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Resumen

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad cronica que resulta de la des-
truccion autoinmune de las células beta pancreaticas. Aunque la terapia susti-
tutiva con insulina permite a los pacientes llevar una vida activa, no impide la
aparicion de complicaciones secundarias graves cuando el control de la gluce-
mia es insuficiente, y esta asociada al riesgo de padecer episodios de hipoglu-
cemia. Por tanto, es necesario disponer de terapias mas efectivas y seguras. La
terapia genica se puede considerar una nueva aproximacion o herramienta pro-
metedora en la blsqueda de una curacion para la diabetes. Los avances en el
campo de la terapia génica nos permiten disponer de vectores mas seguros y
eficaces para fransferir los genes de interés a las diferentes células/tejidos del
organismo. En esta revision se presentan, por un lado, los elementos que es
preciso tener en cuenta a la hora de disefar una estrategia de terapia génica
para la diabetes y, por otro, las diferentes aproximaciones actuales para la dia-
betes tipo 1. Por ltimo, se discuten los resultados mas relevantes descritos en
este campo.

Palabras clave: vectores virales, vectores no virales, insulina, glucocinasa,
musculo esquelético, higado, regeneracion del pancreas.

Abstract

Type 1 diabetes mellitus is a chronic disease characterized by autoimmune
destruction of insulin-producing beta-cells. Current insulin replacement thera-
pies offer many patient benefits, but do not prevent secondary complications
when glycemic control is insufficient and are associated with the risk of hy-
poglycemia. Therefore, more efficient and safer therapies are still required.
Gene therapy is considered a new approach/tool to freat diabetes. Important
advances in the field of gene therapy have made vectors both more efficient
and safer in delivering genes to most tissues and cell types. In this review, we
first analyze the key issues that should be considered for designing a new
gene therapy approach for diabetes and second, we discuss main approaches
currently under investigation for this disease. Finally, most relevant results in
the field are presented.

Keywords: viral vectors, non-viral vectors, insulin, glucokinase, skeletal mus-
cle, liver, pancreas regeneration.

Introduccion

La diabetes tipo 1 resulta de una destruccién autoinmune de las
células beta pancredticas que lleva al déficit en la produccién de
insulina y al desarrollo de hiperglucemia. En la diabetes tipo 1,
la terapia sustitutiva con insulina, a pesar de que permite a los pa-
cientes llevar una vida activa, no es perfecta, debido a la dificul-
tad para mantener la normoglucemia. Esta terapia estd asociada
al riesgo de aparicién de episodios de hipoglucemia aguda y,
ademds, no previene el desarrollo de complicaciones secundarias
muy severas como la retinopatia, la nefropatia o la neuropatia.
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Por ello, es necesario desarrollar terapias mds efectivas que per-
mitan mantener la normoglucemia. El disefio de nuevas terapias
para la diabetes tipo 1 requiere en primer lugar avanzar en el co-
nocimiento de los mecanismos moleculares que llevan al desa-
rrollo de la enfermedad. Ello, junto con los avances en el campo
de la terapia génica, contribuird muy probablemente en un futuro
a desarrollar aproximaciones que llevaran a la curacion de la en-
fermedad.

La terapia génica se centra en la transferencia de material ge-
nético a células o tejidos para prevenir o curar una determinada
enfermedad humana. De entre los muchos avances en medicina,
la utilizacién de genes con fines terapéuticos puede tener un pa-
pel clave en la busqueda de la curacién de aquellas enfermeda-
des que las terapias con fairmacos convencionales no pueden so-
lucionar.

En un principio se considerd la terapia génica una herramienta
bésica para el tratamiento de enfermedades hereditarias monogé-
nicas (cuyo origen es el defecto en un tinico gen) con la intencién
de devolver a la célula la capacidad de producir la proteina fun-
cional mediante la introduccién de una copia correcta del gen
mutado. Sin embargo, actualmente la mayoria de las aplicaciones
de terapia génica se estan desarrollando para enfermedades de al-
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ta prevalencia, ya sean poligénicas o no hereditarias, como por
ejemplo el cancer o el SIDA. Por tanto, la diabetes mellitus tanto
tipo 1 como tipo 2 puede considerarse una buena candidata para
ser tratada con estrategias de terapia génica.

Se debe tener en cuenta que la terapia génica es una terapia
somadtica. Es decir, se pretende tratar inicamente a un individuo
y no a su descendencia. Podemos distinguir dos tipos de aproxi-
maciones de terapia génica: 1) la denominada terapia génica in
vivo, en la cual el gen curativo se introduce en un vector y a
continuacion este vector se transfiere directamente al paciente,
y 2) la denominada terapia génica ex vivo, que se basa en intro-
ducir el gen curativo en un vector, transfiriendo este vector a
células en cultivo (que pueden ser del propio paciente); més tar-
de, estas células manipuladas genéticamente se trasplantardn al
paciente.

Elementos clave en el disefio

de estrategias de terapia génica

Para el desarrollo de una nueva estrategia de terapia génica para
la diabetes existen diferentes factores que es preciso tener en
cuenta. En primer lugar, se debe seleccionar el gen terapéutico,
que se utilizard en funcién de si se pretende, por ejemplo, rege-
nerar el pancreas, mantener la normoglucemia o bloquear la
neovascularizacion de la retina. Por tanto, dependerd en gran par-
te del conocimiento que tengamos de la enfermedad y en particu-
lar del mecanismo sobre el que queramos actuar. Otro elemento
clave es el vector que vamos a usar para transferir el gen de inte-
rés a la célula diana. Existe una gran variedad de vectores virales
y no virales. La eleccién de uno u otro dependera principalmente
de la duracién de la expresion del gen terapéutico que se necesi-
te y, también, del tejido que se pretenda manipular. El campo de
la vectorologia es seguramente el mds activo dentro de la terapia
génica, con el objetivo dltimo de mejorar la eficiencia de los di-
ferentes vectores, su selectividad y especificidad celular, asi co-
mo evitar posibles efectos secundarios.

La seleccion del tipo celular que queremos manipular para ex-
presar nuestro gen terapéutico variard en funcion de la estrategia.
En el caso de la diabetes puede ser de interés manipular, entre
otras, las células musculares, los hepatocitos, las células beta, o
incluso células de la retina para contrarrestar la retinopatia. Para
conseguir expresar el gen terapéutico en los tipos celulares selec-
cionados, la via de administracion del vector puede resultar clave
y depende de la accesibilidad del tejido. Asi, mientras que el
musculo esquelético es de facil acceso, otros drganos internos,
como el pancreas, son dificiles de manipular. Finalmente, la se-
leccién de un buen modelo animal es fundamental para verificar
la eficiencia de un tratamiento de terapia génica, y ademds de uti-
lizar modelos roedores es necesario validar las nuevas estrategias
en un modelo animal grande, ya sean perros o primates no huma-
nos. En el caso de la diabetes, existen varios modelos que estin
siendo muy ttiles, como animales tratados con estreptozotocina
o bien genéticamente susceptibles de desarrollar la enfermedad,
como los ratones NOD, ob/ob y db/db, y también diferentes ani-
males transgénicos.

Terapia génica para la diabetes tipo 1. E. Ayuso, et al.

Vectores para terapia génica

Existen dos grandes grupos de vectores: los virales y los no vira-
les. No se puede afirmar cudl es el vector ideal para el tratamien-
to de la diabetes, ya que su seleccion dependerd en cada caso de
la estrategia que se quiera desarrollar, del tejido al cual se deba
acceder, del tiempo que deba durar la expresion del gen curativo,
y de si se trata de una aproximacién in vivo o ex vivo (terapia ce-
lular).

Vectores virales

Los vectores virales aprovechan la habilidad natural de los virus
para infectar un cierto tipo celular y transferir el material genéti-
co al niicleo de la célula. En los vectores virales se han elimina-
do los genes responsables de la replicacion viral, permitiendo asi
la introduccién en su lugar de genes de interés y anulando de es-
ta manera la patogenicidad del virus'. Actualmente existe una
larga coleccidén de vectores virales y una forma de clasificarlos
en funcidn de si: a) tienen capacidad para insertar el gen de inte-
rés en el genoma (vectores integrativos), lo que permite una ex-
presion del gen terapéutico a largo plazo y que, ademads, cuando
una c€lula se replique lo transmita a las células hijas; o bien b) el
material genético se mantiene de forma episomal en la célula
(vectores no integrativos) y, por tanto, la expresion a largo plazo
depende mayoritariamente de la tasa de replicacion del tipo celu-
lar transducido’'.

Entre los vectores integrativos, los mas empleados inicialmen-
te fueron los vectores retrovirales (RV), derivados de oncorretro-
virus murinos, si bien sélo pueden infectar células en division.
Los RV estan siendo desplazados por los vectores lentivirales
(LV), que son retrovirus derivados del virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH), pero a diferencia de los RV son capaces
de infectar tanto células en divisién como quiescentes®. Estos
vectores pueden ser utilizados en terapia génica ex vivo € in vivo.

Entre los vectores no integrativos, los mas usados son los vec-
tores adenovirales (Ad)* y los vectores adenoasociados (AAV)’,
que pueden infectar células en divisién y células que no se divi-
den. Los Ad de primera generacidn permiten expresar niveles
elevados de genes exdgenos in vivo. Sin embargo, dicha expre-
sién es transitoria, ya que son muy inmunogénicos debido a que
también expresan proteinas virales®. Por contra, la dltima gene-
racion de vectores adenovirales, los denominados «gut-less», ca-
recen completamente de genes virales y, por tanto, son poco in-
munogénicos y permiten que se pueda mantener la expresion de
los genes de interés durante varios meses’.

Los vectores AAV permiten expresar genes exdgenos durante
largos periodos (afios) cuando se manipulan tejidos con baja tasa
de replicacién, como el higado o el midsculo esquelético®. Ac-
tualmente, se han obtenido varios serotipos de AAV (AAVI,
AAV2, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT, AAVE, AAVY, etc.) que
presentan diferente tropismo celular y que pueden seleccionarse
segln el tipo celular en el que se quiera expresar el gen terapéu-
tico'’. Asi, se han descrito gran niimero de trabajos en los que se
han utilizado AAV para transferir genes a misculo esquelético,
higado, corazén, etc., tanto de ratones y ratas como de perros,
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Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de los principales vectores utilizados para terapia génica

Vectores Ventajas

Inconvenientes

Retrovirus (MoLV) Expresion estable

el tropismo
Baja/nula inmunogenicidad

Posibilidad de seudotipar los vectores para modificar

Unicamente infecta células en division

Integracion aleatoria en el genoma del huésped. Riesgo
de carcinogénesis

Limitada capacidad para ADN exdgeno (8 kb)

Gran capacidad de ADN en Hd-Ad (36 kb)
Moderada/baja inmunogenicidad (Hd-Ad)

Lentivirus Infecta tanto células en division como quiescentes ¢Potencial patogenicidad de los vectores derivados del VIH?
Expresion estable durante largos periodos de tiempo Integracion aleatoria en el genoma del huésped
Baja/nula inmunogenicidad Limitada capacidad para ADN exogeno (8 kb)
Relativamente baja produccion de virus
Adenovirus Elevada eficiencia de transduccion Expresion transitoria/no integrativo

Infecta tanto células en division como quiescentes

Elevada produccion de virus (primera generacion)

Elevada inmunogenicidad (vectores de primera
y segunda generacion)

Dificil produccion de virus (Hd-Ad)

Toxicidad aguda con elevadas dosis sistémicas

Virus adenoasociados (AAV)

No patogenicidad descrita
Elevada produccion de virus

Gran numero de serotipos con variedad de tropismo
Infectan tanto células en division como quiescentes

Poca capacidad de acomodar ADN exdgeno (4,7 kb)
Limitada efectividad cuando existen anticuerpos contra AAV

Reaccion inmunitaria contra las proteinas de la capside
del serotipo 1y 2 en humanos

ADN plasmidico
(electrotransferencia)

Baja/nula inmunogenicidad
Elevada bioseguridad

Posibilidad de multiples administraciones

Ausencia de limites estrictos en la capacidad de ADN
Elevada eficiencia en el musculo esquelético

Expresion transitoria
¢Dafo transitorio en el tejido transducido?

primates e incluso pacientes humanos''"". No obstante, la gran
limitacion de estos vectores es su reducida capacidad de empa-
quetamiento para albergar el gen terapéutico, ya que provienen
de virus pequefios (20 nm). Los AAV dnicamente pueden conte-
ner genes de hasta 4,5 kb, mientras que los RV y los LV pueden
albergar hasta 8 kb. Finalmente, los Ad de tltima generacion ven
aumentada esta capacidad hasta las 37 kb (tabla 1).

Vectores no virales

Los vectores no virales, como los pldsmidos, pueden utilizarse
para introducir genes de interés en diferentes tipos celulares, pe-
ro su aplicacién in vivo no ha dado muy buenos resultados, dado
que la eficiencia de la entrada del pldsmido dentro de la célula
es muy baja'®. En la actualidad se han desarrollado distintos mé-
todos fisicos (aplicacién de campos eléctricos, ultrasonidos,
etc.) y quimicos (formacién de complejos entre el plasmido y li-
posomas o polimeros catiénicos) que permiten incrementar la
entrada del 4cido nucleico en la célula (transfeccion). Asi, la apli-
cacion de pulsos eléctricos después de la inyeccidn intratisular
de un pldsmido, conocida como electrotransferencia, es una téc-
nica muy prometedora. Estos pulsos eléctricos desestabilizan la
membrana celular permitiendo una mayor entrada del plasmido
alacélula, y los genes que se encuentran en el vector pueden ex-
presarse durante varios meses'’. La naturaleza posmitética y la
longevidad de las fibras musculares permiten la expresion esta-
ble de los genes transferidos, si bien el ADN exdgeno no se in-
tegra en los cromosomas (tabla 1)'*'°. De entre las técnicas de

transferencia de genes no virales, este método es simple, barato
y seguro.

Las principales ventajas de la terapia génica no viral respecto
a la viral son que permite transferir genes de gran tamafio y que
pricticamente no desencadena ningin tipo de respuesta inmuni-
taria. Sin embargo, los protocolos aprobados para aplicacién cli-
nica utilizan mayoritariamente vectores virales, ya que, in vivo,
los vectores no virales no consiguen niveles muy elevados de
transferencia génica.

Estrategias actuales de terapia génica

para la diabetes tipo 1

La terapia celular no es el objetivo de esta revisién. No obstante,
cabe destacar que en muchos casos dicha terapia puede combi-
narse con la terapia génica en la denominada terapia génica ex vi-
vo para la diabetes. Asi, por ejemplo, en el trasplante de islotes
pancredticos, para mejorar la supervivencia y reducir la respues-
ta inmunitaria contra éstos, existen varias aproximaciones de
terapia génica centradas en la transferencia de genes antiapop-
téticos, proangiogénicos o inmunomoduladores mediante la uti-
lizacién de vectores virales o no virales™?.

Las aproximaciones actuales de terapia génica in vivo para la
diabetes se centran en la transferencia de genes ex6genos a un ti-
po celular determinado del organismo. Las diferentes estrategias
terapéuticas se pueden agrupar en cuatro grandes dreas que inclu-
yen aspectos que van desde la prevencion a la curacién definitiva
de la enfermedad (tabla 2):
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Tabla 2. Estrategias actuales de terapia génica

para la diabetes tipo 1
Ex vivo

e Células genéticamente manipuladas («terapia celular»)
In vivo

* Bloquear la respuesta inmunitaria y/o introducir tolerancia
(«terapia preventiva»)
* Regenerar la masa de células beta en el pancreas («terapia curativa»)
e Producir insulina por tejidos extrapancreaticos («terapia sustitutiva»)
e Prevencion o tratamiento de las complicaciones secundarias
(«terapia paliativa»)

Terapia génica preventiva

En modelos animales, se han descrito un gran nimero de aproxi-
maciones que tienen como objetivo reducir o eliminar la respuesta
inmunitaria contra las células beta®*. Sin embargo, actualmente
es dificil que estas aproximaciones se trasladen a la clinica, ya
que no existen marcadores fiables para predecir qué individuos
van a desarrollar diabetes tipo 1%

Terapia génica curativa

Esta estrategia pretende regenerar la masa de células beta in situ
en el pancreas del paciente y, a su vez, contrarrestar la respuesta
autoinmunitaria. El objetivo es incrementar la replicacion de las
células beta remanentes, o bien inducir la formacién de nuevas cé-
lulas beta (neogénesis), para regenerar los islotes que han sido
destruidos y conseguir que las nuevas células beta estén protegi-
das frente al ataque inmune. Esta aproximacién supone un gran
reto para la medicina regenerativa y, en caso de éxito, represen-
tarfa la curacién de la enfermedad.

Terapia génica sustitutiva

Diferentes aproximaciones pretenden contrarrestar la hipergluce-
mia diabética y mantener la normoglucemia mediante el incremen-
to de la captacién de glucosa por los tejidos periféricos gracias a la
expresion del gen de la insulina en tejidos extrapancredticos. Otras
aproximaciones estdn centradas en inducir un proceso de neogéne-
sis de células beta en el higado, mediante transferencia a este érga-
no de genes clave.

Terapia génica para las complicaciones secundarias

El objetivo es contrarrestar o retrasar la retinopatia, la nefropatia
o la neuropatia diabéticas. Estas aproximaciones representan un
drea de investigacién muy activa y, aunque la mayoria de ellas
son atin experimentales® ™, existe ya algn ensayo clinico de te-
rapia génica para la isquemia de las extremidades en pacientes
diabéticos™*.

A continuacién, a modo de ejemplo, se presentan més detallada-
mente las aproximaciones desarrolladas en relacin con la rege-
neracién del pancreas in vivo y a la terapia génica sustitutiva.

Terapia génica para la diabetes tipo 1. E. Ayuso, et al.

Regeneracion del pancreas endocrino:

hacia una terapia curativa para la diabetes
Esta estrategia pretende conseguir la regeneracion de las célu-
las beta en el propio paciente y, a su vez, prevenir la respuesta
autoinmunitaria contra las nuevas células beta. Ello se podria
llevar a cabo mediante la transferencia de factores clave al pan-
creas in vivo. Sin embargo, el pancreas es un 6rgano dificil de
manipular, ya que puede inducirse pancreatitis con mucha faci-
lidad. Por ello, practicamente no se han desarrollado técnicas
de transferencia génica para este érgano. No obstante, en nues-
tro laboratorio hemos manipulado genéticamente el pancreas in
vivo mediante la inyeccién sistémica de vectores Ad a ratones
con la circulacién hepdtica cerrada. Esta estrategia permite
transferir genes de interés eficientemente a las células beta pan-
credticas y en menor extension a células acinares*. También se
ha conseguido expresar con gran eficiencia genes de interés en
el pancreas endocrino y exocrino mediante la utilizacién de
vectores AAV** y LV*, Sin embargo, todos estos estudios se
han llevado a cabo en ratones, cuya estructura del pancreas di-
fiere considerablemente de la humana. El pancreas del perro, en
cambio, presenta un tamaflo, una vascularizacién y una estruc-
tura muy similares al humano. En nuestro laboratorio hemos
demostrado que la manipulacién genética del pancreas de perro
es posible mediante la utilizacién de vectores Ad*. Dado que
existen modelos de diabetes experimental en perros*, la trans-
ferencia génica a pancreas de estos animales permitird, en un
futuro, el ensayo de nuevas estrategias de terapia génica rege-
nerativa para la diabetes.

Utilizando herramientas para la transferencia génica es posible
expresar factores involucrados en la diferenciacién, manteni-
miento y funcién de las células beta directamente en el pancreas.
Mediante la utilizacién de vectores AAV se ha demostrado que la
expresion especifica de interleucina 4 en las células beta pancred-
ticas protege a éstas del ataque autoinmune en ratones NOD*/,
Ademads de proteger las células beta, se puede incrementar la re-
plicacion de estas células en ratones diabéticos transfiriendo el
gen GLP-1 utilizando vectores AAV*, Otra aproximacion es la
formacion de células beta a partir de otros tipos celulares gracias
a la expresion de una combinacion de factores de transcripcion
importantes para el proceso de diferenciacion de las células beta.
Asi, mediante la transferencia de los genes Pdx-1, Ngn-3 y MafA
se ha conseguido la formacidn de células productoras de insulina
a partir de células exocrinas®. Otro de los genes candidatos para
la regeneracién del pancreas endocrino podria ser el /IGF-I, ya
que hemos observado que la expresion de este factor especifica-
mente en las células beta de ratones transgénicos contrarresta la
hiperglucemia diabética y regenera la masa de células beta en el
péancreas™. Ademds, la expresion de IGF-I en las células beta
previene el ataque autoinmune contra estas células en un modelo
animal transgénico™'.

Estos primeros estudios indican que mediante la combinacién
de genes «terapéuticos» clave, vectores mas eficientes y vias de
administracién mas especificas se podrd conseguir regenerar el
péncreas en un futuro.
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Terapia génica sustitutiva para la diabetes:
manipulacion genética de tejidos
extrapancreaticos

La terapia sustitutiva con insulina exégena no garantiza la nor-
moglucemia. Por tanto, es de gran interés desarrollar nuevas te-
rapias que permitan una regulacion eficiente de la homeostasis de
la glucosa. Ello ha llevado al desarrollo de aproximaciones de te-
rapia génica centradas en la expresion de genes clave en tejidos
periféricos para incrementar la captacion de glucosa y mantener
la normoglucemia.

Manipulacion del higado

El higado fue el primer tejido extrapancredtico manipulado gené-
ticamente para producir insulina. En ratones transgénicos demos-
tramos que la expresion del gen de la insulina bajo el control del
promotor de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (que se activa
durante el proceso diabético) contrarrestaba las alteraciones dia-
béticas a nivel hepético y reducia parcialmente la hipergluce-
mia®. Desde entonces, la mayorfa de aproximaciones de terapia
génica para expresar insulina extrapancredticamente han utiliza-
do el higado como érgano diana®***. En la mayoria de los estu-
dios, la expresion del gen de la insulina es regulada mediante el
uso de promotores sensibles a los niveles circulantes de glucosa,
como el de la piruvatocinasa®. Sin embargo, la respuesta de se-
crecién de la hormona es inadecuada, ya que el control transcrip-
cional mediado por glucosa es demasiado lento, de manera que
se prolonga la hiperglucemia después de las comidas y existe un
riesgo de hipoglucemia varias horas mds tarde.

Una alternativa a la introduccién del gen de la insulina es con-
seguir diferenciar las c€lulas hepaticas a células productoras de
insulina mediante la expresion de genes clave para la diferencia-
cién de las células beta pancredticas. Células hepéticas de ratén
o de higado fetal humano se pueden manipular in vitro hasta con-
seguir células productoras de insulina®. De una forma similar, la
transferencia mediante vectores virales de genes involucrados en
la diferenciacién de células beta (Pdx-1, NeuroD, Ngn3) a higa-
do de ratones puede llevar a la formacién de células productoras

de insulina en este tejido®” ™.

Manipulacion del musculo esquelético

Tras una comida, el misculo esquelético es el tejido mds importante
del organismo en la eliminacién de glucosa de la sangre, captando
aproximadamente un 70% del total. Ademas, el miisculo esqueléti-
co es un excelente candidato para la terapia génica de la diabetes por
su facil accesibilidad y su capacidad de secretar proteinas.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la capacidad del miscu-
lo esquelético manipulado genéticamente para incrementar la cap-
tacion de glucosa y contrarrestar la hiperglucemia diabética. Este
objetivo se puede conseguir mediante la generacién de un «sensor
de la glucosa» como resultado de la coexpresion del gen de la in-
sulina y el de la glucocinasa (GK). La GK es una enzima hepética
con una elevada K, (constante de Michaeelis-Menten) para la glu-
cosa (alrededor de 8§ mM), que no es inhibida por la glucosa-6-fos-
fato y ademds muestra una cinética de cooperacion con la gluco-

Glucdgeno
Glucdlisis

Glucosa T »

Otros tejidos i
Musculo

Figura 1. Generacion de un sensor de la glucosa en el musculo esquelético
mediante la expresion de insulina y glucocinasa. Durante la diabetes el
musculo esquelético puede manipularse genéticamente para producir niveles
reducidos de insulina de forma constitutiva. Asf, se mantiene la presencia de
GLUT4 en la membrana plasmatica y la expresion de hexocinasa-|l,
manteniendo la normoglucemia durante el ayuno. La coexpresion de la
enzima hepatica glucocinasa (GK) incrementaria la fosforilacion v utilizacion
de la glucosa, conduciendo a una normalizacion de la glucemia también en
condiciones de alimentacion. La GK posee una elevada K, para la glucosa,

y actuaria como un sensor de la glucosa evitando episodios de hipoglucemia,
ya que la captacion de glucosa solo ocurrirfa durante la hiperglucemia

sa®. Estas caracteristicas permiten captar la glucosa sélo cuando
ésta se encuentra en elevadas concentraciones, tal como se ha des-
crito en las células beta pancredticas®'. Estudios en nuestro labora-
torio en animales transgénicos han mostrado que la expresion de
niveles basales de insulina en el musculo esquelético incrementa la
captacion de glucosa, manteniendo la normoglucemia en ayunas®.
También hemos observado que la expresién de GK en el musculo
esquelético de ratones diabéticos, junto con la inyeccién subcutd-
nea de dosis bajas de insulina soluble, lleva a 1a normalizacién de
la glucemia®.

Recientemente hemos demostrado que la expresion de insulina
conjuntamente con GK en el musculo esquelético de ratones dia-
béticos mediante vectores adenoasociados de serotipo 1 (AAV1)
lleva a la completa normalizacién de la glucemia tanto en condi-
ciones de alimentacién como en ayunas, sin causar la aparicion
de hipoglucemia® (figura 1). Estos animales también muestran
un incremento en la captacién de glucosa por el musculo, en la
normalizacién del metabolismo glucidico hepdtico y en la tole-
rancia a la glucosa. Estos resultados indican que la secrecién ba-
sal de insulina, junto con el incremento de la captacion de gluco-
sa por parte del misculo esquelético, permite una regulacién fina
de la glucemia en animales diabéticos®. Después de demostrar la
eficacia de esta aproximacion en ratones diabéticos, hemos ini-
ciado un estudio en perros diabéticos para determinar los efectos
a largo plazo, la seguridad y la viabilidad de esta aproximacién
como un paso previo para el desarrollo de un futuro ensayo cli-
nico en pacientes diabéticos.

Conclusiones y perspectivas
Las diferentes aproximaciones de terapia génica para la diabetes
aqui descritas representan un drea de investigacién muy activa y
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Consideraciones practicas

¢ | 0s elementos clave que es preciso considerar en to-
da estrategia de terapia génica son el gen terapéutico,
el vector de transferencia, el tipo celular que se va a
manipular y la via de administracion del vector.

e Los vectores integrativos permiten la transferencia del
gen terapéutico a las células hijas y comprenden los
vectores retrovirales y lentivirales. Los vectores no in-
tegrativos mantienen el gen terapéutico a nivel episo-
mal y comprenden los vectores adenovirales y ade-
noasociados.

e |as estrategias de terapia génica para la diabetes tipo
1 pueden ser de tipo preventivo, con la idea de reducir
o eliminar la respuesta inmunitaria; de tipo curativo, pa-
ra intentar regenerar la masa de célula beta; de tipo
sustitutivo, para inducir la expresion de insulina en teji-
dos extrapancreaticos (higado o musculo esquelético) y,
por Ultimo, para el tratamiento de las complicaciones
secundarias.

prometedora. No obstante, las estrategias son atin experimentales
y su aplicacién en clinica parece lejana. Ademads, previamente a
cualquier protocolo clinico, se deberd demostrar la eficacia y se-
guridad a largo plazo en modelos animales diabéticos.

Una importante limitacion en el proceso es la falta de buenos
modelos diabéticos en grandes animales (perros, primates), en
los que generalmente se utiliza un tratamiento combinado de es-
treptozotocina y alox4n*’. Ademds, es necesario incrementar la
eficacia de la transferencia génica, mejorando los vectores tanto
virales como no virales. La introduccién de nuevos y mejores me-
canismos reguladores para controlar la expresion de la insulina y
de otros genes terapéuticos serd también de gran importancia.

Finalmente, ademds de tratar la diabetes tipo 1, en estos tlti-
mos afios se estd progresando significativamente en el conoci-
miento de los mecanismos que llevan a la resistencia a la insuli-
na, al fallo de las células beta y al desarrollo de diabetes tipo 2.
Por ello, se espera también poder poner en marcha nuevas
aproximaciones de terapia génica para esta enfermedad.

Asi pues, estudios preclinicos en modelos animales sugieren
que un dia, mediante la terapia génica, muy probablemente po-
dran curarse la diabetes y sus complicaciones secundarias. No
obstante, ain queda un largo camino que recorrer.

Agradecimientos

El trabajo realizado en el laboratorio de los autores ha sido finan-
ciado por proyectos del Plan Nacional I+D+I (SAF2005-01262
y SAF2008-00962), el Instituto de Salud Carlos III (P1061417)
y el Centro de Investigacion Biomédica en Red en Diabetes y
Enfermedades Metabdlicas asociadas (CIBERDEM), en Espa-
fla, y por fondos de la Unién Europea (EUGENE2 [LSHM-
CT-2004-512013], BetaCellTherapy [LSHB-CT-2005-512145]
y CLINIGENE [LSHB-CT-2006-018933]). B

Terapia génica para la diabetes tipo 1. E. Ayuso, et al.

Declaracion de potenciales conflictos de intereses
E. Ayuso, C. Mann, X. Anguela y F. Bosch declaran que no existen con-
flictos de intereses en relacion con el contenido del presente articulo.

Bibliografia
1. Kay MA, Glorioso JC, Naldini L. Viral vectors for gene therapy: the art of turning

infectious agents into vehicles of therapeutics. Nat Med. 2001;1:33-40.

2. Roe T, Reynolds TG, Yu G, Brown PO. Integration of murine leukemia virus DNA
depends on mitosis. Embo J. 1993;5:2099-108.

3. Naldini L, Blomer U, Gallay P, Ory D, Mulligan R, Gage FH, et al. In vivo gene
delivery and stable transduction of nondividing cells by a lentiviral vector. Science.
1996;5259:263-7.

4. Hitt MM, Graham FL. Adenovirus vectors for human gene therapy. Adv Virus Res.
2000;55:479-505.

5. Muzyczka N. Use of adeno-associated virus as a general transduction vector for
mammalian cells. Curr Top Microbiol Immunol. 1992;158:97-129.

6. Liu Q, Muruve DA. Molecular basis of the inflammatory response to adenovirus
vectors. Gene Ther. 2003;11:935-40.

7. Morral N, O'Neal W, Rice K, Leland M, Kaplan J, Piedra PA, et al. Administration of
helper-dependent adenoviral vectors and sequential delivery of different vector
serotype for long-term liver-directed gene transfer in baboons. Proc Natl Acad Sci
USA. 1999;22:12816-21.

8. Snyder RO, Miao C, Meuse L, Tubb J, Donahue BA, Lin HF, et al. Correction of
hemophilia B in canine and murine models using recombinant adeno-associated
viral vectors. Nat Med. 1999;1:64-70.

9. Niemeyer GP, Herzog RW, Mount J, Arruda VR, Tillson DM, Hathcock J, et al.
Long-term correction of inhibitor-prone hemophilia B dogs treated with liver-
directed AAV2-mediated factor X gene therapy. Blood. 2009;4:797-806.

10. Gao G, Vandenberghe LH, Wilson JM. New recombinant serotypes of AAV vectors.
Curr Gene Ther. 2005;3:285-97.

11, Manno CS, Chew AJ, Hutchison S, Larson PJ, Herzog RW, Arruda VR, et al.
AAV-mediated factor IX gene transfer to skeletal muscle in patients with severe
hemophilia B. Blood. 2003;8:2963-72.

12. Manno CS, Arruda VR, Pierce GF, Glader B, Ragni M, Rasko J, et al. Successful
transduction of liver in hemophilia by AAV-factor IX and limitations imposed by the
host immune response. Nat Med. 2006;3:342-7.

13. Maguire AM, High KA, Auricchio A, Wright JF, Pierce EA, Testa F, et al.
Age-dependent effects of RPEGS gene therapy for Leber's congenital amaurosis:
a phase 1 dose-escalation trial. Lancet. 2009;9701:1597-605.

14. Stroes ES, Nierman MC, Meulenberg JJ, Franssen R, Twisk J, Henny CP, et al.
Inframuscular administration of AAV1-lipoprotein lipase S447X lowers triglycerides in
lipoprotein lipase-deficient patients. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008;12:2303-4.

15. Bainbridge JW, Smith AJ, Barker SS, Robbie S, Henderson R, Balaggan K, et al.
Effect of gene therapy on visual function in Leber’s congenital amaurosis. N Engl J
Med. 2008;21:2231-9.

16. Davis HL, Whalen RG, Demeneix BA. Direct gene transfer into skeletal muscle in
vivo: factors affecting efficiency of transfer and stability of expression. Hum Gene
Ther, 1993;2:151-9.

17. Aihara H, Miyazaki J. Gene transfer into muscle by electroporation in vivo. Nat
Biotechnol. 1998;9:867-70.

18. Wolff JA, Malone RW, Williams P, Chong W, Acsadi G, Jani A, et al. Direct gene
fransfer into mouse muscle in vivo. Science. 1990;4949 Pt 1:1465-8.

19. Wolff JA, Ludtke JJ, Acsadi G, Williams P, Jani A. Long-term persistence of
plasmid DNA and foreign gene expression in mouse muscle. Hum Mol Genet.
1992,6:363-9.

20. Grey ST, Arvelo MB, Hasenkamp W, Bach FH, Ferran C. A20 inhibits cytokine-
induced apoptosis and nuclear factor kappaB-dependent gene activation in islets.
J BExp Med. 1999;8:1135-46.

. Garcfa-Ocana A, Takane KK, Reddy VT, Lopez-Talavera JC, Vasavada RC, Stewart
AF. Adenovirus-mediated hepatocyte growth factor expression in mouse islets
improves pancreatic islet transplant performance and reduces beta cell death.

J Biol Chem. 2003;1:343-51.

22. Heimberg H, Heremans Y, Jobin G, Leemans R, Cardozo AK, Darville M, et al.
Inhibition of cytokine-induced NF-kappaB activation by adenovirus-mediated
expression of a NF-(kappa)B super-repressor prevents beta-cell apoptosis.
Diabetes. 2001;10:2219-24.

23. Giannoukakis N, Rudert WA, Ghivizzani SC, Gambotto A, Ricordi G, Trucco M, et al.
Adenoviral gene transfer of the interleukin-1 receptor antagonist protein to human

2

-

n



Av Diabetol. 2010;26:6-12

12

24.

25.

20.

27,

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42.

43.

islets prevents IL-1beta-induced beta-cell impairment and activation of islet cell
apoptosis in vitro. Diabetes. 1999;9:1730-6.

Glannoukakis N, Mi Z, Rudert WA, Gambotto A, Trucco M, Robbins P. Prevention
of beta cell dysfunction and apoptosis activation in human islets by adenoviral
gene transfer of the insulin-like growth factor I. Gene Ther. 2000;23:2015-22.
Narang AS, Sabek O, Gaber AQ, Mahato RI. Co-expression of vascular endothelial
growth factor and interleukin-1 receptor antagonist improves human islet survival
and function. Pharm Res. 2006;9:1970-82.

Goudy KS, Burkhardt BR, Wasserfall G, Song S, Campbell-Thompson ML, Brusko
T, et al. Systemic overexpression of IL-10 induces CD4* CD25* cell populations
in vivo and ameliorates type 1 diabetes in nonobese diabetic mice in a dose-
dependent fashion. J Immunol. 2003;5:2270-8.

Han G, Wang R, Chen G, Wang J, Xu R, Feng J, et al. Gene delivery GAD 500
autoantigen by AAV serotype 1 prevented diabetes in NOD mice: transduction
efficiency do not play important roles. Immunol Lett. 2008;2:110-6.

Park L, Lee E, Lee S, Lim M, Hong H, Shin G, et al. TGFbeta plasmid construction
and delivery for the prevention of type 1 diabetes. Ann N'Y Acad Sci.
2008;1150:177-82.

Song L, Wang J, Wang R, Yu M, Sun'Y, Han G, et al. Retroviral delivery of GAD-
IgG fusion construct induces tolerance and modulates diabetes: a role for CD4*
regulatory T cells and TGF-beta? Gene Ther. 2004;20:1487-96.

Harnaha J, Machen J, Wright M, Lakomy R, Styche A, Trucco M, et al.
Interleukin-7 is a survival factor for CD4* CD25" T-cells and is expressed by
diabetes-suppressive dendritic cells. Diabetes. 2006;1:158-70.

Jun HS, Chung YH, Han J, Kim A, Yoo SS, Sherwin RS, et al. Prevention of
autoimmune diabetes by immunogene therapy using recombinant vaccinia virus
expressing glutamic acid decarboxylase. Diabetologia. 2002;5:668-76.

Jin'Y, QuA, Wang GM, Hao J, Gao X, Xie S. Simultaneous stimulation of Fas-
mediated apoptosis and blockade of costimulation prevent autoimmune diabetes in
mice induced by multiple low-dose streptozotocin. Gene Ther. 2004;12:982-91.
Purohit S, She JX. Biomarkers for type 1 diabetes. Int J Clin Exp Med.
2008;2:98-116.

Brem H, Kodra A, Golinko MS, Entero H, Stojadinovic O, Wang VM, et al.
Mechanism of sustained release of vascular endothelial growth factor in
accelerating experimental diabetic healing. J Invest Dermatol. 2009;9:2275-87.
Chattopadhyay M, Krisky D, Wolfe D, Glorioso JC, Mata M, Fink DJ. HSV-mediated
gene transfer of vascular endothelial growth factor to dorsal root ganglia prevents
diabetic neuropathy. Gene Ther. 2005;18:1377-84.

Cruzado JM, Lloberas N, Torras J, Riera M, Fillat C, Herrero-Fresneda |, et al.
Regression of advanced diabetic nephropathy by hepatocyte growth factor gene
therapy in rats. Diabetes. 2004;4:1119-27.

Auricchio A, Behling KC, Maguire AM, O’Connor EM, Bennett J, Wilson JM, et al.
Inhibition of retinal neovascularization by intraocular viral-mediated delivery of
anti-angiogenic agents. Mol Ther. 2002;4:490-4.

Isner JM, Ropper A, Hirst K. VEGF gene transfer for diabetic neuropathy. Hum
Gene Ther. 2001;12:1593-4,

Kusumanto YH, Van Weel V, Mulder NH, Smit AJ, Van den Dungen JJ, Hooymans
JM, et al. Treatment with inframuscular vascular endothelial growth factor gene
compared with placebo for patients with diabetes mellitus and critical limb
ischemia: a double-blind randomized trial. Hum Gene Ther. 2006;6:683-91.
Ropper AH, Gorson KC, Gooch CL, Weinberg DH, Pieczek A, Ware JH, et al.
Vascular endothelial growth factor gene transfer for diabetic polyneuropathy: a
randomized, double-blinded trial. Ann Neurol. 2009;4:386-93.

Ayuso E, Chillon M, Agudo J, Haurigot V, Bosch A, Carretero A, et al. In vivo gene
transfer to pancreatic beta cells by systemic delivery of adenoviral vectors.

Hum Gene Ther. 2004;8:805-12.

Loiler SA, Tang Q, Clarke T, Campbell-Thompson ML, Chiodo V, Hauswirth W,
etal. Localized gene expression following administration of adeno-associated viral
vectors via pancreatic ducts. Mol Ther. 2005;3:519-27.

Wang Z, Zhu T, Rehman KK, Bertera S, Zhang J, Chen C, et al. Widespread and
stable pancreatic gene transfer by adeno-associated virus vectors via different
routes. Diabetes. 2006;4:875-84.

44,

45,

46.

47,

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

5.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Xu X, D'Hoker J, Stange G, Bonne S, De Leu N, Xiao X, et al. Beta cells can be
generated from endogenous progenitors in injured adult mouse pancreas. Cell.
2008:2:197-207.

Ayuso E, Chillon M, Garcia F, Agudo J, Andaluz A, Carretero A, et al. In vivo
gene transfer to healthy and diabetic canine pancreas. Mol Ther. 2006;
4:747-55,

Anderson HR, Stitt AW, Gardiner TA, Lloyd SJ, Archer DB, Induction of alloxan/
streptozotocin diabetes in dogs: a revised experimental technique. Lab Anim.
1993; 3:281-5.

Rehman KK, Trucco M, Wang Z, Xiao X, Robbins PD. AAV8-mediated gene
transfer of interleukin-4 to endogenous beta-cells prevents the onset of diabetes
in NOD mice. Mol Ther. 2008;8:1409-16.

Riedel MJ, Gaddy DF, Asadi A, Robbins PD, Kieffer TJ. DsAAV8-mediated
expression of glucagon-like peptide-1 in pancreatic beta-cells ameliorates
streptozotocin-induced diabetes. Gene Ther. 2009;
doi:10.1038/gt.2009.143.

Zhou Q, Brown J, Kanarek A, Rajagopal J, Melton DA. In vivo reprogramming of
adult pancreatic exacrine cells to beta-cells. Nature, 2008;7213:627-32.
George M, Ayuso E, Casellas A, Costa C, Devedjian JC, Bosch F. Beta cell
expression of IGF-I leads to recovery from type 1 diabetes. J Clin Invest.
2002;9:1153-63.

Casellas A, Salavert A, Agudo J, Ayuso E, Jiménez V, Moya M, et al. Expression of
IGF-I in pancreatic islets prevents lymphocytic infiltration and protects mice from
type 1 diabetes. Diabetes. 2006;12:3246-55.

Valera A, Fillat G, Costa C, Sabater J, Visa J, Pujol A, et al. Regulated expression of
human insulin in the liver of transgenic mice corrects diabetic alterations. FASEB J.
1994,6:440-7.

Lee HC, Kim SJ, Kim KS, Shin HC, Yoon JW. Remission in models of type 1
diabetes by gene therapy using a single-chain insulin analogue. Nature.
2000;6811:483-8.

Thule PM, Liu JM. Regulated hepatic insulin gene therapy of STZ-diabetic rats.
Gene Ther. 2000,20:1744-52.

Park YM, Woo S, Lee GT, Ko JY, Lee Y, Zhao ZS, et al. Safety and efficacy of
adeno-associated viral vector-mediated insulin gene transfer via portal vein to the
livers of streptozotocin-induced diabetic Sprague-Dawley rats. J Gene Med.
2005;5:621-9.

Zalzman M, Gupta S, Giri RK, Berkovich |, Sappal BS, Karnieli O, et al. Reversal of
hyperglycemia in mice by using human expandable insulin-producing cells
differentiated from fetal liver progenitor cells. Proc Natl Acad Sci USA.
2003;12:7253-8.

Ferber S, Halkin A, Cohen H, Ber |, Einav Y, Goldberg |, et al. Pancreatic and
duodenal homeobox gene 1 induces expression of insulin genes in liver and
ameliorates streptozotocin-induced hyperglycemia. Nat Med. 2000;5:568-72.
Kojima H, Fujimiya M, Matsumura K, Younan P, Imaeda H, Maeda M, et al.
NeuroD-betacellulin gene therapy induces islet neogenesis in the liver and
reverses diabetes in mice. Nat Med. 2003;5:596-603.

Yechoor V, Liu'V, Espiritu G, Paul A, Oka K, Kojima H, et al. Neurogenin3 is
sufficient for transdetermination of hepatic progenitor cells into neo-islets in vivo
but not transdifferentiation of hepatocytes. Dev Cell. 2009;3:358-73.

Printz RL, Magnuson MA, Granner DK. Mammalian glucokinase. Annu Rev Nutr.
1993;13:463-96.

Matschinsky FM. Banting Lecture 1995. A lesson in metabolic regulation inspired
by the glucokinase glucose sensor paradigm. Diabetes. 1996;2:223-41.

Riu E, Mas A, Ferre T, Pujol A, Gros L, Otaegui P, et al. Counteraction of type 1
diabetic alterations by engineering skeletal muscle to produce insulin: insights from
fransgenic mice. Diabetes. 2002;3:704-11.

Otaegui PJ, Ferré T, Pujol A, Riu E, Jiménez R, Bosch F. Expression of glucokinase
in skeletal muscle: a new approach to counteract diabetic hyperglycemia.

Hum Gene Ther. 2000;11:1543-52.

Mas A, Montané J, Anguela XM, Muioz S, Douar AM, Riu E, et al. Reversal of type
1 diabetes by engineering a glucose sensor in skeletal muscle. Diabetes.
2006,;6:1546-53.



	Aproximaciones de terapia génica para la diabetes tipo 1
	Introducción
	Elementos clave en el diseño de estrategias de terapia génica
	Vectores para terapia génica
	Estrategias actuales de terapia génica para la diabetes tipo 1
	Regeneración del páncreas endocrino: hacia una terapia curativa para la diabetes
	Terapia génica sustitutiva para la diabetes: manipulación genética de tejidos extrapancreáticos
	Conclusiones y perspectivas
	Agradecimientos
	Bibliografía


