de crecimiento y
posteriormente infundir las células (por ejemplo, en un vehiculo aceptable) o trasplantarse utilizando procedimientos
bien conocidos en la técnica al sujeto donante o un sujeto diferente del sujeto donante.

Alternativamente, la etapa de poner en contacto de la presente invencion puede tener lugar in vivo. Los proce-
dimientos para administrar el factor de crecimiento exendina-4 definido anteriormente se describen en la presente
memoria. El factor de crecimiento exendina-4 puede administrarse sistémicamente, incluyendo, por ejemplo, por una
bomba, por una linea intravenosa o por inyeccién en bolo (Gutniak et al., 1992; solicitud de patente europea, publica-
cién n.° 06193222 A2; patente US n.° 5.614.492; patente US n.° 5.545.618). La inyeccién en bolo puede incluir vias
subcutdnea, intramuscular o intraperitoneal.

Las células no productoras de insulina empiezan a diferenciarse en células productoras de insulina después de
aproximadamente veinticuatro horas de ponerse en contacto con la exendina-4 o polipéptidos relacionados y fragmen-
tos tal como se definié anteriormente en la presente memoria. El nimero méaximo de células que se diferencian en
células productoras de insulina normalmente lo han hecho después de siete dias de contacto. De un modo interesante,
las nuevas células productoras de insulina continian mostrando la capacidad de producir insulina incluso después de
interrumpir el contacto con exendina-4, sus polipéptidos relacionados o fragmentos. Las nuevas células productoras
de insulina muestran la capacidad de producir insulina durante por lo menos hasta 2 semanas después de interrumpir
el contacto.

Por tanto, la etapa de poner en contacto serd normalmente de por lo menos veinticuatro horas. Por “por 1o menos
veinticuatro horas” quiere decirse veinticuatro horas o més. Especificamente, las células no productoras de insulina
pueden ponerse en contacto con el factor de crecimiento durante 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 horas hasta 3, 4, 5, 6, 7 0 mas
dias o cualquier tiempo transcurrido particular en horas o minutos dentro del intervalo anterior. Preferentemente, las
células no productoras de insulina se pondrdn en contacto con el factor de crecimiento durante siete dias.

Las dosificaciones del factor de crecimiento exendina-4 definido en la presente memoria para utilizarse en los
procedimientos in vivo o in vitro y los procesos descritos en la presente memoria preferentemente oscilan desde
aproximadamente 1 pmol/kg/minuto hasta aproximadamente 100 nmoles/kg/minuto para la administracién continua y
desde aproximadamente 1 nmol/kg hasta aproximadamente 40 nmoles/kg para la inyeccién en bolo. Preferentemente,
la dosificacién de GLP-1 en los procedimientos in vitro serd de 10 pmoles/kg/min. a aproximadamente 100 nmo-
les/kg/min., y en los procedimientos in vivo desde aproximadamente 0,003 nmoles/kg/min. hasta aproximadamente
48 nmoles/kg/min. Mas preferentemente, la dosificacién de GLP-1 en procedimientos in vitro oscila de aproximada-
mente 100 picomoles/kg/minuto a aproximadamente 10 nanomoles/kg/minuto, y en los procedimientos in vivo desde
aproximadamente 0,03 nanomoles/kg/minuto hasta aproximadamente 4,8 nanomoles/kg/minuto. La dosificacion pre-
ferida de exendina-4 en procedimientos in vitro es de 1 pmol/kg/min. a aproximadamente 10 nmoles/kg/min., y en in
vivo desde aproximadamente 1 pmol/kg hasta aproximadamente 400 pmoles/kg para una inyeccién en bolo. Una dosi-
ficacion mas preferida de exendina-4 en procedimientos in vitro oscila desde aproximadamente 10 pmoles/kg/minuto
hasta aproximadamente 1 nmol/kg/minuto, y en in vivo desde aproximadamente 10 pmoles/kg hasta aproximadamente
40 pmoles/kg para una inyeccién en bolo.

Se proporciona un procedimiento de diferenciacion de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1,
que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina segin lo definido anteriormente en la presente
memoria. Por “diferenciacion de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de
GLP-1, en células productoras de insulina” quiere decirse un cambio en las caracteristicas fenotipicas de las células
no productoras de insulina de tal manera que las células afectadas presentan por lo menos la caracteristica fenotipi-
ca de producir insulina. La célula afectada puede presentar todas las caracteristicas fenotipicas de una célula beta o
puede presentar menos que todas las caracteristicas fenotipicas de una célula beta. La célula afectada puede producir
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insulina pero mantener por lo demds las caracteristicas fenotipicas de la célula no productora de insulina. Por ejemplo,
una célula no productora de insulina, tal como una célula productora de amilasa pancredtica (es decir, célula acinar
pancredtica), que se pone en contacto con exendina-4 puede continuar expresando amilasa, tipico de una célula pro-
ductora de amilasa, pero, a diferencia de la tipica célula productora de amilasa, también produce insulina. Por tanto, es
posible una continuidad entre el cambio fenotipico completo y el cambio fenotipico individual. Los ejemplos mues-
tran el sorprendente resultado de que la capacidad de producir insulina puede conferirse a células no secretoras de
insulina maduras (por ejemplo, células acinares). Un aumento en la proliferacién de células no productoras de insulina
puede preceder la diferenciacion de células no productoras de insulina en células productoras de insulina, y “diferen-
ciacion” no pretende excluir ninguna proliferacién que acompafie el cambio de la célula a un fenotipo productor de
insulina.

Debido a la importancia de IDX-1, Beta 2/NeuroD y E27 en la secrecién de insulina, también se describe un
procedimiento de diferenciacion de células no productoras de insulina en células productoras de insulina que incluye la
etapa adicional de transfectar células no productoras de insulina con un dcido nucleico o dcidos nucleicos que codifican
para IDX-1, Beta 2/NeuroD y/o E27 antes de poner en contacto la célula no productora de insulina con exendina-4
o un polipéptido relacionado o fragmentos segun se definié anteriormente en la presente memoria. Alternativamente,
una etapa adicional puede comprender transfectar una célula ya puesta en contacto con exendina-4 o un polipéptido
relacionado o fragmento segin se defini6 anteriormente en la presente memoria, con un 4cido nucleico o dcidos
nucleicos que codifican para IDX-1, Beta 2/NeuroD y/o E47. Si la célula puesta en contacto estd in vivo, puede
lograrse la transfeccién mediante perfusion retrograda del ADN de pldsmido para IDX-1 en el conducto de secrecién
del pancreas (véase Goldfine et al., 1997). Adicionalmente, en algunos casos, la expresién de IDX-1, Beta 2/NeuroD
y E47 puede resultar de la aplicacion de ciertas proteinas a células que no expresan IDX-1.

La presente invencién proporciona ademds un procedimiento de estimulacidon de células productoras de amilasa
pancredticas para que produzcan tanto insulina como amilasa, que comprende poner en contacto las células produc-
toras de amilasa pancredticas in vitro con un factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en
exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mas aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de
las posiciones 1,4, 6,7y 9 en la secuencia de aminodcidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional
en comparaciéon con la exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras de insulina a partir
de células no productoras de insulina, que IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que
presentan la secuencia de aminoécidos de una de SEC ID n®: 9 a 18. Se proporciona un ejemplo de este procedimiento
en los ejemplos.

También se describe un procedimiento de tratamiento de la diabetes en un sujeto al que se le ha diagnosticado
diabetes tipo 1, que comprende administrar al sujeto el factor de crecimiento exendina-4 tal como se definié anterior-
mente en la presente memoria por infusioén continua durante por lo menos veinticuatro horas. Puesto que la exendina-
4 presenta una semivida bastante larga, en comparacién con el GLP-1, puede administrarse en bolo por lo menos una
vez. Los procedimientos de tratamiento son eficaces para tratar la diabetes en un sujeto con diabetes tipo 1, porque
el factor de crecimiento estimula la diferenciacién en el individuo de células no productoras de insulina, que IDX-
1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina, tal como se describe en detalle en la presente
memoria.

El sujeto de la invencién puede incluir seres humanos, animales domésticos, ganado (por ejemplo, bévidos, caba-
llos, cerdos, etc.), mascotas (como gatos y perros) individuales.

Por “diabetes” quiere decirse diabetes mellitus, una enfermedad metabdlica caracterizada por una deficiencia o
ausencia de secrecion de insulina por el pancreas. Tal como se utiliza en toda la memoria, “diabetes” incluye diabetes
mellitus tipo 1, tipo 2, tipo 3 y tipo 4 a menos que se especifique lo contrario en la presente memoria.

La presente invencién también se refiere a la utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el
grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mds aminodcidos adicionales o sustituciones en
posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7y 9 en la secuencia de aminoécidos de exendina-4 sin pérdida apreciable
de actividad funcional en comparacién con la exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar células productoras
de insulina a partir de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o
fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminodcidos de una de SEC ID n*: 9 a 18, para la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de la diabetes en un sujeto, en el que las células no productoras de insulina,
que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se obtienen de un donante o del sujeto que estd siendo tratado;
las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se ponen en contacto con
el factor de crecimiento, diferencidndose de ese modo las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que
portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina; y las células productoras de insulina de la etapa (b)
se administran al sujeto diabético. Las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores
de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en células productoras de amilasa
pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancreético, células Capan-1y
células precursoras de epitelio ductal pancredtico. Si las células no productoras de insulina se obtienen de un donante,
el donante puede ser un caddver. Como forma de realizacién adicional de la presente invencién, puede permitirse la
proliferacion in vitro de las células no productoras de insulina antes de ponerse en contacto con el factor de crecimiento.
Preferentemente, la estimulacion de la diferenciacion de células no productoras de insulina en células productoras de
insulina dard como resultado una diferenciacién mayor de aproximadamente el 20% de las células no productoras
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de insulina en células productoras de insulina. Incluso mds preferentemente, mas de aproximadamente el 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% o0 90% de las células tratadas se diferenciaran en células
productoras de insulina.

La alteracién de los antigenos de superficie de las células productoras de insulina obtenidas mediante la diferen-
ciacion de las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en células
productoras de insulina, puede reducir la probabilidad de que las células productoras de insulina provoquen una res-
puesta inmunitaria. Las células con antigenos de superficie alterados pueden administrarse entonces al sujeto diabético.

La presente invencion se ilustrard a continuacién haciendo referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1

Como se conoce que GLP-1 en células de insulinoma cultivadas influyen positivamente en la secrecién de insulina,
sintesis de insulina y ARN mensajero de insulina, se evaluaron los efectos del GLP-1 sobre el envejecimiento de ratas
Wistar.

Materiales. GLP-1 y exendina [9-39] (Ex) un antagonista de receptores peptidicos de GLP-1, se adquirieron de
Bachem (King of Prussia, PA). Los reactivos quimicos eran de Sigma (St Louis, MO), a menos que se establezca lo
contrario.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar de tres meses de edad (jovenes) y 22 meses (de edad avanzada) procedentes
de la colonia Wistar en el NIA (Baltimore, MD). Se mantuvieron con alimento para ratas y se alimentaron a voluntad.
Todas las ratas de edad avanzada son descendientes de diez familias fundadoras mantenidas en el NIA.

Protocolos. Para asegurar que los animales de edad avanzada eran capaces de responder al GLP-1, se llevo a cabo
un experimento con una tnica dosis con un bolo intravenoso de GLP-1. Seis ratas Wistar de edad avanzada (22 meses)
y 6 jévenes (3 meses) estuvieron en ayunas durante la noche. Después de la anestesia con pentobarbital 50 mg/kg, se
colocd un catéter en la arteria femoral para tomar muestras de sangre, y se administré un bolo de GLP-1 (0,2 nmol/kg)
en la vena safena durante 30 s. Se extrajo sangre (tomada a los 2, 4, 7 y 10 min.) para la determinacién de insulina.

Se les implant6 a las ratas una bomba microosmética Alzet (Alza Corp. Palo Alto, CA) en la region interescapular
durante 48 h. En el grupo tratado, se administré GLP-1 a una tasa de 1,5 y Ex a 15 pmol/kg™".min"'. Se ha demostrado
que con el fin de prevenir el efecto insulinotrépico de GLP-1, se requiere una concentraciéon de Ex 10 veces mayor
(Wang et al., J. Clin., Invest., 1995). Los animales control recibieron solucién salina normal en sus bombas y recibieron
su infusién durante el mismo periodo de tiempo.

Para las pruebas de tolerancia a la glucosa, después de estar en su sitio las bombas durante 36 h (n = 6 cada uno,
para el control y el tratamiento con GLP-1), las ratas estuvieron en ayunas durante la noche, se anestesiaron con
pentobarbital 50 mg/kg, y se retiraron las bombas, dando un tiempo de infusién total de GLP-1 de 48 h. Se colocé un
catéter en la arteria femoral para la toma de muestras de sangre y se extrajo sangre para la medicién del GLP-1. Se
administré una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (i.p.) IPGTT, lg/kg de PC) durante 120 min. tras la
retirada de las bombas. Se obtuvieron muestras de sangre a los 15, 30, 45, 60 y 90 min. con el fin de estimar los niveles
de glucosa e insulina. Se extrajo sangre (200 ul) en tubos heparinizados que contenian EDTA para la determinacién
de glucosa e insulina

Para determinar el contenido en insulina intraislote, se utilizaron 14 ratas. Se trataron siete con GLP-1, y siete con
solucién salina, tal como se describié anteriormente. Después de 48 h, precedidas de un ayuno durante la noche, se
sacrificaron los animales y se recogieron los islotes de Langerhans tal como se describi6 anteriormente (Perfetti ez al.,
1995; Egan et al., 1991). A continuacién, se midi6 el contenido en insulina intraislote en 50 islotes escogidos al azar de
cada pancreas individual. Se centrifugaron los islotes escogidos, y se eliminé cualquier medio residual, se suspendié
el sedimento en 4cido-etanol enfriado con hielo (500 ul) y se homogeneizé. Tras la centrifugacién del homogeneizado
(1.400 x g, 4°C), se recogio el sobrenadante para la medicion de la insulina intracelular. Se disolvié el sedimento en
dcido férmico y se determind el contenido en proteinas.

Ensayos. Se midi6 la glucosa en plasma mediante el procedimiento de la glucosa oxidasa.

(Egan et al., 1991). Se midieron la insulina y el GLP-1 mediante RIA tal como se public6 anteriormente (Wang et
al. Endocrinology, 1995; Nathan et al., 1992). Se midi6 la cantidad de proteinas celulares utilizando el procedimiento
de Bradford (Bio-Rad Richmond, CA) que utiliza y-globulina bovina como patrén.

Aislamiento del ARN y cuantificacion de los ARNm pancredticos endocrinos.

Se utilizaron los pancreas completos de las ratas que se habian sometido a una infusién de 48 h de GLP-1 o solu-
cion salina, para extraer el ARN total. Tras un ayuno durante la noche, se sacrificaron los animales, se extirparon los
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pancreas y se congelaron en nitrégeno liquido tan pronto como fue posible. Se extrajo el ARN mediante homogenei-
zacion en isocianato de guanidinio, seguido de ultracentrifugacion en una capa de cloruro de cesio 5,7 M (Glisin et al.,
1974; Chigwin et al., 1979). Luego, se preparé6 ARN-poli-A a partir del ARN total mediante cromatografia de afinidad
utilizando columnas de oligo (dT) (Biolabs INC, Beverly, MA). Se cuantific6 el ARN mediante andlisis espectrofoto-
métrico a 260 nm. Se utiliz6 el analisis de transferencia por ranuras utilizando ARN-poli-A, para la cuantificacién de
los niveles de ARNm de la glucocinasa, que es el principal sensor de glucosa de la célula beta (Matschinsky, 1990),
las tres hexocinasas, GLUT 2, el principal transportador de glucosa de la célula beta (Mueckler, 1990) e insulina. Se
diluyeron 4 microgramos de ARN-poli-A en 50t-ul de tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4), 20 ul de
formaldehido al 37% y 20 ul de SSC 10x. Las muestras se incubaron a 60°C durante 15 min., y luego se diluyeron con
1 ml de SSC 10x enfriado con hielo (SSC 1x = NaCl 0,15 M + citrato de sodio 0,015). Se enjuag6 una vez cada pocillo
del minisobre de la transferencia por ranuras, con SSC 10x enfriado con hielo y 300 ul de la muestra por pocillo, luego
se carg6 por triplicado sobre la membrana. Se aplicé vacio para drenar las muestras a través de la membrana, seguido
de tres lavados de los pocillos con SSC 10x enfriado con hielo. Finalmente, las membranas se secaron durante 2 h a
80°C en un horno de vacio para la reticulaciéon del ARN.

Las hibridaciones con sondas de ADNc (insulina II de rata del Dr. S.J. Giddings, Universidad de Washington, St
Louis, MO; glucocinasa de rata del Dr. M.A. Magnuson, Universidad de Vanderbilt, Nashville, TN; GLUT?2 de rata
del Dr. M.J. Birnbaum, Escuela de Medicina de Harvard, Boston MA; y ADNc de hexocinasa 1, II, III del Dr. J.E.
Wilson, Universidad del Estado de Michigan, East Lancing, MI) se llevaron a cabo tal como se describié anterior-
mente (Wang et al., Endocrinology, 1995; Wang et al., Mol. Cell., Endocrinol., 1996). Todas las sondas de ADNc
se marcaron con [**P]-dCTP (Amersham Life Science, Arlington Heights, IL) mediante el procedimiento de sensibi-
lizacién al azar que utiliza Sequenase (United States Biochemical, Cleveland, OH). Se sintetizé un oligonucleétido
homélogo a la cola de poli-A de los ARNm en un sintetizador de ADN de Applied Biosystem (5°’GATGGATCCTG
CAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT3’) y se utiliz6 para cuantificar el ARNm celular total. Se llevé a cabo la
hibridacién con oligo dT,, con el fin de verificar que se utilizé aproximadamente una cantidad igual de ARN para
cada muestra. Las sondas de oligonucleétidos se marcaron en los extremos con [**P]-yATP (Amersham) utilizando
polinucleétido cinasa de T4 (New England Biolabs, Beverly, MA). Las hibridaciones con sondas de oligonucleé6tidos
se llevaron a cabo tal como se describié anteriormente.(Wang et al., Endocrinology, 1995; Wang et al., Mol. Cell.
Endocrinol., 1996) y se cuantificaron utilizando un analizador de transferencia Betascope 603 (Betagen, Walthman,
MA).

Aislamiento del ARN y cuantificacion de los ARNm en los islotes de Langerhans. Para confirmar los cambios vistos
en pancreas completos, se aislé ARN de islotes de Langerhans procedentes de los animales tratados tal como se des-
cribi anteriormente con GLP-1. Los islotes se aislaron y se extrajo el ARN utilizando el microprocedimiento, descrito
previamente (Perfetti et al., 1995). Aproximadamente 5 ug de ARN total de los islotes procedian de un pancreas. Se
llevo a cabo un andlisis de transferencia por ranuras para cuantificar los niveles de ARNm de las hexocinasas, GLUT2
e insulina.

Andlisis estadistico. Se expresaron los datos como la media + EEM. La significacién de los datos de insulina y
glucosa obtenidos a partir de la IPGTT se someti6 a prueba utilizando el anélisis de la varianza con medidas repetidas
de SAS (SAS Institute Inc.; Cary, NC). Si se documentaba una variacién significativa (p< 0,05), se compararon los
valores en puntos de tiempo individuales mediante la prueba de la t de Student para datos independientes. Todos los
demds datos se analizaron utilizando la prueba de la t de Student para datos independientes: se consideré significativo
p<0,05.

Respuesta al bolo de GLP-1 i.v. de una tinica dosis. Los animales en ayunas jovenes y de edad avanzada respon-
dieron igualmente bien a un bolo de GLP-1 0,2 nmol/kg suministrado durante 30 seg. Sus respuestas de insulina eran
superponibles (figura 1). A los 2 min. tras la finalizacién del bolo, la respuesta de insulina fue maxima tanto en los
animales jévenes (373,3 + 43,7 pmol) como en los de edad avanzada (347,7 + 25,7 pmol/l) yen ambos grupos los
niveles de insulina habian vuelto al nivel inicial a los 10 min.

Pruebas de tolerancia a la glucosa. Los animales de edad avanzada presentan una franca intolerancia a la glucosa
en comparacién con los animales jévenes durante una IPGTT (figura 2). La glucosa en ayunas, tomada justo ante a
la glucosa i.p., no era diferente entre los animales control y los tratados. La glucosa en sangre fue significativamente
inferior durante la prueba de tolerancia a la glucosa en los animales tratados con GLP-1 en comparacién con los
animales control en los puntos de tiempo de 15 min. (9,04 = 0,92 frente a 11,61 + 0,23 mmol/l) y 30 (8,61 = 0,39
frente a 10,36 + 0,43 mmol/l) (figura 2). Ademads, los animales de edad avanzada ya no eran intolerantes a la glucosa
en comparacién con los animales jovenes. Al revisar la respuesta de insulina al mismo tiempo, puede observarse que
la respuesta de insulina a los 15 min. fue significativamente mejor en los animales tratados con GLP-1 en comparacién
con los controles (figura 3). En efecto, las ratas tratadas con solucién salina presentaron su nivel pico de insulina a
los 30 min., mientras que los animales tratados con GLP-1 presentaron el pico a los 15 min. Esta rdpida respuesta de
insulina explicé la disminucién en la glucosa en sangre en los animales tratados (figura 2). Los niveles de insulina
en ayunas durante la noche fueron mayores en los animales tratados con GLP-1 pero debido a una gran variacién
entre los animales, esto no fue estadisticamente diferente de los controles (192 + 47 frente a 134 + 45 pmol/l). La
infusién durante 48 h de GLP-1 en ratas Wistar de 22 meses de edad potencia la respuesta de insulina a una IPGTT.
Este fenémeno se observoé incluso después de la finalizacion de la infusién de GLP-1, indicando que la GLP-1 puede
inducir cambios a largo plazo que sobrepasan y ultramodulan la liberacién de insulina. El cambio principal de la curva
de respuesta de insulina fue en la liberacion temprana de insulina después de la carga de glucosa, y se indujo mediante
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un desplazamiento en la secrecién maxima de insulina desde 30 min. después de la inyeccion de glucosa, tal como se
observo en los controles, hasta sélo 15 min. en las ratas tratadas con GLP-1.

Contenido en insulina intraislote. Hubo variacion en la cantidad de insulina entre los islotes para cada pédncreas
individual tal como podria esperarse de los animales de edad avanzada (figura 4). Sin embargo, hubo sistematicamente
mads insulina en los islotes de los animales tratados (p<0,01). Los islotes de los controles y de las ratas tratadas
con GLP-1 presentaron 5,31 + 1,19 frente a 19,68 + 3,62 ng de insulina por ug de proteinas pancredticas totales,
respectivamente.

Niveles en plasma de GLP-1. Se midi6 el GLP-1 en plasma en 3 animales 6 h tras el inicio de la infusién de GLP-1
para asegurar tanto que se alcanzaban los niveles de GLP-1 en el estado estacionario como para verificar que el péptido
se estaba infundiendo realmente. El nivel de GLP-1 en plasma a las 6 h fue de 106,7 + 17,6 mientras que a las 48 h
fue de 125,0 = 41,4 pmol/l. Antes del inicio de las pruebas de tolerancia a la glucosa, el GLP-1 en plasma estaba por
debajo del nivel de detectabilidad del ensayo. Los niveles de GLP-1 en ayunas en las ratas Wistar control fue de 10-20
pmol/l. No hubo diferencia en los niveles de GLP-1 en ayunas entre los animales jovenes y los de edad avanzada. Por
tanto, la infusién de GLP-1 elev6 los niveles de GLP-1 en plasma en aproximadamente 6 veces los niveles en ayunas.
Puesto que se notifican que los niveles con alimentacion en ratas Wistar (Wang et al., J. Clin. Invest., 1995), asif como
en seres humanos (Gutniak ez al., 1992), se duplican aproximadamente después de alimentarse, los niveles en plasma
que se obtuvieron con las bombas eran farmacoldgicos.

Efecto del GLP-1 sobre la expresion génica. Se midi6 la abundancia de ARNm de insulina asi como los niveles de
ARNmMm de otros factores implicados en las etapas tempranas de liberacion de insulina mediada por glucosa, asi como el
metabolismo de la glucosa en las células beta. Se cuantificaron los resultados mediante densitometria, se normalizaron
mediante la utilizaciéon de hibridacién con oligo dT y se expresaron en términos relativos mediante la asignacién al
resultado de los controles de animales jévenes un valor de 1. La figura 6 muestra que las transferencias para ARNm
de insulina de pancreas completos de 6 animales jovenes y 12 de edad avanzada, y los resultados combinados de todos
los animales mostrados en la figura 5. La figura 7 muestra la transferencia de tres preparaciones de ARN de los islotes
aislados de tres animales de edad avanzada.

Los niveles de ARNm de insulina aumentaron en un 50% aproximadamente en los animales de edad avanzada
frente a los jovenes (figura 5A, P< 0,05, y figura 6). El1 GLP-1 aument6 el ARNm de insulina tanto en animales
jovenes como de edad avanzada en comparacion con los controles (figura 5A, P<0,01 y figura 6). Pueden observarse
resultados similares en las preparaciones de islotes aislados (figura 7). Este aumento se evité totalmente cuando los
animales se trataron simultdneamente con EX, un inhibidor de la unién de GLP-1 a su propio receptor. De gran interés
es el hecho de que los animales tratados con Ex sola o Ex con GLP-1, los niveles de ARNm de insulina fueron
inferiores que en los controles (p<0,05). Los niveles de ARNm de insulina disminuyeron un promedio del 60% en
presencia de Ex sola.

Los niveles de ARNm de GLUT-2 en los animales de edad avanzada disminuyeron en un 70% en comparacion
con los controles jovenes y esto se invirtio completamente mediante el tratamiento con GLP-1 (figura 5B, P<0,001).
Puede observarse el aumento de los niveles de ARNm de GLUT-2 por GLP-1 en los animales de edad avanzada tanto
en las preparaciones de islotes (figura 7) y como de pancreas completo (figura 6). En los animales jévenes, el GLP-1
no influye significativamente en los niveles de ARNm de GLUT-2 (figura 5). Los niveles disminuyeron en un 50% en
presencia de Ex solo (figura 5B, P<0,05), pero no en los animales tratados con Ex y GLP-1 (figura 5B).

No hubo diferencias entre los animales jévenes y los de edad avanzada en los niveles de ARNm de glucocinasa
(figura 5C). E1 GLP-1 aument6 significativamente los niveles de glucocinasa en animales jovenes (figura 5, P<0,05)
pero mucho mds en animales de edad avanzada (figura 5C, P<0,001, figura 7). Se observaron resultados similares
en los animales de edad avanzada con las preparaciones de islotes aislados (figura 7). Ex evité completamente los
aumentos inducidos por GLP-1 en el ARNm de glucocinasa.

Para todas las preparaciones, los resultados de los pancreas se reflejaron en los islotes. Los niveles de ARNm de
hexocinasa 1, II y III fueron muy bajos en los pancreas completos y los islotes, y no parecieron verse alterados por el
tratamiento con GLP-1. También se infundié6 GLP-1 durante 5 dias en ratas de edad avanzada (n=6) y se encontraron
los mismos resultados que con la infusién durante 48 h.

Tras la infusién continua con GLP-1, los pancreas fueron sorprendentemente mas grandes que los pancreas del
grupo control. Los pancreas de los animales tratados pesaron un 26% mads que los pancreas de los animales control.

Sorprendentemente, ademds, la secrecion de insulina permanecié mejorada incluso después de la eliminacién de
la fuente exdgena de GLP-1. La semivida bioldgica de la accién insulinotrépica del GLP-1 en la sangre es de 6-8 min.
(Elahi et al., 1994) y puesto que la infusién de GLP-1 se habia finalizado por lo menos 2 horas antes de realizar las
pruebas de tolerancia a la glucosa, la presencia continuada de los niveles de GLP-1 elevados, por lo menos a corto
plazo, no fue necesaria para la mejora de la tolerancia en los animales Wistar de edad avanzada.

El GLP-1 aumenta la biosintesis de insulina y los niveles de ARNm de insulina in vivo, tal como se demostr
anteriormente en células de insulinoma (Wang et al., Endocrinology, 1995). Ademas, el GLP-1 pareceria ser necesario
para el mantenimiento normal de los niveles de ARNm de insulina en el pancreas. Ex no sélo inhibi6 el efecto del GLP-
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1 sobre el ARNm de insulina, sino que también produjo una disminucién en el ARNm de insulina en los animales a los
que se les administré Ex sola. Ex es un inhibidor competitivo de la unién del GLP-1 a su receptor, requiriéndose una
concentracion de Ex 10 veces superior para inhibir el efecto insulinotrépico del GLP-1 (Wang et al., J. Clin. Invest.,
1995), por lo que es de suponer que estaba inhibiendo la unién del GLP-1 end6geno en los animales que recibieron
Ex sola. Esto significa que el GLP-1 presenta efectos sobre el mantenimiento de los niveles de ARNm de insulina en
el intervalo fisiolégico.

Se ha propuesto que en la diabetes tipo 2, la célula beta que almacena insulina disminuye- por debajo de un nivel
critico, y que esto produce una reduccion posterior en las respuestas de insulina inducidas por glucosa (Hosokawa et
al., 1996). Tal como muestran los datos, el GLP-1 puede aumentar el contenido en insulina intraislote y cuando se
administra de manera continua, no s6lo mediante bolo, puede inducir también cambios beneficiosos para la funcién
de las células beta, mas alld de sus efectos simplemente sobre la secrecién de insulina.

Ejemplo 2

La exendina-4 es un péptido producido en las gldndulas salivales del lagarto, monstruo de Gila. En el presen-
te ejemplo, se informa de que en ratas Wistar, criadas en el Instituto Nacional sobre el Envejecimiento (NIA), fue
un agente insulinotrépico bastante mds potente de diferentes maneras que el GLP-1. Ademds se informa de que la
exendina-4 conduce a una mejora sostenida del control de la diabetes en un modelo de roedor de la diabetes tipo 2.

Materiales. Se adquirieron exendina-4 y GLP-1 de Bachem (King of Prussia, PA). Los reactivos quimicos proce-
dian de Sigma (St Louis, MO), a menos que se establezca lo contrario.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar de cuatro meses de edad procedentes de la colonia Wistar en el NIA (Baltimore,
MD), para los experimentos con una unica dosis de los efectos de exendina-4 y GLP-1 (véase el ejemplo 1). Se les
mantuvo con alimento de laboratorio estindar y se les alimentd a voluntad. Para los experimentos a largo plazo,
se adquirieron ratones diabéticos de cuatro meses de edad (C57BLKS/J-Lepr®/Lepr®) que carecian del receptor de
leptina, y su carnada no diabética a las 4 semanas de edad procedente de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine).
Se alojaron dos por jaula y también se les aliment6 a voluntad. Se enjaularon los mismos ratones juntos en la duracién
del estudio. Se enjaularon ratas Wistar sobre tela metdlica mientras que los lechos de los ratones fueron de un producto
a base de papel, “Carefresh” (Absorption Co., Bellingham, WA).

Protocolos. Las ratas Wistar estuvieron en ayunas durante la noche. Después de la anestesia con pentobarbital 50
mg/kg, se coloco un catéter en la arteria femoral para la toma de muestras de sangre. Se administré un bolo de o bien
exendina-4 o bien GLP-1 en la vena safena (i.v.) durante 30 s a 12 animales, mientras que se administré un bolo de
solucidn salina normal (NaCl) a los otros seis. Se rot6 el orden de las inyecciones. Se extrajo sangre (tomada a los -5,
0, 2,5, 15, 30, 60, 120, y 180 min.) en tubos heparinizados que contenian EDTA y aprotinina para la determinacién
de insulina (véase el ejemplo 1). Se aclimataron los animales a las instalaciones durante por lo menos 2 dfas.

Once animales diabéticos y 10 no diabéticos recibieron 24 nmol/kg de exendina-4 (i.p.), diariamente (7-9 am),
mientras que 10 animales diabéticos y 10 no diabéticos recibieron NaCl i.p. Posteriormente, se determinaron los
niveles de glucosa en sangre completa, tomados del seno retroorbital, en los ratones utilizando un glucémetro Elite
(Bayer). Se continu6 este régimen durante 12-13 semanas. En el dia ocho, dos de los ratones no diabéticos (compafieros
de jaula) y en el dia catorce uno de los ratones diabéticos, murieron justo después de recibir exendina-4. Se pesaron
los animales semanalmente. Después de una semana del régimen, se tomaron de nuevo muestras de sangre de un seno
retroorbital para la determinacién de los niveles de insulina y glucosa. Al final del régimen, se obtuvieron muestras
de sangre en ayunas para la medida de los niveles de glucosa e insulina, y se someti6 a ensayo sangre completa que
contenia EDTA para determinar la hemoglobina Alc (Hb Alc) en el mismo dia para los cuatro grupos.

En otro grupo de ocho ratones diabéticos de 14 semanas de edad, se les administré 24 nmol/kg de exendina-4 i.p.
y NaCl i.p. diariamente durante cinco dias a cuatro de cada grupo.

Determinaciones del AMPc. Se recogieron los islotes de Langerhans de ratas Wistar (Perfetti et al., 1995) y en-
tonces se incubaron lotes de 25 islotes durante 1 h a 37°C en un tamp6n que contenia (mM) NaCl 140, KC1 5, NaPO,
1, MgSO, 1, glucosa 5, CaCl, 2, HEPES 20, tampén (pH 7,4) y albiimina de suero bovino al 0,1%. Tras esto, se
incubaron en el mismo tampdn durante 1 hora en presencia de GLP-1 (1 nM) o exendina-4 (1 nM). Después se lavaron
algunos lotes de islotes tres veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) enfriada con hielo y se lisaron
con 1 ml de 4cido perclérico 0,6 mM enfriado con hielo. Otros lotes se lavaron tres veces con el tampén a 37°C y se
dejaron otros 15 min. antes de lavarse tres veces con PBS enfriado con hielo seguido de lisis con el 4cido perclérico.
Luego, los lisados (950 ul se transfirieron a tubos de microcentrifuga y se midié el AMPc tal como se describi6 an-
teriormente (véase el ejemplo 1) mediante la utilizacién del kit de ensayo de [’H]-AMPc (Amersham). Se sometié a
ensayo la proteina celular mediante la utilizacién del procedimiento de Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA) que utiliza
y-globulina bovina como patrén.

Ensayos. La glucosa en plasma se midié mediante el procedimiento de la glucosa oxidasa (Wang et al., 1997).
La insulina se midié mediante RIA tal como se describié anteriormente (véase el ejemplo 1). Se evalu6 la Hb Ale
utilizando una maquina DiaSTAT de BIO-RAD (Herculas CA), que utiliza cromatografia de intercambio catiénico de
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baja presion junto con una elucién en gradiente para separar las variantes y los subtipos de hemoglobina de la sangre
hemolizada. Se controlaron las fracciones de hemoglobina separadas por medio de la absorcién de la luz a 415 nm.

Procedimientos estadisticos. Se proporcionan todos los resultados como la media + EEM. Las pruebas de la t se
basaron en los resultados de una prueba F que examina la igualdad de la varianza de las dos medias. Si las varianzas
eran significativamente diferentes de manera estadistica entonces la prueba de la t se basé en varianzas desiguales.
Para la determinacién de la CEs, se restaron los niveles de insulina en plasma basales y la actividad restante a cada
concentracion se expresé como un porcentaje de la actividad maxima (que se consigue mediante un exceso de péptido).
A continuacién, esto se transformé en un formato logit donde logit = In (% actividad / 100 - % actividad]) y se
represent graficamente como un a funcién del log de la concentracién del compuesto.

Efectos de exendina-4 en ratas Wistar. La exendina-4 fue un agente insulinotrépico mds potente que GLP-1 en
diferentes niveles cuando se administré por via intravenosa. La respuesta de insulina mdxima en las ratas Wistar se
observa con GLP-1 0,4 nmol/kg (De Ore et al., 1997). A esta misma concentracién de exendina-4, la respuesta de
insulina médxima se duplica aproximadamente (figura 8). Los niveles de insulina vuelven al nivel inicial en 10 min.
con GLP-1, pero con exendina-4 realmente van por debajo del nivel inicial y han vuelto al nivel inicial en 60 min.
La concentracién CEs, para la liberacién de insulina es menor y la cantidad méxima de insulina secretada mediante
exendina-4 es mayor que con GLP-1. La CEs, fue de 0,019 (figura 9) frente a 0,19 nmol/kg para exendina-4 frente
a GLP-1 (véase el ejemplo 1), respectivamente. Los animales a los que se les administré exendina-4, presentaron un
aumento obvio en la diuresis en la duracion del estudio (no se cuantificé el volumen de orina) puesto que continuaron
orinando frecuentemente durante el estudio a pesar de la extraccion de sangre, lo que disminuiria el volumen de sangre
circulante, mientras que los animales tratados con GLP-1 orinaron poco o nada durante el estudio.

Efectos de la exendina-4 y GLP-1 en los niveles de AMPc en islotes aislados.

La exendina 4 aument6 mads los niveles de AMPc en islotes aislados que GLP-1 en concentraciones equimolares.
El GLP-1 aument6 el AMPc de manera dependiente de la concentracién con una respuesta de AMPc méaxima a 1
nM. A esa concentracién de exendina-4, los niveles de AMPc fueron aproximadamente 3 veces mayores (figura 10)
que con GLP-1. Esto probablemente explica por qué la exendina-4 produce una liberacién de insulina maxima mayor
que GLP-1. En un esfuerzo por observar si la exendina-4 o GLP-1 pueden permanecer en el receptor de GLP-1 y de
este modo mantener un aumento en AMPc tras la eliminacién de los péptidos de la disolucién tampén, se elimind el
péptido de algunos islotes mediante tres lavados con tampdn nuevo y a continuacién se midié el AMPc después de 15
min. Con ambos péptidos, los niveles de AMPc volvieron al nivel inicial por lo menos en 15 minutos.

Efecto del tratamiento con dosis miiltiples de exendina-4 en ratones. La actividad biolégica de exendina-4, que se
midié mediante su capacidad para disminuir el azicar en sangre, fue mucho mas prolongada de lo que se esperaba
cuando se administré por via subcutdnea o i.p. a los animales diabéticos. En los experimentos preliminares, se en-
contré que los ratones diabéticos tratados con exendina-4 presentaron niveles de azicar en sangre menores 24 horas
después de las inyecciones i.p. y subcutdneas (s.c.) mientras que con inyecciones de GLP-1, los niveles de aziicar
en sangre volvieron al nivel inicial. Esto conduce a disefiar un experimento a largo plazo con exendina-4. Al inicio
del régimen con exendina-4 i.p. diaria en los ratones, la glucosa en sangre en ayunas fue de 145 + 51 mg/dl en los
ratones no diabéticos, y de 232 + 38 mg/dl en los ratones diabéticos. Después de una semana de tratamiento, el nivel
de glucosa en ayunas en los ratones no diabéticos tratados con exendina-4 fue de 70 + 25 mg/dl y fue significativa-
mente menor que en los animales no diabéticos tratados con NaCl, 135 + 5 mg/dl (p < 0,05). Los animales diabéticos
presentaron una respuesta altamente significativa a exendina-4. Los niveles de glucosa disminuyeron hasta 90 + 11
mg/dl en los animales tratados con exendina desde 238 + 51 mg/dl (p< 0,002) en los animales tratados con NaCl
(tabla 1). Se midieron los niveles de insulina en ayunas en los animales diabéticos que recibieron NaCl o exendina-4.
Fueron mayores en los animales que recibieron exendina-4 (p< 0,002). Basdndose en estos datos, se continu6 tratando
los animales diariamente con exendina-4. Como el lecho era un producto a base de papel que se vuelve mds oscuro
progresivamente con el aumento de la miccidn, estaba claro que las jaulas de los animales diabéticos tratados con
exendina-4, aunque no totalmente secas como estaban las jaulas de los animales no diabéticos, obviamente siempre
estuvieron mas secas 24 horas después del cambio, que las jaulas de los animales diabéticos tratados con NaCl (fi-
gura 11, fotografia tomada después de 9 semanas de tratamiento). Se supuso que la disminucién de la miccién en
los ratones diabéticos tratados con exendina-4 se debié a una menor diuresis osmética debido a una menor glucosa
en sangre.

Los animales diabéticos presentaban claramente mas peso que los animales no diabéticos. Después de 9 semanas,
el peso de los animales no diabéticos alcanzé una meseta a aproximadamente 28 gramos (g) mientras que los animales
diabéticos continuaron aumentando de peso. A las 13-14 semanas de tratamiento, los animales tratados con NaCl
comenzaron a perder peso (38,7 g) mientras que los animales tratados con exendina-4 mantuvieron su peso (46,7 g).

Se someti6 a ensayo la sangre completa de los animales tratados con solucién salina y exendina-4 para las de-
terminaciones de Hb Alc y se midi6 en plasma para determinar las concentraciones de glucosa e insulina tras ayuno
durante la noche (figura 12). Puede observarse que todos estos pardmetros se alteraron significativamente mediante el
tratamiento diario con exendina-4. La Hb Alc fue del 8,8% en los animales diabéticos tratados con NaCl frente al 4,7%
en los animales tratados con exendina-4 (p< 0,0001). Ademas, la Hb Alc era menor en los animales no diabéticos, el
3,5 frente al 3,1% (p = 0,0002), tratados con exendina-4 frente a tratados con NaCl, respectivamente. Los niveles de
glucosa fueron significativamente menores (278,7 + 30,0 frente a 517 + 59 mg/dl), p<0,005) y los niveles de insulina

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 066 T3

significativamente mayores (4.600 + 1.114 frente a 707,2 + 169,7 pmol/l, p< 0,02) en los animales diabéticos tratados
con exendina-4 (figura 13). Las tendencias en la glucosa y la insulina fueron las mismas en los animales no diabéticos
con tratamiento con exendina-4 aunque no tan drésticas (figura 13).

En los ocho ratones diabéticos que tenian 14 semanas de edad cuando sus tratamientos comenzaron, los niveles de
azucar en sangre fueron de 640 + 37 mg/dl en los animales tratados con NaCl y de 355 + 21 mg/dl en los animales
tratados con exendina-4 después de cinco dias. Sus niveles de insulina fueron de 6.904 + 705 frente a 1.702 + 54
pmol/l, tratados con exendina-4 frente a tratados con NaCl, respectivamente.

Tras la administracién de exendina-4 i.p. y s.c., los niveles de azicar en sangre en los ratones diabéticos presentaron
una respuesta bioldgica mucho mas prolongada porque los niveles de aziicar en sangre permanecieron mas bajos (hasta
24 horas tras una dosis i.p.) por mds tiempo de lo que se esperaba de la respuesta de insulina a la exendina-4 i.v., con
el efecto hipoglucemiante de las inyecciones i.p. fueron menos variables que con s.c. Esto se debi posiblemente a la
mayor variacién en la técnica s.c. y tal vez incluso pérdida del péptido durante las inyecciones en algunos casos.

En los estudios que implican la inyeccién i.p. de exendina-4 i.p. diariamente durante una semana, los niveles de
azlcar en sangre en ayunas como resultado de s6lo una inyeccién al dia fueron realmente menores que los niveles
de azidcar en sangre de los animales no diabéticos. También era obvio al examinar las jaulas cada mafiana, que los
animales diabéticos estaban recibiendo exendina-4 puesto que sus jaulas estuvieron siempre mds secas. También se
observo este efecto en los animales no diabéticos que recibieron exendina-4.

En los experimentos en los que se administr6é exendina-4 diariamente durante cinco dias a animales diabéticos
cuyos niveles de aziicar en sangre medios eran de 640 mg/dl, también hubo un efecto notable en la disminucién
del azicar en sangre, y los niveles de insulina se aumentaron notablemente. Esto es poco probable que se deba a la
expansion de la masa de células beta y sugeriria que las células beta de las ratas diabéticas siguen respondiendo todavia
a exendina-4 incluso en presencia de tal marcada hiperglucemia.

Incluso después de 12 semanas de exendina-4, los niveles de azicar en sangre fueron menores que en los animales
tratados con NaCl. Normalmente, las respuestas primarias de anticuerpos tras las inyecciones intraperitoneales llevan
hasta 14-21 dfas y la exendina-4 es un hapteno débil a cualquier proporcién. Asi que para las primeras semanas de
tratamiento, no se esperaria que la exendina-4 se neutralice por el anticuerpo. Junto con esto, los efectos biolégicos de
la exendina-4 son a muy bajas concentraciones y por tanto, posiblemente el péptido presenta una mayor afinidad por
el receptor de GLP-1 que por su anticuerpo especifico y asi podria no neutralizarse totalmente por el anticuerpo. Otras
posibilidades en cuanto a por qué la exendina-4 podria no neutralizarse son que existe un péptido similar a exendina-
4 producido en los roedores que atn no se ha identificado o que una molécula de tipo exendina-4 se forma en el utero
de los roedores lo cual convierte a los animales maduros en tolerantes a exendina-4.

Se administr6 a ratones diabéticos, exendina-4 a una menor concentracién (1 nmol/kg) i.p. durante una semana.
Este sélo fue tan eficaz en la disminucién del azdcar en sangre que la mayor cantidad notificada en este ejemplo.

No se observaron efectos adversos de las inyecciones diarias sobre el comportamiento de los ratones. Puesto que se
ha observado que para los primeros 3-4 dias de inyeccién de exendina-4, el peso de los animales disminuye, pero en el
séptimo dia vuelve al mismo que en los animales tratados con NaCl. En el estudio a largo plazo, se pesé semanalmente
y asi se soslayé la disminucién inicial. A excepcién de que el lecho estaba obviamente mds seco cada mafiana en los
animales diabéticos tratados, no pudieron detectarse efectos nocivos evidentes de exendina-4 en los animales. Por
tanto, se sugiere que la exendina-4 podria ser superior a GLP-1 como un tratamiento para la diabetes tipo 2 en seres
humanos.

Ejemplo 3

Utilizando el protocolo del ejemplo 1, se administré GLP-1 mediante la infusién continua durante de uno a cinco
dias a ratas jovenes y de edad avanzada, mientras que las ratas control recibieron infusiones comparables de solucién
salina. Por el contrario, se administré exendina-4 por via intraperitoneal una vez al dia durante cinco dias segtin el
protocolo del ejemplo 2.

Aproximadamente el 20% de las células en los pancreas tratados con GLP-1 fueron positivos para PCNA a los cinco
dias. En el mismo punto de tiempo, hubo células en proliferacion en el islote. Ademads, habia células en proliferacién
revistiendo los conductos y, mas sorprendentemente, en el tejido acinar, un drea que generalmente se considera que
estd desprovista de células madre. También sorprendentemente, se encontraron varias células positivas para insulina
fuera de los islotes entre el tejido acinar, donde no se esperan células positivas para insulina.

Estos resultados demuestran que la infusién continua de GLP-1 o la inyeccidn intraperitoneal repetida con exen-
dina-4 durante por lo menos dos dias da como resultado un aumento en el nimero total de células positivas para
insulina y en la diferenciacién de las células acinares en células positivas para IDX-1 e insulina. Ademas, estos resul-
tados sugieren que GLP-1 y exendina-4 aumentan la proliferacion de las células y, especificamente, un aumento en la
proliferacién de células productoras de insulina dentro del tejido acinar.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 066 T3

La infusién continua de GLP-1 estimula la diferenciacién de las células no productoras de insulina en células
productoras de insulina, tras poner en contacto las células no productoras de insulina con GLP-1 durante més de
veinticuatro horas. Se observé el efecto tan pronto como el dia 1, y el efecto maximo tan pronto como a los siete
dias. Tal diferenciacion fue sorprendente puesto que la técnica anterior sélo mostraba resultados insulinotrépicos en
células beta. Ademds, la presente invencion fue sorprendente porque las células acinares, que nunca han mostrado
poder producir insulina, se estimulan para secretar insulina tras ponerlas en contacto con GLP-1. El aumento del
nimero de células productoras de insulina se mantiene sin cambios durante por lo menos dos semanas después que
el tratamiento se interrumpe. Puesto que la diferenciacién en una célula productora de insulina es un acontecimiento
terminal, es improbable la desdiferenciacion de vuelta a una célula no productora de insulina incluso en puntos de
tiempo posteriores. Por tanto, el efecto es permanente.

Se demuestra en la presente invencién que la exendina-4 presenta los mismos efectos que GLP-1 sobre la dife-
renciacion de células productoras de insulina a partir de células no productoras de insulina. Sorprendentemente, se
demuestra que exendina-4 presenta una semivida mucho mas larga que GLP-1. Por tanto, el aumento en el nimero de
células productoras de insulina, puede conseguirse con la inyeccién en bolo diaria, en lugar de la infusién continua,
de exendina-4 durante dos dias. Después de dos inyecciones, se observan células productoras de insulina fuera del
islote. El efecto médximo se consigue en siete dias. Al igual que con GLP-1, el efecto persiste durante por lo menos dos
semanas, y probablemente de forma permanente, incluso después que se interrumpe el contacto con la exendina-4.

GLP-1, exendina-4, factores de crecimiento que presentan secuencias de aminodcidos sustancialmente homologas
a GLP-1 o exendina-4, y fragmentos de los mismos, afectan a la diferenciacion de células no productoras de insulina in
vivo e in vitro. Ademads, una variedad de células no productoras de insulina, incluyendo las células madres y las células
acinares pueden estimularse para que se diferencien en células productoras de insulina. Estos avances con respecto a
la técnica anterior proporcionan procedimientos de tratamiento de la diabetes mellitus, mediante lo cual se aumentan
en nimero las células productoras de insulina mediante la administracién del factor de crecimiento a un paciente o
poniendo en contacto las células no productoras de insulina in vitro.

Ejemplo 4

El propésito de este estudio fue determinar si GLP-1 y las hormonas de los islotes, glucagén e insulina, tienen
efectos sobre el tejido acinar. Se utilizaron las células AR42]J (Christophe, 1994), que se derivan de un tumor exocrino
pancredtico de rata, como modelo de tejido acinar. A continuacién, se examinaron algunos aspectos del sistema de
transduccion de sefiales a través del cual ya se conoce que GLP-1 funciona en las células beta (Goke et al., 1993; Holz
et al., 1995; Yada et al., 1993).

Materiales. Se obtuvieron GLP-1, glucagén, exendina-4 y exendina 9-39 de Bachem (Torrance CA). Colecisto-
cinina (CCK), insulina, genesteina y vanadato procedian de Sigma Chemical Co (St Louis, MO). La linea celular
pancredtica de rata, AR42J, procedia de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD). Se adquirieron
anticuerpos anti-tirosina de Upstate Biotechnology, Inc (Lake Placis, NY)

Cultivo celular. Se mantuvieron células AR42J en medio de Eagle modificado por Dulbecco (Gibco, Grand Island,
NY) (DMEM) complementado con un 10% de suero de ternero fetal, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pug/ml y
glutamina 2 mM. Se utilizaron las células del pase 23-26 durante todo este estudio. De forma rutinaria, se colocaron las
células en placas a aproximadamente 10° células/ml en placas agrupadas de 12 pocillos, y se incubaron en un incubador
humidificado a 37°C con el 95% de aire y el 5% de CO,. Puesto que las células AR42J respondieron escasamente a
CCK, las células se incubaron de forma rutinaria con dexametasona 10 nM durante 48 h antes de su utilizacién, ya que
se sabfa que esto induce la capacidad de respuesta a CCK de manera dependiente de la concentracion (Logsdon et al.,
1987).

Ensayo de amilasa. Para la secrecion de amilasa, las células se lavaron para eliminar el medio con 2 ml de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). Luego, la incubacién se llevé a cabo en DMEM que contenia HEPES 15 mM,
albumina de suero bovino (BSA) al 0,2% e inhibidor de tripsina de soja al 0,01%. Se afiadieron las hormonas y los
reactivos de interés durante 50 min. a 37°C. A continuacion, se retiré inmediatamente el medio de incubacién para la
determinacion de amilasa y se lavaron las células de nuevo con 2 ml de PBS enfriado con hielo. Se afiadi6 el tampén
de lisado que contenia (en mM) Tris-HCl1 130, CaCl, 10, NaCl 75 y Tritén X-100 al 0,2% (pH 8,0) a las células y
entonces se recogieron los lisados para determinar la actividad amilasa total (Ceska et al., 1969). La amilasa liberada
se expresd como el porcentaje de la actividad amilasa total de las células.

Medicion del AMPc. Se hicieron crecer células en placas de 12 pocillos y se trataron con hormonas y reactivos +
IBMX tal como se describi6 anteriormente. Luego, se lavaron 3 veces con PBS enfriado con hielo y se lisaron con 1
ml de 4cido perclérico 0,6 mM enfriado con hielo. Los lisados (950 ul) se transfirieron a tubos de microcentrifuga y se
ajust6 el pH a 7,0 utilizando K,CO; 5 M. Después de la centrifugacion durante 5 min. a 10* rpm, se secé a vacio el so-
brenadante, y luego se recuperé en 200 ul de tamp6n Tris/EDTA. Después de afiadir Na,CO; 0,15 mM (50 ul) y ZnSO,
0,15 mM (50 ul), seguido de incubacién durante 15 min. en hielo, se eliminé el precipitado de sal mediante centrifu-
gacion durante 15 min. a 3,5 x 10° rpm y se sometieron a ensayo 50 ul de sobrenadante utilizando un kit de ensayo de
[’H]-AMPc (Amersham Corp., Arlington Heights, IL), (Steiner et al., 1972). Se midi6 la proteina celular utilizando el
procedimiento de Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA) con gamma-globulina bovina como patrén (Bradford, 1976).
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Medicion del calcio intracelular, [Ca** ]. Se cargaron las células AR42]J con la sonda de fluorescencia de Ca®*, éster
de indo-1-acetoximetilo (indo-1/AM). La disolucién de carga consistia en 50 ug de indo-1/AM (Molecular Probes
Inc.), 30 ul de dimetilsulf6xido (DMSO) y 5 ul de Pluronic F-127 al 25% (p/p en DMSO) (BASF Wyandott Corp.)
Se afiadi6 esta mezcla a 2,0 ml de células en solucién salina equilibrada de Hank (concentracién final de indo-1 de 25
uM) y se mezcl6 cuidadosamente en una placa de agitacién durante 1 h. A continuacion, las células se centrifugaron
a 400xg durante 60 s, se resuspendieron en una disolucioén de bafio convencional, que consistia en (en mM): NaCl
137; KCI 5; MgSO, 1,3; CaCl, 5; HEPES 20; se ajust6 el pH con NaOH a 7,4, y se almacen6 durante por lo menos
1 h antes de utilizarse. Tanto la carga con indo-1 como los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(22-24°C). La suspension celular se colocé en una cdmara sobre la fase de un microscopio de fluorescencia invertido
(Spurgeon et al., 1990). Se restringi6 el campo de emision a una sola célula. Se excité indo-1 a 350 + 5 nm cada 5
ms, y la emisién de fluorescencia se dividié en bandas de longitud de onda de 410 = 5 y 490 + 5 nm. La razén de
fluorescencia 410:490 (razén F410/F490), corregida para la autofluorescencia, se utilizé como un indice de la [Ca*'],,
utilizando la metodologia bien conocida en la técnica (Spurgeon et al., 1990). La autofluorescencia de la célula se
evalud en un gran nimero de células no cargadas con indo-1 del mismo lote. En un experimento tipico, la disolucién
de bafio convencional se intercambid rdpidamente (< 200 ms) por una de las disoluciones de prueba inyectadas desde
una micropipeta colocada en estrecha proximidad a la célula (Janczewski et al., 1993; Konnerth et al., 1986). De forma
rutinaria, las células se expusieron a la disolucién de prueba durante 240-300 s. Después de eso, se eliminé por lavado
la disolucién de prueba, mientras que se monitorizaba la [Ca®*], durante 120-180 s adicionales. Las disoluciones
de prueba se prepararon justo antes del experimento mediante la adicién de las hormonas en la disolucién de bafio
convencional.

Union de GLP-1. Se colocaron en placas las células AR42J y se cultivaron tal como se describié anteriormente. Al
inicio del experimento de unién, se incubaron las células con DMEM libre de suero durante 2 h a 37°C. A continuacion,
se lavaron las células dos veces con 0,5 ml de tampén de unién que contenia (en mM) NaCl 120, MgSO, 1,2, acetato
de sodio 13, KC1 5, Tris 10, pH 7,6. Luego, se incubaron las células durante la noche a 4°C con 0,5 ml de tampén
de unién complementado con un 2% de BSA, aprotinina 500 U/ml, glucosa 10 mM, un intervalo de concentraciones
de GLP-1 (0,03 nM-100 nM) y 30.000 cpm de "*I-GLP-1 (2.000 Ci/mmol, Peninsula, Belmont, CA). Sélo se utilizé
15T-GLP-1 preparado recientemente en el plazo de dos semanas desde la fecha de referencia. Al final de la incubacion,
se desechd el sobrenadante y se lavaron las células tres veces con PBS enfriado con hielo. Las células se lisaron con
0,5 ml de NaOH 0,5 N/SDS al 1% durante 30 min. a temperatura ambiente. La radiactividad se midi6 en los lisados en
un contador gamma de la serie Apec de ICN. La unidn especifica se determind restando la unién no especifica presente
a 500 nM de GLP-1 de la unién total. Anteriormente, se ha utilizado este procedimiento para caracterizar la unién de
GLP-1 en células CHO que sobreexpresan el receptor de GLP-1 y en adipocitos 3T3-L1 (Montrose-Rafizadeh et al.,
J. Biol. Chem., 1997; Montrose-Rafizadeh et al., J. Cell Physiol., 1997).

RT-PCR del receptor de GLP-1. Se sintetiz6 ADN complementario a partir de ARN celular total utilizando la
transcriptasa inversa del virus de leucemia murina de Maloney (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, MD)
y el cebador aleatorio de hexanucleétidos (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ). Se realiz6 la am-
plificacién mediante PCR (30 ciclos) (Saiki et al., 1997) a partir de ADNc de primera cadena utilizando Taq ADN
polimerasa recombinante (Amplitaq, Perkin-Elmer, Cetus). Los cebadores de oligonucledtidos estaban en el extre-
mo 5’ y 3’ de la secuencia del receptor de GLP-1 pancredtico (Thorens, 1992), ¥ ACAGGTCTCTTCTGCAACC? y
¥ AAGATGACTTCATGCGTGCC?, respectivamente. A continuacién, los productos de PCR se resolvieron en un gel
de agarosa al 1% y se visualizaron utilizando bromuro de etidio. Se subclonaron los productos de PCR en el vector
pBluescript y se secuenciaron utilizando la técnica de la terminacion de cadenas y el kit Sequenase 2.0 (United States
Biochemicals, Cleveland, OH). Ademis, se determind la especificidad del producto de PCR mediante la enzima de
restriccion Bstx 1.

Inmunoprecipitacion e inmunotransferencia de tipo Western del receptor de GLP-1.

Se hicieron crecer células AR42J y una linea celular de insulinoma, células RIN 1046-38, en placas de 60 mm
tal como se describi anteriormente. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80%, se lavaron dos veces
con un tampén de Krebs-Ringer que contenfa NaCl 115 mM, KC1 5 mM, CaCl, 2,5 mM, MgCl, 1 mM, NaHCO;
24 mM y HEPES 25 mM vy se congelaron en nitrégeno liquido. Las células congeladas se rasparon y lisaron en
tamp6n RIPA que contenia Tris-HC1 20 mM: pH 8,0, NaCl 137 mM, Triton X-100 al 1%, desoxicolato al 0,5%,
SDS al 0,1%, PMFS 0,2 mM, leupeptina 10 pg/ml, aprotinina 20 pg/ml, ortovanadato de Na 1 mM, benzamidina 1
mM. Se eliminé el material insoluble mediante centrifugacién a 15.000 xg durante 15 min. a 4°C, y se recogi6 el
sobrenadante para inmunoprecipitacién e inmunotransferencia de tipo Western. Se afiadi6 a cada tubo anticuerpo anti-
GLP-1-R contra el extremo N-terminal (donacién del Dr. Joel Habener, Hospital General de Massachusetts, MA) a
1:250, junto con 40 ul de proteina A y proteina G. La inmunoprecipitacion se llevé a acabo a 4°C durante la noche
y se lavaron los inmunocomplejos dos veces con tampon RIPA, se lavaron de nuevo otras dos veces con tampén
de lavado (Hepes 25 mM, Triton X-100 al 0,1% y ortovanadato de Na 1 mM), a continuacién se solubilizaron los
sedimentos de inmunocomplejos en 50 ul de tampén de muestra para SDS-PAGE a 70°C durante 10 min. Las proteinas
inmunoprecipitadas se eluyeron con una minicolumna de resina y se sometieron a gel de SDS-poliacrilamida al 4-20%.
Después de que se electrotransfirié el gel a la membrana de PVDF, se bloqueé la inmunotransferencia con un 5% de
leche descremada en tampdén TBST (Tris-HCI 20 mM [pH 7,5], NaCl 137 mM y Tween 20 al 0,1%) durante 1 hora
a temperatura ambiente, y luego se incubaron con el anticuerpo contra el receptor de GLP-1 a 1:1500 durante 1 h
a temperatura ambiente. Se lavaron tres veces las membranas de PDVF con TBST y se incubaron con antisueros de
anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados con peroxidada de rabano picante durante 1 h a temperatura ambiente.
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Tras una serie de lavados con TBST, se revelaron las inmunotransferencias utilizando el sistema de deteccion de
quimioluminiscencia ECI. Se cuantificaron las autorradiografias utilizando el software Image-Quant™ (versién 3.3)
en un densitémetro laser de Molecular Dynamics. En este experimento, se utiliz6 la linea de células productoras
de insulina, células RIN1046-38, como un control positivo para la presencia del receptor de GLP-1. Se utilizaron
alicuotas (20 ul) de lisados celulares clarificados para determinar la concentracion de proteinas que se estimé mediante
el procedimiento de Bradford (Bradford, 1976).

Estudios de fosforilacion de tirosina. Se incubaron previamente las células AR42J en el tamp6n equilibrado de
Krebs-Ringer (KRBB) que contenfa NaCl 115 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2,5 mM, MgCl, 1 mM, NaHCO; 24 mM y
HEPES 25 mM durante 2 h a 37°C. Luego, se eliminé el medio y se afiadi6 KRBB nuevo, seguido de la colocacién de
la célula sobre una placa calefactora a 37°C durante 5 min. Después de la adicién de varios reactivos (véase la figura
24) durante 5 min., se termind la reaccién mediante la inmersién de las placas en nitrégeno liquido. Las células con-
geladas se rasparon y lisaron en tampén RIPA. Se eliminé el material insoluble mediante centrifugacién a 15.000xg
durante 15 min., y se recogio el sobrenadante para la inmunoprecipitacién e inmunotransferencia. Las proteinas que
contenian fosfotirosina procedentes de los lisados clarificados se inmunoprecipitaron con anticuerpos monoclonales
anti-fosfotirosina y se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 4-12% en condiciones re-
ductoras seguido por electrotransferencia a la membrana de PVDF e inmunotransferencia con anticuerpos policlonales
anti-fosfotirosina. Se revelaron las inmunotransferencias utilizando el sistema de deteccién de quimioluminiscencia
ECL (Amersham). Se someti6 a ensayo el contenido total de proteinas en los lisados celulares clarificados utilizando
el procedimiento de Bradford (Bradford, 1976).

Andlisis estadistico. Cuando era aplicable, los resultados se expresaron como la media + EEM y se sometieron a
la prueba de t de Student para datos independientes. Las comparaciones dentro de los grupos se analizaron utilizando
el andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Se considerd significativo p<0,05.

Liberacion de amilasa. CCK fue un estimulo potente de la liberacién de amilasa.

Se observé la estimulacién méxima a 10 nM (figura 14). Aunque el glucagén (10 6 100 nM) por si mismo no
presentaba ningun efecto sobre la liberacién de amilasa, cuando se combiné con CCK, inhibid, pero no suprimié com-
pletamente, la liberacién de amilasa inducida por CCK (figura 15; n = 20, p<0,01). El GLP-1 y la insulina, o bien solos
o bien combinados con CCK, no influyeron en la liberacién de amilasa (figura 15). Ademads, se examiné exendina-
4 (concentraciones que oscilaron de 10 pM a 10 nM) para determinar sus efectos potenciales sobre la liberacién de
amilasa y, al igual que GLP-1, no parecié que influyera en la liberacién de amilasa. Puesto que podria esperarse que
GLP-1 y glucagén eleven los niveles de AMPc en las células AR42]J, se examin6 el efecto del 8-bromo-AMPc (8-
Br-AMPc), un anélogo del AMPc, sobre la liberacién de amilasa para buscar efectos especificos del AMPc. Aunque
parecia que el 8-Br-AMPc no tenia ningtin efecto sobre la liberacién de amilasa cuando se administraba solo, redujo la
liberacion de amilasa inducida por CCK (figura 16). Ademads, se utiliz6 tapsigargina y rianodina, inhibidores especifi-
cos de receptores de rianodina/canales de liberacion de Ca?* de RE y de las bombas de Ca®* de RE, respectivamente,
solo y en combinacién con CCK, para investigar el papel de una elevacioén del calcio intracelular en la liberacién
de amilasa. La combinacion de tapsigargina y rianodina disminuy6, pero no inhibié completamente, la liberacion de
amilasa inducida por CCK (figura 17; n = 3, p<0,01). El NaF, que imita los efectos de la CCK sobre la liberacion de
amilasa en el tejido acinar (Vajanaphanich ef al., 1995), hizo lo mismo en las células AR42J. La genesteina (300 uM),
el inhibidor de tirosina cinasa, disminuy9 la liberaciéon de amilasa mediada por CCK, especialmente en los puntos
de tiempo iniciales del tratamiento con CCK, mientras que el vanadato, el inhibidor de tirosina fosfatasa, aument6
significativamente la liberacion de amilasa basal y la mediada por CCK (figura 18). Se ha demostrado que cuando las
células beta del pancreas se tratan con GLP-1 durante 24 h, existe un aumento en la liberacién de insulina mediada
por glucosa y GLP-1 (Wang et al., Endocrinology, 1995). Por tanto, se buscé algun efecto a largo plazo que GLP-1
podria tener sobre la liberacion de amilasa. La preincubacién de las células AR42J durante 8, 24, 48 6 72 h con GLP-
1 (10 nM) e insulina (100 nM) no aument? la liberacién de amilasa basal o inducida por CCK (1 nM).

Respuestas de [Ca** ], a CCK en células AR42J. En las presentes condiciones experimentales, la mayoria (85%;
n = 35) de las células AR42J respondieron a CCK 1 nM con un aumento transitorio en la [Ca**],. La figura 6A muestra
un ejemplo representativo de los aumentos transitorios de [Ca*"]; inducidos por CCK, que comenzaron después de
5-25 s tras la exposicién a CCK y alcanzaron un pico en el plazo de los siguientes 5-15 segundos. La [Ca**], pico,
evaluada a partir de la razén pico de inmunofluorescencia de indo-1 (IFR), super6 la IFR en reposo en 2,5-3,5 veces. La
relajacion de los aumentos transitorios de [Ca*"]; comenz6 inmediatamente después del pico y normalmente consistié
en una fase inicial rdpida, seguida de una meseta y una fase final mds lenta. Después del aumento transitorio de [Ca?*],,
la [Ca*']; de nivel inicial disminuy6 por debajo de la [Ca®*], de reposo, que se midié antes de la exposicién a CCK
(figura 19A). Durante el reposo posterior, la [Ca?*]; de nivel inicial mostré un aumento gradual, pero normalmente
no se recuperd completamente hasta los niveles del control en un plazo de 10 minutos. Los aumentos transitorios de
[Ca**], provocados por una exposicion repetida a CCK antes de una recuperacion completa de la [Ca?*]; en reposo se
redujeron en un 30-40% frente a la anterior [Ca*"];.

Los aumentos transitorios de [Ca’*]; inducidos por CCK se suprimieron casi completamente en las células pretra-
tadas con rianodina 10 uM y tapsigargina 500 uM (figura 19B; n=7). Estos resultados respaldan el concepto de que
en las células acinares, el RE es la mayor fuente de cambios en la [Ca*']; inducidos por CCK (Muallem et al., 1988;
Ochs et al., 1983). De acuerdo con esta idea, las exposiciones a CCK afiadido a una disolucién de superfusion libre de
Ca* (figura 19C) no afect6 apreciablemente a la tasa de aumento o la magnitud de los aumentos transitorios de [Ca®*],
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(n = 5). Sin embargo, tal como se muestra en la figura 19C, una reduccién en el Ca?* extracelular redujo la duracién
de los aumentos transitorios de [Ca®*],, sugiriendo, tal como se demostré anteriormente (Muallem et al., 1988); Ochs
et al., 1983), que el Ca®* extracelular puede desempefiar un papel en el mantenimiento del componente retrasado de
los aumentos transitorios de [Ca*']; iniciados mediante la liberacién de Ca>* del RE inducido por CCK.

Respuestas de [Ca®™ ], al GLP-1 en células AR42J. La exposicién a GLP-1 provocé respuestas de [Ca®*], en apro-
ximadamente el 50% (n = 27) de las células AR42J. Los aumentos transitorios inducidos por GLP-1 (figura 20A)
presentaron considerable variabilidad, pero normalmente se desarrollaron a una velocidad mas lenta y alcanzaron am-
plitudes mas pequefias (aumento de 1,5-2,5 veces con respecto a la IFR en reposo) que las respuestas de [Ca*']; a
CCK. Ademds, los aumentos transitorios de [Ca*"]; inducidos por GLP-1 se relajaron a una velocidad mds lenta que
aquellos inducidos por CCK (figuras 20A frente a 19A y 20B, C). La figura 20B muestra los efectos sobre [Ca**]; de la
CCK aplicada < 10 min. tras una exposicién a GLP-1 en la misma célula. En experimentos de este tipo, los aumentos
transitorios inducidos por CCK mantuvieron su configuracion caracteristica (como en la figura 19A) pero alcanzaron
menores amplitudes. Este ultimo efecto puede atribuirse, por lo menos en parte, a una reduccién del contenido en
[Ca*"];, indicado por una reduccion en la IFR de nivel inicial, y/o la reduccién parcial del contenido en Ca** del RE
(véase la figura 19). Con la exposicién a CCK una segunda vez, las amplitudes fueron incluso menores (figura 20C).
El pretratamiento con rianodina (100 uM) y tapsigargina (500 gM) suprimi6 virtualmente las respuestas de [Ca®*],
al GLP-1. En su conjunto, estos resultados indican que CCK y GLP-1 tienen acceso a las mismas fuentes intrace-
lulares de Ca**, presumiblemente el RE, pero tal vez liberan el Ca** mediante mecanismos diferentes. La exendina-
4, el homologo del GLP-1 procedente del monstruo de Gila, tuvo efectos idénticos a GLP-1 sobre [Ca*'];, pero fue
aproximadamente un orden de magnitud mds potente. El antagonista de GLP-1, exendina 9-39 (Goke et al., 1993),
inhibi6 los aumentos transitorios de calcio inducidos por GLP-1 cuando se utiliz6 a una concentracién 10 veces mayor
que GLP-1.

Efectos del glucagén y 8-bromo-AMPc sobre [Ca*” ], en células AR42J.

Las exposiciones a glucagén (10 nM) indujeron respuestas de [Ca?*], en el 70% (n = 12) de las células AR42]J.
Los aumentos transitorios de [Ca**]; comenzaron poco después de la exposicion al glucagén, se desarrollaron a una
velocidad relativamente lenta, presentaron un pico al 200-250% del nivel de IFR en reposo y mostraron una relajacién
lenta y prolongada (figura 21A). Los aumentos transitorios de [Ca®*], inducidos por CCK poco después del tratamiento
con glucagdn (o con ambos tratamientos afladidos simultdneamente) mostraron una velocidad de aumento atenuada y
una velocidad de relajacién muy lenta (figura 21B). De forma similar, las exposiciones cortas (60-300 s) a 8-bromo-
AMPc 0,1 pM, una forma de AMPc permeable para la membrana, normalmente no afectaron notablemente a la
velocidad de aumento de los aumentos transitorios de [Ca?*], inducidos por CCK, pero ralentiz6 notablemente su
velocidad de relajacion (figura 21C). Anteriormente, se ha demostrado una reduccién en la movilizacion intracelular
de [Ca*], con el éster de acetoximetilo de dibutiril-AMPc en presencia de CCK en las células acinares (Kimura et al.,
1996).

Unioén del GLP-1. La unién especifica de '®I-GLP-1, que se determiné mediante el desplazamiento de la unién
total por la presencia de GLP-1 frio 500 uM, fue del 0,64 = 0,16% (n = 9, la cantidad de la unién especifica fue
significativamente mayor que cero, p<0,01) de radiactividad total afiadida y de 27 + 3,2% (n=9) de unién total. Debido
a la baja unién especifica, no se realizé un andlisis de Scatchard completo.

Niveles de AMPc. Los niveles de AMPc intracelular no se alteraron en las células AR42J mediante el tratamiento
de 1 h con GLP-1 (0,1 a 100 nM) o IBMX (100 nM) en presencia o ausencia de CCK (1 nM) o con CCK (0,1 a 100
nM) solo.

Aunque IBMX produjo un ligero aumento en los niveles de AMPc, en 3 experimentos, no fue estadisticamente
diferente de las células no tratadas con IBMX. El glucagén (10 nM) produjo un aumento de 2 veces en los niveles de
AMPc en presencia y ausencia de CCK (figura 22). La exendina-4 (0,1 a 10 nM) no alter6 los niveles de AMPc.

RT-PCR del receptor de GLP-1. Se detect6 la presencia de ARNm de receptores de GLP-1 en las células AR42J
utilizando RT-PCR. La figura 23 muestra que utilizando cebadores idénticos a la secuencia conocida de receptores de
GLP-1 pancredtico (Thorens, 1992), puede detectarse el producto de PCR de tamafio previsto (928 pb; véase Egan et
al., 1994) en las células AR24J y en el pancreas de rata, pero no en la PCR del control de agua. La ausencia de cual-
quier contaminacién de ADN gendmico se establece ya que los cebadores abarcan secuencias intrénicas que darian
bandas de PCR de 1,8 Kbases. No se observaron bandas adicionales correspondientes a la PCR de ADN gendémi-
co contaminante en las reacciones de PCR. Las reacciones de PCR se clonaron, se secuenciaron parcialmente y se
identificé que eran el receptor de GLP-1 de células beta.

Andlisis de inmunotransferencia de la expresion de GLP-1. Mediante la utilizacién de un anticuerpo contra la
regién N-terminal del receptor de GLP-1, se obtuvieron bandas especificas a 65 y 45 kDa en las células control
positivas, las células RIN 1046-38, y en las células AR42J. Se ha mostrado que corresponden a los receptores de GLP-
1 maduros y glucosilados en el nicleo, respectivamente (figura 24).

Estudios de fosforilacion de tirosina. En ausencia de cualquier estimulacidn, algunas proteinas presentaron un nivel
basal de fosforilacion que aumenté en presencia de CCK y NaF, pero no de GLP-1 (figura 25). Cuatro proteinas (46,
66, 120 y 190 kDa) se vieron influidas de la manera mds obvia en presencia de CCK con por lo menos un aumento
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de 2 veces en los niveles de fosforilacion de esas proteinas. La genisteina disminuy6 las fosforilaciones de tirosina
inducidas por CCK y disminuy9 la liberacién de amilasa mediada por CCK, tal como se mostré ya en la figura 18.

Las células AR42J responden de manera fisioldgica a CCK segtin se demuestra mediante la induccién de la libera-
cion de amilasa de manera dependiente de la concentracién y un aumento del calcio intracelular. CCK también indujo
la fosforilacién de tirosina de proteinas tal como se ha mostrado anteriormente (Lutz et al., 1993). La CCK indujo
aumentos sustanciales en los sustratos fosforilados de tirosina de 190, 120, 66 y 46 kDa basandose en masas molecu-
lares aparentes cuando se separaron en geles de SDS-poliacrilamida. Ya se han descrito dos de esas fosforilaciones,
de 120 y 66 kDa (Id). La inhibicién de la fosforilacion de tirosina por genisteina inhibi6 la liberacién de amilasa y
también disminuyé los acontecimientos de fosforilacion de tirosina. Esto sugiere que en las células AR42J, como en
las células acinares, que la fosforilacidn de tirosina estd implicada en la secrecion de amilasa regulada. La insulina
indujo la fosforilacién mas probablemente de la subunidad beta de su propio receptor en 97 kDa. Anteriormente se ha
demostrado que NaF, un activador de las proteinas G bien conocido (Rivard et al., 1995), imita los efectos de la CCK
en las células acinares porque aumenta la liberacién de amilasa y aumenta la actividad tirosina cinasa en las células
acinares (Id.). El NaF imita los efectos de CCK sobre los acontecimientos de fosforilacion de tirosina en las células
AR42]J y por tanto, da credibilidad a la hipétesis que existe una proteina G sensible a fluoruro que funciona como
transductor entre el receptor de CCK y la fosforilacién de tirosina (/d.).

GLP-1 aument6 claramente el calcio intracelular pero no parecia aumentar la liberacién de amilasa solo o con CCK
en las células AR42J. Se demostr6é que no hay aumento en AMPc en presencia de GLP-1 a pesar que fue evidente con
glucagén. Malhotra et al. (1992), utilizando células acinares de rata, declararon que exendina-4, veneno del monstruo
de Gila que es homoélogo al GLP-1, potenciaba la liberacion de amilasa inducida por CCK y aumentaba el AMPc
celular, pero no trataron los efectos del GLP-1. Sin embargo, no se observé el aumento de AMPc hasta que se utilizé
exendina-4 10® M, concentracion a la cual la exendina-4 puede interaccionar a través de otros receptores (Id.). De
igual manera, el efecto en la potenciacién de la liberacion de la amilasa inducida por CCK (desde el 12% de amilasa
total liberada por CCK solo frente al 16% con exendina-4 y CCK juntos) se observé con exendina-4 10 M y alcanzé
significacién estadistica sélo en el punto de tiempo de 15 min. (p<0,02) del transcurso de tiempo de exposicién a CCK
durante 1 hora. Los procedimientos pueden no ser lo suficientemente sensibles para escoger un efecto tan pequefio
y especifico en el tiempo de GLP-1 o exendina-4, si esto se produjese, y, una vez mads, el efecto sobre la secrecién
mostrado por Malhotra et al. puede deberse a la interaccién con otros receptores. En las células beta del pancreas, la
exendina-4 aumenta la secrecion de insulina y AMPc con concentraciones tan bajas como 107! M (Goke er al., 1993).
Por otro lado, debido a la baja afinidad del receptor, pueden no haberse detectado cambios agudos, pequefios en los
niveles de AMPc con GLP-1 .

La respuesta de las células AR42J es similar a la observada en las células periféricas (higado, tejido adiposo y
musculo esquelético), que tampoco muestran un aumento en los niveles de AMPc (Valverde y Villanueva-Penacarrillo,
1996). Parece que GLP-1 podria acoplarse o bien a un subtipo de proteina G diferente que en las células beta o bien
a otros subtipos de proteinas G. Se ha demostrado que el receptor de CCK se acopla a los subtipos G; asi como a los
subtipos G en la células acinares (Schnefel ez al., 1990). En las células AR42J, GLP-1 puede acoplarse a por lo menos
un subtipo G; y posiblemente a otras subunidades alfa de las proteinas G. En los adipocitos 3T3-L1, en los que GLP-
1 aumenta la sintesis de lipidos y la captacion de glucosa, se ha demostrado que el receptor de GLP-1 se acopla lo
mads probablemente a un subtipo G; (Montrose-Rafizadeh et al., J. Biol. Chem., 1997) y que en las células CHO, que
sobreexpresan el receptor de GLP-1, se acopla a otras subunidades alfa (Montrose-Rafizadeh et al., Diabetes, 1997).

De forma similar a CCK, la elevacién en el calcio intracelular inducida por GLP-1 era desde el reticulo endo-
plasmadtico. Sin embargo, el patrén de los gradientes de calcio no fue el mismo que con CCK, insinuando que la
sefializacion para la liberacién de calcio por CCK era posiblemente diferente que la de glucagén y GLP-1. El GLP-
1 no aument6 los acontecimientos de fosforilacién de tirosina. Esto demuestra una vez mds, la importancia de la fos-
forilacién de tirosina para la liberacién de amilasa regulada. Ademds, demuestra que las rutas independientes de una
elevacion del calcio intracelular son importantes para la secrecién de amilasa. Ademads, esto se pone en relieve me-
diante los resultados obtenidos en presencia de tapsigargina y rianodina. Aunque, impidieron cualquier aumento en el
calcio intracelular, redujeron, pero no impidieron completamente, la liberacién de amilasa inducida por CCK. De este
modo, un aumento del calcio intracelular es necesario para la expresién completa de la liberacién de amilasa inducida
por CCK, pero claramente por si misma no es suficiente para inducir la liberacién de amilasa en las células AR42]J.

Cualquier tipo de célula puede contener diversas subunidades beta de la proteinas de unién a GTP (von Weizsacker
et al., 1992). Esto podria significar que dependiendo del subtipo activado, por ejemplo, G, por CCK o GLP-1, G, por
glucagén o GLP-1, o G; tanto por CCK como por GLP-1, puede liberarse una unidad Gy, diferente. Entonces, podria
requerirse una Gg, especifica para los acontecimientos de fosforilacion de tirosina observados en las células AR42J
tal como se describi6 ya para la activacion de protefnas cinasas activadas por mitégeno (Hawes et al., 1995). Ademis,
esto aumenta la posibilidad de que si se liberan dos subunidades Gy, diferentes mediante la accion de una hormona,
podrian presentar efectos aditivos o antagonistas sobre diversos acontecimientos posteriores.

Los receptores de GLP-1 estdn presentes en las células AR42J. Su activacion por GLP-1 y exendina-4 conduce

al aumento del calcio intracelular, probablemente procedente del RE. Sin embargo, su activacién no conduce a un
aumento en la liberacién de amilasa y no se potencia la liberacién de amilasa inducida por CCK.
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Ejemplo 5

Tal como se trata en el ejemplo 4, los receptores de GLP-1 estdn presentes en las células AR42J, y el tratamiento
con GLP-1 con una tnica dosis de las células AR42J eleva el calcio intracelular en las células. Ademas, estudios
anteriores mostraron que, aunque la dexametasona estimulaba que las células AR42]J llegaran a ser células de tipo
acinar (Christophe, 1994), la betacelulina y la activina A convertian aproximadamente el 10% de las células AR42J
en células productoras de insulina (Mashima et al., J. Clin. Invest. 1996). De manera similar, tras la exposicion al
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, también conocido como el factor de dispersiéon de hepatocitos, (HSF)),
aproximadamente el 3% de las células AR42J eran positivas para insulina; en las que la exposicién a HGF y activina
A dio como resultado aproximadamente el 10% de células positivas para insulina (Mashima et al., Endocrinology,
1996). No se menciona en ninguno de los estudios anteriores relativos o bien a GLP-1 o bien a exendina-4. Ademds, o
bien GLP-1 o bien exendina-4 pueden convertir células AR42J en células productoras de insulina en nimeros bastante
mayores que el tratamiento combinado con activina A y betacelulina o el tratamiento combinado con HGF y activina
A. El mecanismo del efecto de GLP-1 o exendina-4 puede implicar, como etapa final, la activacién de la ruta de
ERK/MAPK, ya que la inhibicién de la activacién de ERK impidi6 la produccién de insulina y glucagén.

Materiales. Se obtuvieron las células AR42J de la ATCC (Rockville, MD). GLP-1, exendina-4 y exendina 9-39
(antagonista del receptor de GLP-1) procedian de Bachem (Torrance, CA). Los anticuerpos anti-insulina y anti-gluca-
g6n procedian de Linco (Charles, MO). El anticuerpo anti-ERK 1/2 de rata (ERK1-CT) y la proteina bdsica de mielina
(MBP) se adquirieron a Upstate Biotechnology Incorporated (Lake Placid, NY). Los reactivos del radioinmunoensayo
de insulina procedian de Peninsula Laboratories (Belmont, CA). Los reactivos de medicidn de proteinas se obtuvieron
de Bio-Rad (Hercules, CA). Los kits de ABC-peroxidasa se obtuvieron de Vector Laboratories (Burlingame, CA). El
sistema de RT-PCT de un tubo Tian™ se adquirié a Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN). Se obtuvo desoxirribo-
nucleasa 1 de Gibco BRL (Gaithersburg, MD). Los cubreobjetos de vidrio procedian de VWR Scientific (Baltimore
MD). El inhibidor de la proteina cinasa C (PKC) 1-o-hexadecil-2-o-metil-rac-glicerol (PKI), y el inhibidor de MAP
cinasa cinasa (MAPKK), PD98059, procedia de Calbiochem (San Diego, CA).

Cultivo celular. Se mantuvieron las células AR42J en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com-
plementado con un 3% de suero de ternero fetal (FBS), penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 ug/ml y glutamina
2 mM. Se utilizaron las células del pase 23-35 a lo largo de todo este estudio. Las células se colocaron de manera
rutinaria en placas a una densidad de aproximadamente 10° células/ml en placas aglomeradas de 12 pocillos o sobre
cubreobjetos y se incubaron en un incubador humidificado a 37°C con el 95% de aire y el 5% de CO,.

Andlisis inmunocitoquimico. Se cultivaron las células sobre cubreobjetos de vidrio, se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) para eliminar el suero, y se fijaron con glutaraldehido al 0,5% en PBS. Las células se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2% durante 5 min. y el resto del procedimiento se llevé a cabo a temperatura
ambiente en una cdmara humidificada. Se utilizé succion para eliminar los reactivos entre cada etapa pero se evitd
el secado de las muestras. Se utiliz6 reactivo suficiente para cubrir cada muestra (normalmente era adecuado aproxi-
madamente 1 6 2 gotas). Los cubreobjetos se incubaron en H,0, al 0,3% en PBS durante 30 min. para extinguir la
actividad peroxidasa endégena y se lavaron con PBS 3 veces, seguido por la incubacién con suero caprino al 2% en
PBS durante 30 min. para bloquear la unién no especifica de IgG. Se eliminé el suero en exceso mediante secado con
papel. Se utilizaron antisueros policlonales primarios especificos (anti-insulina 1:300; anti-glucagén 1:300). Se diluy6
el anticuerpo con PBS que contenia suero caprino al 1%. Esto se aplicé al cubreobjetos y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 hora. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS, cada vez durante 5 min., después se incubaron
con anticuerpo secundario biotinilado durante 1 h y se lavaron 3 veces con PBS. Se aplic6 el complejo de avidina-bio-
tina-peroxidasa en PBS durante 30 min. El marcaje de la inmunoperoxidasa se realiz6 con un kit de ABC Vectostain
(Vector Labs, Burlingame, CA). Después del lavado extenso con PBS 4-5 veces (cada uno de 5 min.), los cubreobjetos
se incubaron en tetraclorhidrato de diaminobencidina (DAB) en PBS, con peroxido de hidrégeno al 0,01% durante
3 minutos. Se detuvo la reaccién mediante el lavado de los cubreobjetos y se examiné bajo un microscopio optico.
Para confirmar la tincidn especifica, se utilizaron las muestras incubadas con anticuerpo primario preabsorbido como
control negativo, y se utiliz6 la linea de células productoras de insulina, células RIN 1046-38, como control positivo
para los experimentos. El procedimiento con avidina-biotina-peroxidasa (ABC) se realizé segtin los procedimientos
conocidos en la técnica (Hsu et al., 1981).

Medicion de insulina inmunorreactiva. Las células AR42]J se cultivaron como anteriormente en placas aglomeradas
de 12 pocillos. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 60%, se trataron con GLP-1 durante 3 dias. Al
comienzo de los experimentos, se tomoé una alicuota del medio con el fin de someter a ensayo la acumulacién de
insulina en el medio. Luego se lavaron las células dos veces con tampdn equilibrado de Krebs-Ringer (KRBB) y se
incubaron en el mismo tampé6n que contenia glucosa 10 mM durante 1 hora mds. Se recogi6 el medio y mantuvo
a -20°C hasta que los niveles de insulina se sometieran a ensayo mediante RIA (véase el ejemplo 1: Wang et al.,
Endocrinology, 1995). Se lavaron las células con PBS y se desprendieron con tripsina al 0,25% y EDTA al 0,02%. Se
recogié el sedimento celular y se liso con dcido férmico para la determinacion de proteinas mediante el procedimiento
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando globulina bovina como patrén.

Reaccion en cadena de la polimerasa y transcripcion inversa (RT-PCR). Se aislé el ARN total de las células
ARA42] tratadas mediante los procedimientos de Chomczynski y Sacchi (1987). Se pretrataron las muestras de ARN
total con ADNasa en Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), MgCl, 2 mM y KCI 50 mM para eliminar cualquier traza de ADN
genémico contaminante. La RT-PCR se realizé en un volumen de 50 ul de tampé6n que contenia KCI 50 mM, Tris-
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HCI 10 mM, MgCl, 3,5 mM, dNTP 200 uM cada uno, 0,4 uM de cada uno de los cebadores sentido y antisentido
para insulina 1 y II de rata (cebador sentido de insulina = 5>TGCCCAGGCTTTTGTCAAACAGCACCTT3’; cebador
antisentido de insulina = 5’CTCCAGTOCCAAGGTCTGAA3’). La amplificacién se llevé a cabo durante 25 ciclos a
una temperatura de desnaturalizacién de 94°C durante 1 min., una temperatura de hibridacién de 60°C durante 45 s 'y
una temperatura de extensién de 72°C durante 1 min. E1l ARNm de células RIN 1046-38 se utilizaron como control
positivo. En el caso de la RT-PCR del glucagén, la temperatura de desnaturalizacidn y extension fue similar a la de
la insulina excepto por la temperatura de hibridacién que era de 65°C durante 1 min. (cebador sentido de glucagén =
5’GTGGCTGGATTGTTTGTAATGCTGCTG3’; cebador antisentido = 5’CGGTTCCTCTTGGTGTTCATCAAC3’).
Los productos de RT-PCR se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio en geles de agarosa al 2%.

Actividad MAP cinasa. Tras el tratamiento, se lisaron las células confluentes al 80% que se encontraban en placas
de 60 mm a 4°C en tampon de lisis (en mM): TRIS-HCI 50, pH 8, NaCl 150, EDTA 5, NP-40 al 1%, desoxicolato de
sodio al 0,25%, NaF 1, pirofosfato de sodio 10, PSMF 0,1, ortovanadato de sodio 1, aprotinina 20 pg/ml y leupeptina
10 pg/ml. Se clarificé el lisado celular mediante centrifugacién a 16.000xg a 4°C durante 20 min. Se inmunoprecipitd
el Usado celular clarificado durante la noche a 4°C, rotando con 4,5 ug de anticuerpo ERK1-CT y 40 ug de resina
de agarosa con proteina G + proteina A como relleno (Oncogene Research Product, Cambridge, MA). Se sometid
a ensayo el sedimento inmunitario para determinar la actividad MAPK utilizando MBP como sustrato. Se fosforil6
MBP (18,6 pg) a 20°C durante 10 min. en un volumen final de 60 ul que contenia Hepes 20 mM, pH 7,4, MgCl, 10
mM, DDT 1 mM, ATP no marcado 20 uM y 40 uCi (3.000 Ci/mmol) de [**P]-ATP. Se terminé la reaccién mediante
la adicién de 25 ul de tampoén de muestra Laemmli 3X y calentando a 70°C durante 10 min. Se evalué la actividad
MAPK mediante SDS-PAGE y autorradiografia. Los autorradiogramas se cuantificaron por densitometria.

Ensayo de amilasa. Para la determinacioén de amilasa, se lavaron las células para liberarlas del medio con 2 ml de
PBS. A continuacion, se llevé a cabo la incubacién en DMEM que contenia HEPES 15 mM; BSA al 0,2% y inhibidor
de tripsina de soja al 0,01%. Se afiadié CCK (1 nM) durante 50 min. a 37°C. Entonces se retiré inmediatamente el
medio de incubacién para la determinacién de amilasa y se lavaron las células de nuevo con 2 ml de PBS enfriado
con hielo. Se afiadi6 el tamp6n de lisado que contenia (en mM) Tris-HCI 130, CaCl, 10, NaCl 75 y Triton X-100 al
0,2% (pH 8,0) a las células y entonces se recogieron los lisados para determinar la amilasa total (Ceska et al., 1969).Se
expreso la amilasa liberada como el porcentaje de la amilasa total en las células.

Estadistica. Todos los valores de datos se muestran como la media + EEM, y se analizaron las diferencias entre los
grupos tratados mediante un andlisis de ANOVA de un factor. Se analizaron las diferencias entre las células tratadas y
no tratadas utilizando la prueba de la t de Student. Se considerd p<0,05 como una diferencia significativa.

Efectos del GLP-1 sobre la expresion de insulina y glucagon. Tras el tratamiento con GLP-1 o exendina-4, las
células AR42J se convierten en células que contienen insulina. Utilizando el anticuerpo anti-insulina, estaba presente
una inmunotincion intensa en las células AR42J. Por el contrario, no se observd inmunotincion en las células AR42]J
no tratadas con GLP-1. La preabsorcién de los anticuerpos con un exceso de insulina y glucagén evitd la tincién (figura
26).

Con GLP-1 1 nM, se convirtié ~10% en células positivas para insulina después de 3 dias. Cuando se utilizaron
GLP-1 10 nM o exendina-4 0,1 nM durante 3 dias, ~25% de las células AR42J se convirtieron en células positivas para
insulina. En algunas zonas de los portaobjetos, ldminas completas de células contiguas llegaron a ser positivas para
insulina. Aparecid una célula positiva para glucagén ocasional tan pronto como a las 24 horas. A las 48 h, el 20% de
todas las células AR42]J tratadas eran positivas para glucagén, siendo ~6% de las células positivas para insulina. A las
72 h, la mitad de todas las células tratadas contenia glucagén. A partir de entonces el nimero de células que contenia
glucagén disminuyd pero atin ~25% de las células continuaron siendo positivas para insulina durante por lo menos
7 dias (figura 27). La presencia o ausencia de dexametasona en el medio de cultivo no influy6 en modo alguno en el
nimero de células que se convirtieron en células “endocrinas” en presencia de GLP-1. Cuando se ahadieron PD98059
(50 uM), un inhibidor selectivo de MEK que fosforila y activa ERK, o PKI (300 uM) simultdaneamente con GLP-1, no
se produjo la conversién de las células.

Liberacion de insulina. Después de un periodo de 3 dias de tratamiento de las células AR42J con GLP-1 1 nM,
se detect6 facilmente insulina en el medio de cultivo mediante radioinmunoensayo. En 3 cultivos separados, estaba
presente 5,1 + 0,4 pg de insulina/ug de proteina (media + DE) en el medio de cultivo celular a partir del periodo de
tiempo de 60-72 h. Para investigar si la glucosa podria inducir la secrecién de insulina a partir de las células no tratadas
y tratadas con GLP-1 durante 3 dias, se elimin6 el medio y las células se lavaron con KRBB libre de glucosa 3 veces.
Esto estuvo seguido por la adicion de KRBB que contenia glucosa 10 mM durante 1 h y las células se mantuvieron a
37°C. Se recogi6 el tampdn de incubacion y se midié la insulina. La insulina fue cero para las células control, mientras
que hubo 0,65 + 0,15 pg de insulina/ug de proteina presente en el tampdn de las células que se habfan observado
previamente durante 3 dias de GLP-1. La secrecidn de insulina apenas se detect6 en presencia de PKI 200 uM o en
presencia de PD98059 (50 uM).

Andlisis mediante RT-PCR. El andlisis mediante RT-PCR demostr6 un ARNm de insulina 1 y II de rata de 187
pb en células AR42J tratadas con GLP-1 durante 3 dias. Las células RIN se utilizaron como control positivo. En
este experimento, se traté previamente el ARN con ADNasa, solo se amplificé un fragmento de ARNm de insulina
1 y II con la longitud prevista, por tanto la banda que apareci6é a 187 pb fue el producto del ARNm de insulina
especifico (figura 28A). Por el contrario, no se detectaron productos RT-PCR en el control negativo ni en las células
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no tratadas con GLP-1. El andlisis mediante transferencia de tipo Northern de células AR42]J estimuladas con GLP-1
fue ligeramente positivo y por tanto la banda se barrié escasamente. El ARNm de glucagén a 236 pb se detectd en las
células AR42]J tratadas con GLP-1 a las 48 h (figura 28B).

Actividad MAP cinasa. La activacién de ERK se detectd facilmente en las células AR42J. Su actividad aument6
notablemente con GLP-1 y exendina-4, el péptido del veneno del monstruo de Gila, que es homdlogo en un 52% con
GLP-1 y ha mostrado ser un secretagogo de insulina (Goke., et al 1993). La exendina-4 fue aproximadamente 100
veces mas potente que GLP-1 (figuras 29A y 29B). El PKI (300 uM) solo disminuyé la actividad MAPK hasta ser
inferior a la de las células control.

Cambio de amilasa. La incubacion de AR42J con dexametasona durante 72 h aumento el contenido en amilasa 6,6
veces (12,57 U/I) en las células en comparacion con las células no tratadas con dexametasona (1,88 U/I). Cuando se
afiadi6 GLP-1 junto con dexametasona, el contenido en amilasa total disminuy6 en comparacién con el tratamiento con
dexametasona sola (7,76 U/I). También disminuy6 la respuesta aguda a CCK (1 nM) en las células que se pretrataron
con GLP-1 durante 72 h (figura 30).

GLP-1 induce a las células AR42J a diferenciarse en células endocrinas pancredticas, o, como minimo, en células
con caracteristicas endocrinas. Junto con esta observacion, el mismo patrén se produce en el pancreas embrionario
en desarrollo (Guz et al., 1995). El glucagén es la primera hormona detectada (Rail et al., 1973). Se postula que las
células que contienen glucagén son células precursoras de otros diversos tipos de células endocrinas de los islotes,
y que, a su vez, surgieron del epitelio ductal (Guz et al., 1995). Pero los mecanismos que regulan la formacién y
diferenciacion de las células productoras de hormonas pancredticas todavia estdn en gran medida indeterminados.
El GLP-1 activa la produccién de glucagén muy temprano en las células AR42J y esto va seguido luego de cerca
por la produccién de insulina. Eventualmente la mayoria de las células AR42J “endocrinas” son células productoras
de insulina segtn disminuye la produccién de glucagén. La exendina-4 fue incluso mds potente que GLP-1 como
factor para la produccién de insulina en las células AR42J. Se observaron algunas células que contenian insulina en
presencia de concentraciones de tan sélo 107! molar de exendina-4. GLP-1 (y/o un péptido similar a GLP-1, tal vez
que se asemeja a exendina-4) puede ser un factor de diferenciacién en el embrion para los islotes. Se esperaria que
un péptido de este tipo estuviera presente en altas concentraciones a nivel local a medida que se estdn formando el
péancreas a partir del intestino primitivo.

Se ha planteado la hipétesis de que el glucagén es la sefial para la diferenciacion de las células beta mediante el
aumento de AMPc que conduciria a una disminucién de la proliferacién celular y a cambios en la sintesis macromole-
cular, culminando en el fenotipo de las células beta (Rail et al., 1973) Esto todavia podria ser aplicable en las células
AR42]J. Como el glucagén es la hormona observada por primera vez en este sistema, podria ser la sefial para la pro-
duccién de insulina. E1 GLP-1 producido en el intestino primitivo podria ser la sefial para la expresioén de glucagén (y
posteriormente la expresion de insulina), que conduciria a la formacion adicional de células endocrinas y estructuras
similares a los islotes.

La ruta final comun para la diferenciacién en células “endocrinas” en las células AR42J, asi como otros tipos de
células, es probable que sea a través de la ruta de ERK/MAPK. El GLP-1 o la exendina-4 producen poco o ninguna
tincién de insulina en las células AR42J y ninguna de insulina en el medio cuando se inhibe la actividad ERK. Se
observa poca cantidad o ninguna de insulina en presencia de GLP-1 y un inhibidor de PKC. Como se conoce que el
receptor de GLP-1 se une a la proteina G, estd presente en las células AR42J, y eleva el calcio intracelular en las células
AR42]J (véase el ejemplo 4), su activacién mediante la unién de ligandos probablemente conduce a la activacién de
PKC asi como a otros acontecimientos posteriores ain indeterminados (Nishizuka, 1984; Zamponi et al., 1997). PKC,
a su vez, ha mostrado ser uno de los factores que activan la ruta de MAPK (Offermanns et al., 1993; Siddhanti ez al.,
1995). Por lo tanto, bloqueando la activacién de PKC mediante GLP-1 probablemente conduzca a la disminucién de
la actividad MAPK y evite el desarrollo del fenotipo de células “endocrinas”.

Ademas, no todas las células se convierten en células “endocrinas” con GLP-1, incluso con incubaciones durante
hasta 7 dias. Las células AR42]J tratadas presentan tanto propiedades exocrinas como neuroendocrinas, tal como se ha
descrito para células AR42J no tratadas (véase Christophe, 1994). Morfolégicamente, diversas poblaciones de células
tratadas no parecen las mismas. Por tanto, pueden estar presentes subpoblaciones de células en las células AR42J no
tratadas. Especificamente, algunas de estas poblaciones pueden presentar el receptor de GLP-1, y otras pueden no pre-
sentarlo. Las preparaciones celulares obtenidas a partir de la poblacidn total de células AR42J presentan receptores de
GLP-1 mediante inmunotransferencia de tipo Western, andlisis de PCR y secuenciacion parcial. Con la secuenciacion,
el receptor es idéntico al que se encuentra en las células beta y que ya se ha caracterizado completamente (véase el
ejemplo 4). Ademads, por lo menos el 50% de las células AR42J aumentan el calcio intracelular en respuesta a GLP-1.
Por lo tanto, GLP-1 probablemente activa una serie de acontecimientos que requieren un aumento del calcio intrace-
lular y atin otros factores desconocidos hasta el momento que estan definitivamente presentes en las células AR42J y
los comprometen a que lleguen a ser células “endocrinas”.

Ejemplo 6

Pueden seleccionarse sujetos a los que se les diagnosticé diabetes tipo 1 para el tratamiento con GLP-1 o exendina-
4. El procedimiento de tratamiento de Gutniak et al., 1992 puede modificarse de modo que el GLP-1 se administra
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durante por lo menos veinticuatro horas mediante una cdnula en la vena antecubital. La cdnula puede conectarse a
un sistema de infusién de insulina que bombea entre 0,03 y 4,80 nmoles/kg/min. de GLP-1. Pueden monitorizarse
regularmente los niveles de glucosa en sangre, utilizando procedimientos bien conocidos en la técnica, durante la
administracién de GLP-1 y tras el periodo de veinticuatro horas de administracion de GLP-1. Tras veinticuatro horas
de infusién de GLP-1, el sujeto muestra niveles de glucosa en sangre que se aproximan a los niveles normales y
presenta una necesidad reducida de terapia con insulina.

Alternativamente, pueden tratarse sujetos con diabetes de tipo 1 con exendina-4 mediante una tnica inyeccién
subcutdnea o mediante inyecciones subcutdneas repetidas diarias de 0,01 nmol/kg a 0,4 nmol/kg. Los niveles de
glucosa en sangre pueden monitorizarse regularmente tras la administraciéon de exendina-4. La necesidad de terapia
de reemplazo de insulina debe disminuir y los niveles de glucosa en sangre deben aproximarse a los niveles normales.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diferenciacion de células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan recep-
tores de GLP-1, en células productoras de insulina, que comprende poner en contacto las células no productoras de
insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, in vitro con un factor de crecimiento seleccionado d e
entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o mas aminodacidos adicionales o sustitucio-
nes en posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7 y 9 en la secuencia de aminoécidos de exendina-4 sin pérdida
apreciable de actividad funcional en comparacién con la exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar las cé-
lulas productoras de insulina de las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de
GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de aminoacidos de una de entre las SEC ID n**: 9 a 18,
en el que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células no
beta pancredticas seleccionadas de entre el grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas, células
acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancredtico, células Capan-Iy células precursoras de
epitelio ductal pancredtico.

2. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1,
que portan receptores de GLP-1, se ponen en contacto con el factor de crecimiento durante por lo menos veinticuatro
horas.

3. Procedimiento de estimulacion de células productoras de amilasa pancredticas para que produzcan tanto insulina
como amilasa, que comprende poner en contacto las células productoras de amilasa pancredticas in vitro con un
factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos que incluyen uno o
mds aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7 y 9 en la secuencia
de aminoécidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacién con la exendina-4 en
cuanto a la capacidad para diferenciar las células productoras de insulina de las células no productoras de insulina,
que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia de
aminodcidos de una de entre las SEC ID n®: 9 a 18, en el que las células no productoras de insulina, que expresan
IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas del grupo que consiste en
células productoras de amilasa pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal
pancredtico, células Capan-I y células precursoras de epitelio ductal pancreatico.

4. Utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos
que incluyen uno o mas aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas a las posiciones 1, 4, 6, 7y
9 en la secuencia de aminodcidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacién con la
exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar las células productoras de insulina de las células no productoras
de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o de fragmentos de exendina-4 que presentan la
secuencia de aminodcidos de una de entre las SEC ID n*: 9 a 18, para la preparacién de un medicamento para tratar la
diabetes en un sujeto al que se le ha diagnosticado diabetes tipo 1, que comprende administrar al sujeto dicho factor de
crecimiento mediante inyeccion en bolo diaria durante dos dias para inducir la produccién de insulina en las células no
productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en la que las células no productoras de
insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células no beta pancredticas seleccionadas de entre
el grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas, células acinares pancredticas, lineas celulares de
adenocarcinoma ductal pancreatico, células Capan-I y células precursoras de epitelio ductal pancreético.

5. Utilizacién de un factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos
que incluyen uno o mds aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de las posiciones 1,4, 6,7 y
9 en la secuencia de aminodcidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacién con la
exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar las células productoras de insulina de las células no productoras de
insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia
de aminodcidos de una de SEC ID n®: 9 a 18, para la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento de la
diabetes en un sujeto, en la que:

(a) las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1 se obtienen de
un donante o del sujeto que esta siendo tratado;

(b) las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se ponen en
contacto con el factor de crecimiento, diferencidndose de ese modo las células no productoras de insulina,
que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina; y

(c) las células productoras de insulina de la etapa (b) se administran al sujeto diabético,
en la que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células
no beta pancredticas seleccionadas de entre el grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas, célu-

las acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancredtico, células Capan-1 y células precursoras
de epitelio ductal pancredtico.
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6. Utilizacion de un factor de crecimiento seleccionado de entre el grupo que consiste en exendina-4, polipéptidos
que incluyen uno o més aminodcidos adicionales o sustituciones en posiciones distintas de las posiciones 1, 4, 6, 7 y
9 en la secuencia de aminodcidos de exendina-4 sin pérdida apreciable de actividad funcional en comparacién con la
exendina-4 en cuanto a la capacidad para diferenciar las células productoras de insulina de las células no productoras de
insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, o fragmentos de exendina-4 que presentan la secuencia
de aminodcidos de una de SEC ID n®: 9 a 18, para la preparaciéon de un medicamento destinado al tratamiento de la
diabetes en un sujeto, en la que

(a) las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se obtienen
de un donante o del sujeto que estd siendo tratado;

(b) las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, se ponen en
contacto con el factor de crecimiento, diferencidndose de ese modo las células no productoras de insulina,
que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, en células productoras de insulina;

(c) los antigenos de superficie de las células productoras de insulina de la etapa (b) estdn alterados, reduciendo
de este modo la probabilidad de que las células productoras de insulina provoquen una respuesta inmunita-
ria; y
(d) las células con los antigenos de superficie alterados de la etapa (c) se administran al sujeto diabético,
en la que las células no productoras de insulina, que expresan IDX-1, que portan receptores de GLP-1, son células
no beta pancredticas seleccionadas de entre el grupo que consiste en células productoras de amilasa pancredticas, célu-
las acinares pancredticas, lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancredtico, células Capan-1 'y células precursoras
de epitelio ductal pancreético.

7. Utilizacién segtin la reivindicacién 5 6 6, en la que el donante es un caddver.

8. Procedimiento o utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que las células no beta
pancredticas son células no beta pancredticas humanas.
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Figura 1. Niveles de insulina en plasma en animales de 3 meses y 22
meses de edad. Se administré GLP-1 (0,2 nmol/kg por viai.v.) a
animales anestesiados, en ayunas. Los resultados se muestran como

la media + EEM de 6 animales en cada grupo de edad.
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Figura 2. Niveles de glucosa en plasma durante una IPGTT (1 g/kg) en
ratas jovenes (3 meses) y ratas de edad avanzada (22 meses). Los
animales de edad avanzada tratados con GLP-1 recibieron 1,5 pmol/kg
min. durante 48 h mediante infusion subcutanea. Todos los demas
animales se infundieron durante 48 h con solucion salina. Los
resultados se muestran como la media £ EEM de 6 animales en cada
grupo. El anélisis de la varianza con medidas repetidas de 0-30 min.
mostro un valor de P<0,05 para los animales de edad avanzada tratados
con GLP-1 frente a los control. * P<0,05, ** P<0,01, segiin se determiné
mediante la prueba de la t de Student para datos independientes para
animales jovenes control frente a animales de edad avanzada control y
para animales de edad avanzada tratados con GLP-1 frente a animales
de edad avanzada control.
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FIG. 3
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Figura 3. Niveles de insulina en plasma durante una prueba de
tolerancia a la glucosa intraperitoneal (1 g/kg) en animales de edad
avanzada de 22 meses. Los animales tratados con GLP-1 recibieron 1,5
pmol/kg/min. durante 48 h mediante infusion subcutanea. Los animales
control se infundieron con solucién salina. Los resultados son la
media + EEM de 6 animales tratados y 6 animales control. El analisis de
la varianza con medidas repetidas de 0 a 30 min. mostré un valor de
P<0,05. * P<0,01, segiin se determiné mediante la prueba de la t de
Student para datos independientes.
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FIG. 4
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Figura 4. Aumento en nimero de veces en el contenido en insulina de
islotes después de 48 h de infusién de solucidn salina (control, 7
animales) o GLP-1 (1,5 pmol/kg min., 7 animales) en ratas de edad
avanzada de 22 meses. ** P<0,01 mediante la prueba de la t de Student
para datos independientes.
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FIG. 5
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Figura 5. Efectos dei tratamiento con solucion salina normal (C), GLP-1
(G), GLP-1 + exendina [9-39] (G + E) y exendina [9-39] (E) durante 48 h
sobre los niveles de ARNm de insulina, GLUT2 y glucocinasa
utilizando ARN-poli-A pancreatico en animales jovenes y de edad
avanzada. Las imagenes de hibridacion de ADNc se cuantificaron
utilizando densitometria y se normalizaron con los de poli-A. Los datos
se muestran como la media + EEM (n = 6 animales por grupo) con
datos de control a los que se le asigna un valor de 1. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 mediante la prueba de la t de Student para datos
independientes.
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FIG. 6
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Figura 6. Analisis de transferencia por ranuras de ARNm de
insulina de un ARN pancreatico total en ratas jovenes y de edad
avanzada tratadas mediante infusion subcutanea durante 48 h
(C, administracion de solucién salina normal a animales control;
G, GLP-1; G+E, GLP-1y exendina [9-39] administrados
simultaneamente; E, exendina [9-39] sola). Cada ranura
representa un pancreas individual. Esta transferencia se utilizo
en el andlisis en la figura 5.

36



ES 2 335 066 T3

FIG. 7

poli-A
Py TR
T e
> waly Tl 0

= §
T I

.

bey/

Insulina [ _

T SRR SRey

- N N

A AR AL
.' .,“_.'."
initie

GLUT2

GK

Figura 7. Analisis de transferencia por ranuras de los ARNm
de insulina, GLUT2 y glucocinasa (GK) de ARN de islotes
total de animales de edad avanzada. Para cada ARNm el
panel superior (C) representa los animales tratados con
solucién salina normal mientras que el panel inferior
representa los animales tratados con GLP-1 (G) durante 48
h. Cada ranura se deriva de una preparacion de islotes
separada.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Riccardo Perfetti
Antonino Passaniti
Nigel Greig
Harold Holloway

<120> DIFERENCIACION DE CELULAS PRODUCTORAS DE INSULINA A PARTIR DE CELULAS NO PRO-
DUCTORAS DE INSULINA MEDIANTE GLP-1 O EXENDINA-4 Y UTILIZACIONES DE LAS MISMAS

<130> 14014.0346P

<150> Documento 60/095.917
<151> 1998-08-10

<160> 25
<170> FastSEQ para Windows versién 3.0

<210> 1

<211> 30

<212> PRT
<213> Ser humano

<400> 1

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30
<210>2
<211> 31
<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30
<210>3
<211>29
<212> PRT
<213> Ser humano
<400> 3
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15 ’
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly
20 25
<210> 4
<211> 28
<212> PRT

<213> Ser humano
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<400> 4
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys
20 25
<210>5
<211> 27
<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 5

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val
20 25

<210> 6
<211> 26
<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 6
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25
<210>7
<211> 25
<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 7

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala-Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp
20 25
<210> 8
<211>24
<212> PRT

<213> Ser humano

<400> 8
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala
20
<210>9
<211> 39
<212> PRT

<213> Monstruo de Gila
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<400> 9

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 10
<211> 38
<212> PRT
<213> Monstruo de Gila
<400> 10

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro
35

<210> 11
<211> 37
<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 11
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro
35
<210> 12
<211> 36
<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 12

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro
35
<210> 13
<211> 35
<212> PRT
<213> Monstruo de Gila
<400> 13
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala
35
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<210> 14

<211> 34

<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 14

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly

<210> 15

<211> 33

<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 15

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser

<210> 16
<211> 32

<212> PRT
<213> Monstruo de Gila

<400> 16
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30

<210> 17

<211> 31

<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 17

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro
20 25 30

<210> 18
<211> 30
<212> PRT

<213> Monstruo de Gila

<400> 18

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly
20 25 30
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<210> 19
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétido

<400> 19

gatggatcct gcagaagctt ttttttttt tetttttt

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétido

<400> 20
acaggtctct tctgcaacc

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétido

<400> 21
aagatgactt catgcgtgec

<210> 22

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucledétido

<400> 22
tgcccaggct tttgtcaaac ageacctt

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 335 066 T3
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<220>
<223> Cebador de oligonucledtido

<400> 23
ctccagtgec aaggtctgaa

<210> 24

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucleétido

<400> 24

gtggctggat tgtttgtaat getgetg

<210> 25

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de oligonucledtido

<400> 25

cggttcetct tggtgttcat caac

20

27

24
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