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DESCRIPCION

Sustancias para prevenir y tratar enfermedades autoinmunes.
Antecedentes

Las enfermedades autoinmunes causan morbilidad y mortalidad humana significativa. Estas enfermedades inclu-
yen aproximadamente 80 enfermedades, tales como artritis reumatoide, lupus sistémico y esclerosis multiple, y afec-
tan a aproximadamente el 5% de la poblacién de los Estados Unidos. Una enfermedad autoinmune, la diabetes de
tipo 1, es la enfermedad crénica mas frecuente en nifios, y tiene una incidencia mundial creciente a un ritmo cons-
tante.

Generalmente, la aparicion de diabetes de tipo I comienza con la presentacion en células presentadores de antigeno
(APC) de autoantigenos sintetizados por células pancredticas beta. Esta presentacion produce la destruccién por el
sistema inmune de las células pancredticas beta mediada principalmente por linfocitos T auxiliares 1 (Th1) y linfocitos
T citotéxicos y, por tanto, la pérdida de produccién de insulina.

Muchos enfoques profildcticos y terapéuticos para la diabetes de tipo I intentan evitar la destruccién de las células
beta induciendo al sistema inmune a eliminar, inactivar o suprimir los linfocitos auto-reactivos patogénicos, tal como
administrando vacunas que solamente suministran autoantigeno o administrando sustancias que son efectores directos
del sistema inmune, tales como citoquinas. Sin embargo, las vacunas basadas en ADN actualmente disponibles no
son completamente eficaces para prevenir la enfermedad, y el uso de algunas de estas vacunas estd asociado con la
induccién o potenciacion de la autoinmunidad en lugar de prevenir la enfermedad. Ademas, el uso de citoquinas esta
asociado con una morbilidad significativa.

FILIPPOVA M. ET AL: “Effects of plasmid DNA injection on cyclophosphamide-accelerated diabetes in NOD
mice” ADN AND CELL BIOLOGY, New York, NY, US vol. 20, n° 3, 1 de marzo de 2001 (01-03-2001), paginas 175-
181, XP002295859 ISSN: 1044-5498, describe una composicién que comprende ADN plasmidico que codifica una
forma secretada de GAD que podria prevenir y retardar la diabetes, pero no describe una sustancia que comprenda una
secuencia polinucleotidica que codifique E3-GP19K.

Por lo tanto, existe una necesidad de un nuevo método para prevenir, retardar la aparicion de, o tratar enfermedades
autoinmunes usando vacunas que no estén asociadas con estas desventajas. Ademads, existe la necesidad de un nuevo
método para prevenir, retardar la aparicion de, o tratar la diabetes de tipo I usando vacunas que no estén asociadas con
estas desventajas.

Sumario

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un uso de una construccién polinucleotidica que comprende
una secuencia polinucleotidica que codifica ABCL-2 para la fabricacién de un medicamento para prevenir, retardar la
aparicion de o tratar la diabetes de tipo I.

En una realizacién, el medicamento se fabrica en unidades de dosificacién de aproximadamente 0,5 mg a aproxi-
madamente 5 mg. En otra realizacién, el medicamento se fabrica en unidades de dosificacién de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 4 mg. En otra realizacion, el medicamento se fabrica en unidades de dosificacién de aproxi-
madamente 2,5 mg a aproximadamente 3 mg. En otra realizacion, el medicamento se fabrica en una forma adecuada
para la administracién intramuscular. En otra realizacion, el medicamento se fabrica en una forma adecuada para
administracién intravenosa.

De acuerdo con otra realizacidn de la presente invencién, se proporciona un método para prevenir, retardar la
aparicion de o tratar la diabetes de tipo I en un paciente. El método comprende seleccionar un paciente que sea
susceptible al desarrollo de diabetes de tipo I, que esté desarrollando diabetes de tipo I o que tenga diabetes de tipo I;
y administrar al paciente una o mas de una dosis de una construccién polinucleotidica que comprenda una secuencia
polinucleotidica que codifique ABCL-2.

En otra realizacion, una o mds de una dosis es una pluralidad de dosis. En otra realizacién, administrar al paciente
una o mas de una dosis comprende inyectar por via intramuscular al paciente una o mds de una dosis. En otra realiza-
cién, el método comprende adicionalmente, después de la administracion, controlar al paciente para el desarrollo de
diabetes de tipo 1.

Figuras

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencidn llegardn a entenderse mejor con respecto
a la siguiente descripcidn, reivindicaciones adjuntas y figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 son representaciones esquematicas de tres sustancias de acuerdo con la presente invencion; y
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la Figura 2 son representaciones esquematicas de los quince pldsmidos que se ensayaron para su eficacia en la
prevencion, retardo de la aparicion de o tratamiento de una enfermedad autoinmune de acuerdo con un método de la
presente invencion.

Descripcion

De acuerdo con una realizacion de la presente invencidn, se proporcionan sustancias para prevenir, retardar la
aparicion de o tratar la diabetes de tipo I. De acuerdo con otra realizacion de la presente invencidn, se proporciona un
método para prevenir, retardar la aparicién de o tratar la diabetes de tipo I. En una realizacién preferida, el método
que comprende usar una sustancia de acuerdo con la presente invencion es una vacuna. Las sustancias y método de la
presente invencién no usan solamente el suministro de autoantigenos, y no usan moléculas que sean efectores directos
del sistema inmune como en los métodos anteriores. En su lugar, la presente invencién usa una vacuna para evitar la
apoptosis de uno o mds de un tipo de célula capaz de suprimir la enfermedad autoinmune. Como este uno o mas de
un tipo de célula capaz de suprimir la enfermedad autoinmune ain se someterd a la regulacién fisiolgica e inmune,
el riesgo de inducir o potenciar la autoinmunidad se reduce enormemente por el presente método en comparacién con
algunos métodos de la técnica anterior. Ademds, como la presente invencién no implica administrar sustancias que
sean efectores directos del sistema inmune, tales como citoquinas, la presente invencion no tiene el riesgo de efectos
secundarios asociados con dichos efectores directos del sistema inmune. De forma mds ventajosa, puede producirse
una vacuna genética que comprenda principalmente ADN plasmidico en grandes cantidades a costes relativamente
bajos y que no requiera una “cadena de frio” para el almacenamiento. Por lo tanto, las sustancias y métodos de acuerdo
con la presente invencion son tanto econdmicos como practicos para su uso para prevenir, retardar la aparicion o tratar
una enfermedad autoinmune. Ademads, una vacuna genética de acuerdo con la presente invencidon modifica el material
genético de un organismo directamente, que significa que los epitopos nativos se procesaran por el sistema inmune del
organismo a diferencia de las vacunas basadas en protefnas. Las sustancias y el método de la presente invencion se
describirdn ahora con detalle.

Como se usa en esta descripcion, la expresion “enfermedad autoinmune” comprende enfermedades debidas en
parte o totalmente a la destrucciéon de células normales o tejidos por el propio sistema inmune del organismo, y
también comprende la destruccién de células y tejidos que se transplantaron en el organismo para ocupar el lugar de
células o tejidos defectuosas o ausentes, tales como transplantes de células de los islotes, o transplantes de érganos
parciales o completos, por el propio sistema inmune del organismo.

Como se usa en esta descripcion, el término “comprende” y variaciones del mismo, tales como “que comprende”
y “comprenden”, no pretenden excluir otros aditivos, componentes, enteros o etapas.

En una realizacion, la presente invencion incluye una sustancia que puede usarse para prevenir, retardar la aparicion
de o tratar la diabetes de tipo I. La sustancia es una construccion de ADN que comprende una secuencia polinucleoti-
dica, SEC ID N° 3, que codifica una forma truncada de BCL-2 denominada ABCL-2 en esta descripcion.

Como entenderan los especialistas en la técnica con referencia a esta descripcién, aunque se dan secuencias espe-
cificas para las secuencias polinucleotidicas descritas en esta descripcion, tales como las secuencias polinucleotidicas
que codifican ABCL-2, la presente invencion incluye cualquier otra secuencia que no cause un cambio en la secuencia
de aminodcidos traducida, asi como cualquier secuencia que cause un cambio en la secuencia de aminodcidos tradu-
cida pero donde el cambio no afecte sustancialmente a la funcién de la secuencia de aminodcidos traducida de modo
que la haga inadecuada para los usos contemplados en esta descripcion.

Con referencia ahora a la Figura 1, se muestran representaciones esquemadticas de tres sustancias, una de acuerdo
con la presente invencién. Como puede observarse, cada sustancia comprende una construcciéon de ADN plasmidico.
La sustancia A comprende una construccion plasmidica que comprende un polinucleétido que codifica un autoantigeno
para la enfermedad autoinmune, tal como acido glutdmico descarboxilasa secretada que es un autoantigeno para la
diabetes de tipo 1, seguido por un polinucleétido, SEC ID N° 1, que codifica BAX. La sustancia B comprende una
construccién plasmidica que comprende un polinucleétido, SEC ID N° 2, que codifica E3-GP19k sin un polinucledtido
que codifique un autoantigeno para la enfermedad autoinmune. La sustancia C comprende una construccién plasmidica
que comprende un polinucleétido, SEC ID N° 3, que codifica una forma truncada de la proteina anti-apoptética BCL-
2 sin un polinucleétido que codifique un autoantigeno para la enfermedad autoinmune. Como se usa en las Figuras,
“CMV” representa el elemento promotor de citomegalovirus, “pA” representa un sitio de poliadenilacién, e “IRES”
representa un sitio de unién a ribosomas interno del virus EMCYV, SEC ID N° 4.

Para demostrar las ventajas de la presente invencidn, se construyeron quince pldsmidos y se usaron como vacu-
nas. Cada construccion se cloné en el vector pND2. Con referencia ahora a la Figura 2, se muestran representaciones
esquemadticas de los quince pldsmido que se ensayaron para su eficacia en la prevencion, retardo de la aparicion de
o tratamiento de una enfermedad autoinmune. Como puede observarse, cada pldsmido estaba bajo el control trans-
cripcional plasmidico del mismo promotor (CMVp) para asegurar la expresion de ambas fases de lectura abierta en
cada célula transfectada. Durante la construccién de estos pldsmidos que contienen el ADNc que codifica BCL-2, se
descubrié que sucedian deleciones de los pldsmidos debido al gran tamafio del ADNc. Por lo tanto, se us6 una versién
truncada de bcl-2 denominada Abcl-2 para construir los plasmidos. Como se muestra en la Figura 2, los pldsmidos
comprendian ADNc que codifica GAD citopldsmica, SEC ID N° 5 (plasmido 1); GAD secretada (SGAD), SEC ID
N° 6 (plasmido 2); una luciferasa secretada de control, SEC ID N° 7 (plasmido 3); la proteina humana anti-apoptdtica
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BCL-2 truncada (ABCL-2), SEC ID N° 3 (pldsmido 4); la proteina anti-apoptética BAX, SEC ID N° 1 (plasmido 5);
E3-GP19k, SEC ID N° 2 (pldsmido 6), ABCL-2, SEC ID N° 3; en combinacién con GAD citopldsmica, SEC ID N°
5, GAD secretada, SEC ID N° 6, y luciferasa secretada, SEC ID N° 7 (plasmidos 7-9, respectivamente), BAX, SEC
ID N° 1, en combinacién con GAD citopldsmica, SEC ID N° 5, GAD secretada, SEC ID N° 6, y luciferasa secretada,
SEC ID N° 7 (plasmidos 10-12, respectivamente); y E3-GP19k, SEC ID N° 2, en combinacién con GAD citopldsmi-
ca, SEC ID N° 5, GAD secretada, SEC ID N° 6, y luciferasa secretada, SEC ID N° 7 (pldsmidos 13-15, respectiva-
mente).

Se generaron todos los pldsmidos, se amplificé la fase de lectura abierta usando PCR, y los productos de ampli-
ficacién se inspeccionaron después de la secuenciaciéon de ADN y se descubrié que estaban sin mutaciones. Cada
construccion se usé después para transfectar células COS-7 de simio de forma transitoria para los andlisis de inmuno-
transferencia de los lisados celulares, que confirmaron que estaba codificado un producto génico del tamafio correcto
(datos no mostrados).

A continuacién, se determinaron los efectos de los 15 pldsmidos en ratones diabéticos no obesos (NOD) del
siguiente modo. Primero se aislé el ADN plasmidico usando kits Qiagen Endofree (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, US)
y se inyectaron por via intramuscular 300 ug de cada uno de los 15 ADN plasmidicos a grupos de quince ratones
NOD hembra de 4-5 semanas de edad. Se selecciond la dosis de 300 pg como la dosis relevante para el entorno clinico
humano en base al peso del organismo. La aparicion de la diabetes se control6 hasta la edad de 35 semanas, usando
andlisis de glucosa en orina y sangre. Los ratones se consideraron diabéticos después de un ensayo positivo para altos
niveles de glucosuria, con niveles de glucosa en sangre mayores de 300 mg/dl en dos dias consecutivos.

Los resultados de estos experimentos demostraron lo siguiente. El porcentaje de animales diabéticos a las 35 se-
manas de edad vari6 del 73-93% para ratones vacunados con los plasmidos 1-3; del 60-67% para ratones vacunados
con los plasmidos 4 6 7-9; del 47-85% para ratones vacunados con los plasmidos 5 y 10-12; y del 53-73% para rato-
nes vacunados con los pldsmidos 6 y 13-15. Los animales de control (los no vacunados) tuvieron una incidencia de
diabetes de aproximadamente el 93%. Por lo tanto, la administracién de 300 ug de vector plasmidico solo o de 300
ug de vector plasmidico que codifica antigenos solos, pldsmidos 1-3, no produjo supresion significativa de la diabetes.
Los ratones vacunados con los plasmidos 6-9 y 11 mostraron una supresion estadisticamente significativa de la dia-
betes en comparacion con ratones no tratados (P < 0,05 para el pldsmido 7, y P < 0,02 para el pldsmido 9). Ademis,
los ratones que recibieron pND2-E3-GP19k, plasmido 6 o pDN2-SGADS55-BAX, plasmido 11, mostraron una inci-
dencia significativamente disminuida de la diabetes a las 35 semanas en comparacién con ratones que recibieron el
plasmido pND2-GADG65, plasmido 1 o pPND2-GAD65-BAX, plasmido 10 (P < 0,04), y ratones que recibieron pND2-
GADG65-ABCL2, plasmido 7 o pND2-SGADS55-ABCL2, pldsmido 8, mostraron diabetes significativamente disminui-
da en comparacién con ratones que recibieron pND2-GADG65, plasmido 1 (P < 0,05). La supresion de la diabetes se
asoci6 con inflamacién de islotes disminuida (datos no mostrados). Estos resultados se describirdn ahora con mayor
detalle.

Los ratones que se vacunaron con plasmidos que comprenden Abcl-2, plasmidos 4 y 7-9, mostraron un retardo
de 4-5 semanas en la aparicién de la diabetes independientemente del antigeno co-expresado, y una disminucién en
la incidencia de la diabetes a las 35 semanas de edad (60-67% en comparacion con aproximadamente el 93% para
los ratones de control no vacunados) independientemente del antigeno co-expresado. Por lo tanto, la co-expresion del
autoantigeno GAD no suprimi el efecto.

Los ratones que se vacunaron con pldsmidos que comprende bax, pldsmido 5y 10-12, no mostraron supresion de la
diabetes, con la excepcidn de sgad55-bax, plasmido 11. Aunque los ratones vacunados con el pldsmido 11 comenzaron
a desarrollar la diabetes en un momento similar a los otros ratones vacunados con un pldsmido que comprende sélo
bax, plasmido 5, la incidencia de la diabetes en ratones vacunados con el plasmido 11 a la 35 semanas de edad fue
s6lo del 47% en comparacién con una incidencia del 93% para los ratones de control no vacunados (p < 0,05).

Los ratones que se vacunaron con plasmidos que comprenden E3-gpl9k, pldsmidos 6 y 13-15 mostraron amplias
diferencias en la aparicion de la diabetes, dependiendo del antigeno que se co-expresd. Los ratones que se vacunaron
con el plasmido que comprende E3-gpl9k sin autoantigeno, plasmido 6, comenzaron a desarrollar la diabetes con
un retardo de 4-5 semanas, y mostraron una diabetes disminuida a las 35 semanas de edad (53% frente al 93% para
los ratones de control no vacunados para el control) (p < 0,05). Los ratones que se vacunaron con los pldsmidos que
comprenden E3-gpl9k sin autoantigeno, plasmidos 13-15, suprimieron el efecto, tanto con respecto al retardo en la
aparicién de la diabetes como con respecto a la incidencia de animales diabéticos a las 35 semanas.

A continuacién, se caracterizaron las respuestas inmunes usando un ensayo ELISpot especifico de GAD y un
ELISA de isotipos séricos de IgG anti-GAD para determinar si la supresion de la diabetes por la administracién de
las sustancias de la presente invencion estaba asociada con la supresion de la actividad tipo Thl inflamatoria, y la
regulacién positiva de la respuesta tipo Th2 anti-inflamatoria.

En ensayo ELISpot se realiz6 del siguiente modo. Se aislaron esplenocitos de los ratones en el momento de la
aparicion de la diabetes, o al final del periodo de observacion para animales no diabéticos. Después se estimularon las
células con proteina GAD recombinante, y se cont6 la cantidad de células que secretaban IFN-gamma (para la actividad
tipo Thl), e IL-4 (para la actividad tipo Th2), siguiendo un protocolo convencional del fabricante. Después se rest
la cantidad de células secretoras de citoquinas en ausencia de estimulacién con GAD, y se analizaron los resultados.
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Para IFN-gamma los datos indican claramente que la supresion de la diabetes por el plasmido 6, que codifica E3-
GP19k solo, o por los pldsmidos 4 y 7-9, que codifican ABLC-2 solo o junto con un antigeno, se asociaron con una
supresion de la actividad especifica de GAD. Por lo tanto, E3-19k y ABCL-2 podrian inducir una respuesta inmune que
serfa capaz de suprimir la auto-reactividad contra células beta. Sorprendentemente, la combinacién SGADS55-BAX
no parecié suprimir significativamente la actividad tipo Th1l. Ademds, SGADS5 solo, que no suprimié la diabetes,
suprimio la respuesta tipo Th1 especifica de GAD.

Con respecto A IL-4, los datos indicaron un aumento en la actividad especifica de GAD para ratones que recibieron
el plasmido 6 que codifica E3-GP19k solo (supresion de la diabetes), el pldsmido 13 que codifica SGADS5 y E3-19k
(sin supresion de la diabetes), y el plasmido 8 con SGADS5 y ABCL2 (supresion de la diabetes). Por tanto, no siempre
la actividad tipo Th2 aumentada estuvo asociada con una actividad tipo Thl disminuida o supresion de la enfer-
medad.

El ELISA se realiz6 del siguiente modo. Se usaron sueros animales para el ELISA de los isotipos IgG2a,b e IgG1
anti-GAD que indican una actividad tipo Th1 y tipo Th2, respectivamente. E1 ELISA de IgG2a,b anti-GAD indicé que
tres de los ADN plasmidicos que codificaban ABCL-2, los pldsmidos, 4, 8 y 9, mostraban una reduccién significativa
en la actividad de tipo Th1, en comparacién con el plasmido 5 que codifica BAX, pero no con los ratones de control no
vacunados. El ELISA de IgG1 anti-GAD indic6 que todos los ADN plasmidicos que codificaban BAX, los plasmidos
5y 10-12, produjeron una actividad de tipo Th2 disminuida.

Estos datos tomados en conjunto indican que, primero, bax, un ADNc plasmidico que codifica una proteina pro-
apoptdtica, puede usarse como adyuvante molecular para vacunas genéticas para prevenir enfermedades autoinmunes,
tales como una vacuna que comprende un polinucleétido que codifique una forma secretada de un autoantigeno.
Segundo, un ADNc plasmidico que codifique E3-GP19k o que codifique BCL-2 solo truncada podria suprimir la
enfermedad autoinmune, aunque un ADNc plasmidico que codifique E3-GP19k o que codifique una BCL-2 truncada
combinado con un autoantigeno seria menos eficaz.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a un método para prevenir, retardar la aparicioén de o tratar la
diabetes de tipo I. El método comprende, primero, seleccionar un paciente que sea susceptible al desarrollo de dia-
betes de tipo I, que esté desarrollando diabetes de tipo I o que tenga diabetes de tipo I. La seleccion puede hacerse
usando métodos convencionales, como entenderan los especialistas en la técnica con referencia a esta descripcion. La
seleccion puede hacerse identificando en el paciente la presencia de antoanticuerpos anti-insulina o anti-GAD o auto-
anticuerpos tanto anti-insulina como anti-GAD, la presencia de hiperglucemia creciente, la presencia de glucosuria, la
presencia de una predisposicidn genética a la diabetes o mds de uno de estos.

A continuacion se administra al paciente una o mas de una dosis de una construccién plasmidica de acuerdo con
la presente invencion. Es decir, una construccion plasmidica que comprenda un polinucleétido que codifique una
forma truncada de la proteina pro-apoptética BCL-2 pero sin un polinucleétido que codifique un autoantigeno para la
enfermedad autoinmune. En una realizacion preferida, al organismo se le administran dos construcciones plasmidicas
de acuerdo con la presente invencién. En una realizacién particularmente preferida, al organismo se le administran
tres construcciones plasmidicas de acuerdo con la presente invencidon.

En una realizacién preferida, la construccién plasmidica se administra en una pluralidad de dosis. En otra realiza-
cion preferida, la dosis estd entre aproximadamente 0,001 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg. En otra realizacién
preferida, la dosis estd entre aproximadamente 0,01 mg/kg y aproximadamente 1 mg/kg. En otra realizacién prefe-
rida, la dosis es de aproximadamente 0,05 mg/kg. En una realizacién preferida, una dosis adecuada para un adulto
humano esta entre aproximadamente 0,5 mg y 5 mg. En una realizacion preferida, una dosis adecuada para un adulto
humano estd entre aproximadamente 1 mg y 4 mg. En una realizacién preferida, una dosis adecuada para un adulto
humano est4 entre aproximadamente 2,5 mg y 3 mg. En otra realizacion preferida, la dosis se administra semanal-
mente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 veces. En una realizacién particularmente preferida, la dosis
se administra semanalmente 4 veces. En otra realizacién particularmente preferida, la dosis se administra s6lo una
vez.

La administracién puede ser por cualquier via adecuada. En una realizacion preferida, la via es intramuscular o
intravenosa.

Ademais, el método puede comprender, después de la administracion, el control del paciente para el desarrollo de
la enfermedad autoinmune.

Ejemplo 1

De acuerdo con la presente invencion, la aparicion de la diabetes en un paciente se retarda o previene, por ejemplo,
del siguiente modo. Primero, el paciente se selecciona en base a la presencia de autoanticuerpos anti-insulina y anti-
GAD en la circulacion. A continuacidn, se inyecta al paciente por via intramuscular 0,05 mg/kg de una construccién
plasmidica que comprende una secuencia polinucleotidica, SEC ID N° 1, que codifica la proteina pro-apoptética BAX
y que codifica SGAD, SEC ID N° 6, o que comprende una secuencia polinucleotidica, SEC ID N° 2, que codifica la
proteina de no viral E3-GP19k, o que comprende una secuencia polinucleotidica, SEC ID N° 3, que codifica ABCL-2.
La inyeccidn se repite semanalmente durante 3 semanas mientras se controla el nivel de autoanticuerpos anti-insulina

5
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y anti-GAD en circulacién. El tratamiento finaliza cuando el nivel de autoanticuerpos anti-insulina y anti-GAD en
circulacién ha vuelto a la normalidad.

Aunque la presente invencion se ha analizado con considerable detalle con referencia a ciertas realizaciones prefe-
ridas, son posibles otras realizaciones. Por lo tanto, el alcance de las reivindicaciones adjuntas no debe limitarse a la
descripcion de las realizaciones preferidas contenidas en esta descripcion.
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REIVINDICACIONES

1. Sustancia para prevenir, retardar la aparicion de o tratar la diabetes de tipo I, comprendiendo la sustancia una
construccién polinucleotidica que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica ABCL-2.

2. Sustancia de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la sustancia se usa cuando existen autoanticuerpos anti-

insulina o anti-GAD (GAD = Acido Glutdmico Descarboxilasa) o autoanticuerpos tanto anti-insulina como anti-GAD
en un paciente.

3. Sustancia de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la sustancia se usa cuando existe hiperglucemia creciente
en un paciente.

4. Sustancia de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la sustancia se usa cuando existe la presencia de glucosuria
en un paciente.

5. Sustancia de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la sustancia se usa cuando existen predisposicién genética
a la diabetes de tipo 1 en un paciente.

6. Uso de una construccion polinucleotidica que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la proteina
adenoviral E3-GP19k para la fabricacién de un medicamento para prevenir, retardar la aparicion de o tratar la diabetes
de tipo L.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el medicamento se usa cuando existen autoanticuerpos anti-
insulina o anti-GAD o autoanticuerpos tanto anti-insulina como anti-GAD en un paciente.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, donde el medicamento se usa cuando existe hiperglucemia creciente en
un paciente.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, donde el medicamento se usa cuando existe presencia de glucosuria en
un paciente.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, donde el medicamento se usa cuando existe una predisposicién genética
a diabetes de tipo I en un paciente.

11. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, donde el medicamento se fabrica en una
forma adecuada para administracién intramuscular.

12. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 donde el medicamento se fabrica en una
forma adecuada para administracién intravenosa.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Sustancias para Prevenir y Tratar Enfermedades Autoinmunes

<130> 14102-1PCT

<140> a ceder
<141> 06-08-2003

<150> US 60/401.652

<151> 06-08-2003

<160> 7

<170> PatentIn version 3.2

<210>1

<211> 579
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

<210>2

atggacgggt
aagacagggy
gaggcaccey
gagtgtctca
qgeegeegtygg
tctgacggcea
gtgctcaagg
ttggacttec
ctectetect

cteaccgeet

<211> 492

<212> ADN

cecggggagea

ccettttget
agctggecct
agcgecatcogg
acacagactc
acttcaactg
cectgtgoac
tcegggageg
actttgggac

cgctcaccat

<213> Adenovirus humano de tipo 2

gcccagagge
teagggttte
ggacceggty
ggacgaactg
ceccccgagag
gggecgggtt
caaggtgecg
gctgttggge
gcccacgtygg

ctggaagaay

ggggggcecca

atccaggatc
¢ctecaggatg
gacagtaaca
gtetettree
gtegeecttt
gaactgatca
tggatccaag
cagaccgtga

atgggetga

ccagetetga
gagcaggacy
cgtccaccaa
tggagectgea
gagtggcage
tctactttge
gaaccateat

accagggtyg

ceatctttgt

gcagatcatg
aatggggggg
gaagetgage
gaggatgatt
tgacatgttt
cagcaaacty
gggetggaca
ttaggacggce

ggcaggagtyg
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<400> 2

atgaggtaca
gttgagttta
actcttataa
ggcaagtatg
gtcttecaag
gatattacca
aacactggca
ttactttate

ttttcegett

<210>3
<211> 599
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atggegeacyg
tataagetgt
cteageccgd
cgcegetace
gegeggggat
aggattgtgg
atgtegeecee

cacacctgga

atgcggectc

tgattttagg
aggaaccage
aatgcaccac
ctgtatatgce
gtgaaaatcy
tgtacatgag
ecttttgtte

tcaaatacaa

gc

ctgggagaag
cgcagagggg
tgccaccrgt
geceacgactt
getttgecac
cettotttga
tggtggacaa

tccaggataa

tgtttgattt

gtgggagett geatcaccct

<210> 4
<211> 619
<212> ADN

ES 2275253 T3

cttgetegee
ttgeaatgtt
agaacatgaa
tatttggeay
taaaactttt
caancagtac
cacegetotyg

aagcagacge

tggttacgat
ctacgagtgy
ggteccacctg
cgeegagaty
ggtggtggag
gttcggtggg
categecetyg

cggaggetgg

cteectggetg

gggtgectat

<213> Virus de la encefalomiocarditis

cttgeggeag
acatttaaat
aagettatta
ccaggtgaca
atgtataaat
aagtrgtgge
cttattacag

agttttattg

aaccgggaga
gatgctaccey
acectecgee
teccageecage
gagctcttca
gtcatgtgtg
tggatgactg

gatgecectttyg

tetctgaaga

ctgggecaca

tctgeagege tgocaaaaag
cagaagctaa tgaatgcact
ttcgecacaa agacaasatt
ctaacgacta taatgtcaca
ttccattita tgaaatgtge
ccecacaaaa gtgtitagag
cgektgettt ggtatdgtace

atgaaaagaa aatgccttga

tagtgatgaa gtacatccat
cggctgecge ggggcctgcy
aggecggega cgacttetee
tgcacctgac gecocttcace
gggacggggt gaactagggg
tagagagegt caaccgggag
agtacctgaa ccggcaccetg

tggaactgta cggceccagce

ttetgeteag tttggecetyg

agtgaagtca acatgcctg
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<400> 4

tctagataat
tactggceega
catattgeeg
cattcctagy
ggaagcagtt
gcageggaac
tacacctgca
gagtcaaatg
cececattgtat

ggttaaaaaa

acgactcact
agcegettgg
tettttggea
ggtettteee
cetetggang
cceccecacetg
aaggcggeac
getectectea
gggatctgat

cgtctaggec

ttattatatt gcctctaga

<210>5
<211> 1868
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gagctecacc geggtggegg
ggtctttegg gtcggaagat
ggtgccaagt ggctcagaag

acggagacgc cgagaagecy

ES 2275253 T3

atagggegaa ttceceotcet
aataaggccg gtgtgegttt
atgtgaggge ccggaaacet
ctetegeonaa aggaatgeaa
cttettgaag acaaacaacg
gegacaggty’ cotetgegge
saccecagtyg ccacgttgtg
agogtattca acaaggggct
ctggggcecete ggtgcacatyg

ccccaaccac ggggacgtygg

ccgetectaga ccaccatgge
ggetctgyggy attcegagaa
ttcacgggcy gcatcggaaa

gcggagageg gegggageea

cecteececce
gtctatatgt
ggecetgtet
ggtetgetga
tctgtagega
caaaagccag
agttggaata
gaaggatgce
ctttacatgt

ttttectttg

cecctaacgt
tattttcecac
tettgacgag
atgtcegtgaa
ccetttgecag
gtgtataaga
gttagtggaaa
cagaaggtac
gtttagtega

aaaaacacga

atetecggge tetggettet
tcccggcaca gegegageoct
caaactgtge geecetgetet

accceegegg gocgecgece

60

120

180

240

300

380

420

480

540

600

619
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ggaaggaecge
acgegtttet
cgtttcetgea
caaccaaagt
tggcagacca
atgeaattaza
ttggattage
ttgetocagt
gctggeeagg
atgecatgat
ctecttececay
ctgeageett
aaatgattce
ctttectegt
ctgtegetga
ggggatract
ctgtgacgty
ttagagaaga
aagataaaca
acgttgatgt
cgecatgttga
aaggatatga

ttcctoraag
tggctccagt

ccttgggaga
aagacattga
geteaccaag

ccggtacc

ES 2275253 T3

ctgegectge gaccagaage cctgeagetg ctecaaagtg

ccatgcaaca
agatgttatg
gattgattte
accacaaaat
ancagggeat
agcagactgg
atttgtgott
gggctctgye
gatcgeacge
goteattgec
agggattgga
atctgatett
gagtgeeaca
catttgcaaa
gatgtcecga
gaatccacace
gggattgatg
ttatgacctg
ttttaaacta
taaatgtttg
gatggtgttte

cttgegtact
gattaaagce

caaggtcaat
cttoetgatt

ctgttecact

gacatgetge
aacattttac
cattatccta
ttggagaaaa
cctagatact
ctgacatcaa
ttggaataty
gaktgggatat
tttaagatge
ttecacgtoty
agagacageg
gaaagaagga
getggaacea
aagtataaga
aaacacaagt
aagatgatgg
cagaattgcea
tcctatgaca
tggctgatgt
gagttggeag
gatgggaage

ctggaagaca
agaatgatgyg

ttettecgea
gaagaaatag

tetetaggta

<210> 6
<211> 1638
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> forma secretada de GAD humana

cggagtgtga
tteagtatgt
atgagettcet
ttttgatgea
teaatcaact
cagcaaatac
tcacactaaa
tttetecegy
tcecagaagt
aacatagtca
tgattctgat
ttettgaage
cegtgtacgg
tetyggatygea
ggaaactgag
gagteeocktt
accaaatygea
ctggagacaa
gaagggcaaa
agtatttata

ctgaggacac

tggagaaagg
ggtgaaaagt
ccaagaatat
ttgecasaca
ttctactggt
taacatgtte
gaaaatgaga
tggegecata
caaggagaas
tttttetete
taaatgtgat
caascagaaa
agecatttgac
tgtggatgea
tggegtagag
geagtggtot
tgeoctectac
ggccttacag
ggugactace
caacatcata

aaatgtctqge

gatgtcaact
cecactttgy
ttcgatagat
aattgggaat
actctaaaat
ttggatatgg
acctatgaaa
gaaatcattyg
tctaacatgt
ggaatggety
asgaagggag
gagagaggga
gggtttgtte
cecectettag
gettggggty
agggcecaact
gotetectyg
ctctttcage
rgeggacgee
gggtttgaag
asaaaccgag

ttotggtaca

atgaagagag aatgagtcge ctctegaang

agtatggaac cacaatggtce agetaccaac
tggtcatctc aaacccageg goaacteace
aacgccttgg acaagattta taataacctt

gegacctega geggecgete gagggggyege

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
102¢
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
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<400> 6

atgtacagga
gcacctactt
cccactttgg
ttegatagat
aattgggaat
actctaaaat
ttggatatgg
acctatgaaa
gaaatcattyg
tctaacatgt
ggaatggctyg
aagaagggag
gagagaggga

gggtttgttc

tgcaactcct
acgegtttet
cgtttetgea
caaccaaagt
tggcagaccea
atgcaattaa
ttggattagce
ttgctecagt
gctggccagyg
atgccatgat
cretteecag
ctgcagectt
aaatgattcc

ctttectegt

ES 2275253 T3

gtcttgeatt
ccatgcaaca
agatgttatyg
gattgatttc
accacaaaat
aacagggcat
agcagactgyg
atttgtgett
gggetetgge
gatcgcacge
gecteattgece
agggattgga
atctgatett

gagtgecaca

cccctcttag ctgtegcotga catttgcaaa

gettgaaatg ggggattact gatgtccega

agggccaact
gctetectgg
ctetttcage
tgcggacgec
gggtttgaag
asaaaccgag
ttctggtaca

ctectcgaagg
agctaccaac
gcaactcace

taataacctt

9agagagagc

<210>17

ctgtgacgtg gaatccacac

ttagagaaga gggattgatg

aagataaaca ttatgacctg

acgttgatgt ttttaaacta

cgeatgttga taaatgtttg

aaggatatga gatggtgttt

ttccteccaag cttgegtact

tggctccagt gattaaagcc

ccttgggaga caaggtceaat

aagacattga ctteoctgatt

getcaccaag ctgttecact

cecggtace

geactaagte
gacctgetge
aacattttac
cattatccta
ttggaggaaa
cctagatact
ctgacatcaa
ttggaatatg
gatgggatat
tttaagatgt
tteacgtetg
agagacagcg
gaaagaagga
gctggaacca
aagtataaga
aaacacaagt
aagatgatgg
cagaattgca
tectatgaca
tggctgatgt
gagttggcag
gatgggaagc
ctggaagaca
agaatgatgyg
ttcttecgea
gaagaaatag

tctectaggta

ttgcacttgt
cggegtgtga
ttcagtatgt
atgagettet
ttttgatgea
tcaatcaact
cagcaaatac
tcacactaaa
ttteteeegg
tccecagaagt
aacatagtca
tgattctgat
ttcttgaage
ccgtgtacgy
tctggatgcea
ggasactgag
gagtccettt
accaaatgca
ctggagacaa
ggagggcaaa
agtatttata
ctgaggacac
atgaagagag
agtatggaac
tggtcatcte
aacgecttgg

gegacctega

cacaaacagt
tggagaaagg
ggtgaaaagt
ccaagaatat
ttgccaaaca
ttctactggt
taacatgtte
gaaaatgaga
tggcgucata
caaggagaaa
cttttetete
taaatgtgat
caaacagaaa
agcatttgac
tgtggatgca
tggegtggag
gcagtggtet
tgcectectac
ggecttacag
ggggactacc
caacatcata
aaatgtotge
aatgagtcge
cacaatggte
aaaccrageg
acaagattta

geggecgete

60
120
280
240
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360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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<211> 1271
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> forma secretada de la luciferasa de Renilla

<400> 7

atgtacagga
gcacctactg
cggatgataa

tttattaatt

aacgcggect
tgtattatac
aggttacttg
aagatcattt
catcaagata
tgggatgaat
aaaatggttt
aagttagaac
cgtcgtcecaa
gttgtacaaa
atgtrtattg
tttcctaata
gatgasatgg
ttactttggt
aatttrattt
gaaccttact
gtggttcaat

ttataaaaaa

tgcaactcct gtottgeatt gcactaagte ttgeacttgt cacaaacagt
aattcagctt aaagatgact tcgaaagttt atgatccaga acaaaggaaa
ctggtecgea gtggtgggcee agatgtaaac aaatgaatgt tcttgattea

attatgattc agaaaaacat gcagaaaatg ctgttatttt tttacatggt

cttettattt
cagaktcttat
atcattacaa
ttgtcggeca
agatcaaagce
ggcctgatat
tggagaataa
cagaagaatt
cattatcatg
ttgttaggaa
aatcggatcc
ctgaatttgt
gaaaatatat
ttecktatita
taactgaata
ctgtcatate
taattaatat

a

atggegacat
tggtatggoc
atatcttact
tgattggggt
aatagttcac
tgaagaagat
cttettegtg
tgocagcatat
gectegtgaa
ttataatgcet
aggattetht
caaagtaaaa
casatcgtte
cakttttece
tttcacaggg
attttggaat

atattataat

gttgtgecac
asatcaggea
gcatggtttyg
gctgetttgg
gctgaaagtg
attgegttga
gaaaccatgt
cttgaaccat
atccegttag
tatctacgtg
tccaatgcta
ggtettoatt
gttgagcgag
gagtttaata
aacattcata
attacctett

tacatttgtt

atattgagcc
aatctggtaa
aacttcttaa
catttcatta
tagtagatgt
tcaaatctga
tgccatcaaa
tcanagagaa
tazaaggtag
caagtgatga
ttgttgaagg
tttegcaaga
ttctcaaaaa
atataaatgt
tatgttgatt
tcaatgaaac

atgtaataaa

agtagegegg
tggttcttat
tttaccaaag
tagetatgag
gattgaatca
agaaggagaa
aatcatgaga
aggtgaagtt
taaacctgac
tttaccaaaa
cgccaagaag
agatgcacct
tgaacaataa
catttteaac
aatttagcte
tttataaaca

ctcggtttta
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300
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480
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600
€60
720
780
840
900
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