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DESCRIPCION
Gma3 sintetasa como diana terapéutica en las complicaciones microvasculares de la diabetes

La invencién se refiere al uso de inhibidores de la GM3 sintetasa para el tratamiento de las complicaciones
microvasculares de la diabetes y a un método de seleccion de inhibidores de esta enzima, y en el que la
complicacion microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

La microangiopatia es una complicacién crénica de la diabetes, caracterizada por cambios estructurales y
funcionales en los microvasos. La retina y el rifion son los dos objetivos principales del proceso patolégico,
conduciendo a retinopatia diabética y nefropatia diabética.

La retinopatia diabética es la segunda causa de ceguera en los paises desarrollados. Tras unos veinte afios de
enfermedad, casi todos los pacientes con diabetes de tipo 1 y mas del 60% de pacientes con diabetes de tipo 2
sufren de esta complicacién microvascular (Fong y col., 2003). Los capilares experimentan cambios estructurales
progresivos, como engrosamiento de la membrana basal y pérdida especifica de pericitos, y las posteriores
modificaciones de la proliferacion y funcion de las células endoteliales. Estos cambios, combinados con isquemia,
dafan la pared de los microvasos y favorecen una permeabilidad capilar excesiva, conduciendo a edemas,
microaneurismas y hemorragias que suponen un riesgo para la vista (Forrester y col., 1997).

La nefropatia afecta del 50 al 60% de los pacientes con un historial de diabetes de 20 a 30 afios. Se considera una
causa principal de mortalidad en estos pacientes (Krolewski y col., 1997). Una de las caracteristicas principales del
proceso patoldgico es la hiperplasia glomerular, que es una consecuencia del engrosamiento de la membrana basal
y la expansion del mesangio debido a la hipertrofia de las células mesangiales en crecimiento detenido y debido a la
acumulacién de proteinas de la matriz extracelular. Estos eventos, combinados con deficiencias hemodinamicas,
inducen esclerosis glomerular, filtracién glomerular o un nivel modificado de filtracion glomerular y microalbuminuria,
conduciendo a una insuficiencia renal grave (Wolf y col., 2000).

El riesgo para un sujeto diabético de desarrollar nefropatia se evalla generalmente comprobando la
microalbuminuria. Las medidas preventivas o terapéuticas usadas normalmente para retrasar la aparicion y/o
progresion de la nefropatia diabética incluyen la monitorizaciéon de la glucemia, la administraciéon de
antihipertensivos, especialmente inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, la adopcién de una dieta
baja en proteinas o la administracién de hipolipidémicos como estatinas (Rippin y col., 2004).

Dado su impacto en términos econémicos y de salud publica, la identificacién de nuevas vias de prevencién y
tratamiento de las complicaciones microvasculares de la diabetes constituye un reto terapéutico muy importante.

Aunque la base celular y molecular de la patogénesis de la retinopatia diabética y la nefropatia diabética no se ha
elucidado por completo, la regulacion de la proliferacion celular y las interacciones célula-célula y célula-matriz
parecen jugar un papel importante. Se han propuesto numerosas hipotesis bioquimicas para explicar los
mecanismos involucrados en el desarrollo de las complicaciones microvasculares de la diabetes, especialmente la
formacion de productos finales de glucacién avanzada (AGE, por las siglas en inglés de advanced glycation end
products) (Singh y col., 2001).

Los azucares reductores como la glucosa reaccionan no enzimaticamente con los grupos amino de proteinas, lipidos
y &cidos nucleicos via una serie de reacciones que forman bases de Schiff y productos de Amadori, produciendo
AGE al final. La glucacion, que depende de la concentracion de glucosa, se incrementa en la diabetes. Esto sucede
preferentemente con proteinas de vida larga expuestas a la glucosa sanguinea, tales como las proteinas de la matriz
extracelular o las proteinas circulantes, modificando de este modo su estructura y su funcién.

Ademas, los AGE se pueden unir a receptores de membrana para inducir respuestas celulares via generacion de
estrés oxidativo (Lal y col., 2002; Schmidt y col., 1994), la activacion del factor nuclear kB (Singh y col., 2001;
Schmidt y col., 1994) y la expresion de genes diferentes tales como citoquinas proinflamatorias o moléculas de
adhesion (Hofmann y col., 1999; Schmidt y col., 1995).

Todas estas modificaciones tienen efectos biolégicos importantes que pueden explicar muchos de los cambios
observados en las complicaciones microvasculares de la diabetes, especialmente el aumento en la permeabilidad
vascular, el aumento en la produccion vy rigidez de la matriz extracelular y el cambio en las interacciones célula-
matriz y en el crecimiento celular (Stitt y col., 2003). De hecho, muchos estudios in vivo e in vitro han sugerido que
los AGE estan involucrados en el desarrollo de la retinopatia y la nefropatia asociadas a la diabetes (Stitt y col.,
2003; Wautier y col., 2001).
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Los gangliésidos son glucoesfingolipidos que estan concentrados en microdominios de la membrana plasmética y se
caracterizan por la presencia de acido sialico en su estructura. Las sililaciones sucesivas de la lactosilceramida
producen monosialogangliésidos (GM3), disialogangliésidos (GD3) y trisialogangliésidos (GT3). Estos gangliésidos
se convierten después, por la accion secuencial de glucosiltransferasas y sialiltransferasas, en ganglidsidos mas
complejos, formando las series a, b y ¢, respectivamente (Van Echten y col., 1993). Los gangliésidos son conocidos
por jugar un papel importante en el reconocimiento célula-célula y célula-matriz mediante la interaccion con los
receptores de adhesién como las integrinas o las proteinas de la matriz (colageno y fibronectina) o con otros gluco-
esfingolipidos. También los gangliosidos, en particular los de serie a, han sido implicados en la regulacion de la
proliferacion celular via modulacion de la actividad de diferentes factores de crecimiento (Hakomori y col., 1990).

Se ha publicado que los AGE inducen modificaciones en el metabolismo de los glucoesfingolipidos en pericitos y
células endoteliales de los microvasos de la retina (Natalizio y col.,, 2001). Estos cambios estan acompafiados
especialmente por un aumento en la activacion de la GM3 sintetasa (A. Daleme-Natalizio, tesis doctoral en el Institut
National des Sciences Appliquées de Lyon, 8 de febrero de 2002).

Ahora los inventores han mostrado que los gangliésidos estan involucrados en los efectos mediados por AGE que
conducen a los procesos patoldégicos RD y ND. Asi, los inventores han demostrado que la inhibicion por AGE de la
proliferacion de los pericitos retinianos y las células mesangiales renales (los dos tipos de células involucradas en la
retinopatia diabética y la nefropatia diabética, respectivamente) se basa al menos parcialmente en el aumento de la
actividad GM3 sintetasa y en la acumulacion de gangliésidos de serie a. Un aumento en la actividad GM3 sintetasa
también se ha observado en un modelo de ratén diabético al que se han administrado AGE. Estos resultados identifi-
can a la GM3 sintetasa y a los gangliésidos de serie a como dianas para el tratamiento de las complicaciones
microvasculares de la diabetes.

Definiciones

La expresion “complicacion microvascular de la diabetes” indica una complicacion cronica de la diabetes de tipo 1 o Il
que se caracteriza por cambios estructurales y funcionales en los microvasos. Estas complicaciones incluyen
principalmente la retinopatia diabética, la nefropatia diabética y la neuropatia diabética. La neuropatia periférica
afecta a los nervios de las extremidades del cuerpo, siendo una de sus formas mas extendidas la pérdida de
sensibilidad en los pies. El malestar y el dolor (parestesia e hiperestesia) también son sintomas muy comunes y
debilitantes. Esta neuropatia puede causar Ulceras en el pie y dafios serios de los tejidos, que pueden necesitar
amputacion.

Dentro del marco de la presente solicitud de patente, la expresion "GM3 sintetasa" indica la enzima lactosilceramida
a2,3-sialiltransferasa (EC 2.4.99.9), que cataliza la transferencia de un resto de &cido sialico de un dador de acido
sidlico al grupo 3-hidroxilo de un resto galactosa de un aceptor de acido sialico. Preferentemente el dador de acido
sidlico es el acido CMP-N-acetilneuraminico y el aceptor de acido sialico es un resto galactosa de un glucolipido
como la lactosilceramida (LacCer). La reaccion catalizada puede ser CMP-N-acetilneuraminato + pB-D-galactosil-1,4-
B-D-glucosilceramida = Cmp + a-N-acetilneuraminil-2,3-B-D-galactosil-1,4-p-D-glucosilceramida. Preferiblemente, la
GM3 sintetasa segun la invencion es una GM3 sintetasa humana o una GM3 sintetasa de un mamifero no humano,
como un roedor (p. €j., rata o raton), un felino, un canino, un primate (mono), etc. Por ejemplo, los genes que
codifican para las GM3 sintetasas humana y murina han sido depositados respectivamente en la base de datos
Genbank con los numeros de acceso NM_003896 (SEC ID N°. 1) y NM_011375 (SEC ID N°. 3). Las secuencias de
aminoécidos correspondientes se describen en las secuencias SEC ID N°. 2 y SEC ID N°. 4, respectivamente.

Dentro del marco de la presente solicitud de patente, un “inhibidor de la GM3 sintetasa" indica un compuesto que: (i)
inhibe la actividad y/o la expresién de la GM3 sintetasa in vitro y/o in vivo; y/o (ii) bloquea la transferencia de un resto
de acido sialico de un dador de &cido sidlico a un grupo 3-hidroxilo de un resto galactosa de un aceptor de acido
sidlico, especialmente para formar gangliésidos GM3; y/o (iii) bloguea la sintesis intracelular de gangliésidos GM3.
La inhibicién o bloqueo puede ser parcial o total.

“Gangliosido” se entiende como un glucoesfingolipido que comprende uno o varios restos de &cido sialico. Mas
especificamente, los “gangliésidos de serie a” indican gangliésidos que llevan sélo un resto de &cido sidlico en la
galactosa de la lactosilceramida. Los gangliésidos de serie a incluyen los compuestos GM3 (a-N-acetilneuraminil-
2,3-pB-D-galactosil-1,4-pB-D-glucosilceramida), GM2, GM1, GDla y GT1la (véase también la Figura 2).

Aplicacion terapéutica

Los inventores han demostrado que los productos finales de glucacién avanzada (AGE) involucrados en el desarrollo
de las complicaciones microvasculares de la diabetes median sus efectos via un aumento en la actividad de la
enzima GM3 sintetasa.
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Por consiguiente, la invencion propone un método para el tratamiento de la complicacion microvascular de la
diabetes en el que se administra al paciente un inhibidor de la expresién o de la actividad del gen de la GM3
sintetasa y en el que la complicacion microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

La invencion también se refiere al uso de un inhibidor de la expresion o de la actividad del gen de la GM3 sintetasa
para la fabricacion de un farmaco deseado para el tratamiento de una complicacion microvascular de la diabetes y
en el que la complicacién microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

Dentro del marco de la invencion, la expresion “tratamiento” indica el tratamiento preventivo o curativo de una
enfermedad, es decir, el acto de revertir, enlentecer o inhibir la progresion, o la prevencion del desarrollo de una
enfermedad o de uno o varios sintomas asociados a esta enfermedad.

La expresion “paciente” indica un humano o un mamifero no humano, como un ratén, rata, perro, gato, cerdo o
mono, que esta afectado o es propenso a verse afectado por una complicacion microvascular de la diabetes.
Preferiblemente, un paciente en términos de la invencién es un sujeto en el que se ha detectado diabetes.

Preferiblemente, el inhibidor es un inhibidor especifico de la expresion o la actividad del gen de la GM3 sintetasa, es
decir, un inhibidor sustancialmente desprovisto de efecto en genes o proteinas distintos de la GM3 sintetasa.

En una primera realizacién, el método o el uso segin la invencién emplea un inhibidor de la expresion del gen y/o
proteina GM3 sintetasa. Un inhibidor de este tipo puede inhibir o reprimir la transcripcion del gen y/o la traduccion
del mensajero transcrito (ARNm). Los expertos en la materia son capaces de escoger la estrategia mas adecuada
para este propésito.

Se puede usar una estrategia antisentido para inhibir la expresion de la GM3 sintetasa. Este enfoque puede utilizar,
por ejemplo, acidos nucleicos antisentido o ribozimas que bloguean la transcripcién de un ARNm especifico, bien
enmascarando el ARNm con un &acido nucleico antisentido, bien escindiendo el ARNm con una ribozima. En el
contexto de la presente invencién, “antisentido” incluye ampliamente interacciones ARN-ARN, interacciones ARN-
ADN, ribozimas, ARN de interferencia, aptameros e inhibicion mediada por ARNseH. Una terapia antisentido emplea
generalmente un vector, como un vector viral, que lleva la secuencia antisentido, siendo entonces la inhibicion
generalmente estable ya que el vector se integrara en el genoma. También es posible usar oligonucleétidos antisen-
tido, que logran una inhibicion transitoria de la expresidon. Una presentacién general de la técnica antisentido se
puede encontrar en “Antisense DNA and RNA” (Cold Spring Harbor Laboratory, D. Melton, ed., 1988).

Preferiblemente, el inhibidor de la expresion del gen y/o proteina GM3 sintetasa se selecciona por consiguiente del
grupo que comprende acidos nucleicos antisentido, ribozimas, ARN de interferencia y aptameros.

Un “acido nucleico antisentido” o un “oligonucledtido antisentido” es una molécula de acido nucleico de cadena
sencilla, la cual cuando se hibrida en condiciones citoplasmaticas con una molécula de ADN o ARN complementaria
inhibe la funcién de esta Ultima. Los acidos nucleicos antisentido pueden ser codificados por un gen recombinante
para su expresion en una célula (véanse también, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n® 5814500 y 5811234), o se
pueden preparar mediante sintesis (véase también, por ejemplo, la patente de EE. UU. n°® 5780607). Los &cidos
nucleicos antisentido de la GM3 sintetasa se pueden disefiar para hibridar especificamente con una secuencia
homdloga que codifica para una GM3 sintetasa, p. e]. para hibridar especificamente con la secuencia de la GM3 sin-
tetasa humana mostrada en la SEC ID N°. 1 o la secuencia de la GM3 sintetasa murina mostrada en la SEC ID N°.
3.

Una “secuencia capaz de hibridar especificamente con una secuencia de acido nucleico” indica una secuencia que
hibrida con una secuencia de &cido nucleico de referencia en condiciones muy rigurosas (Sambrook y col., 1989).
Los parametros que definen las condiciones de rigurosidad dependen de la temperatura a la que se separan el 50%
de las hebras complementarias (Tm) y de la fuerza i6nica. Para las secuencias que comprenden mas de 30 bases,
Tm se define mediante la ecuacion siguiente: Tm = 81,5 + 0,41(%G+C) + 16,6log(concentracién de cation) —
0,63(%formamida) - (600/numero de bases) (Sambrook y col., 1989). Para secuencias inferiores a 30 bases, Tm se
define mediante la ecuacion siguiente: Tm = 4(G+C) + 2(A+T). En condiciones de rigurosidad apropiadas donde las
secuencias no especificas no se hibridan, la temperatura de hibridacion puede ser preferiblemente de 5 a 10°C
inferior a la Tm y los tampones de hibridaciéon usados son preferiblemente soluciones de elevada fuerza idnica, como
solucion 6x SSC. Por ejemplo, las condiciones de hibridacion altamente rigurosas corresponden a Tm y condiciones
idnicas como las obtenidas con una solucion que contiene formamida al 50% y SCC 5x o 6x (NaCl 0,15 M, citrato
sadico 0,015 M).

El 4cido nucleico antisentido segun la invencién se puede usar como tal, por ejemplo tras la inyeccion en el humano
o el animal, para inducir proteccion o para tratar una complicacion microvascular de la diabetes. En particular, se
pueden inyectar en forma de ADN desnudo segun la técnica descrita en la solicitud de patente internacional



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2375626 T3

WO 90/11092. También se pueden administrar en forma de un complejo con, p. €j., dextrano-DEAE (Pagano y col.,
1967), proteinas nucleares (Kaneda y col., 1989) o lipidos (Felgner y col., 1987), en forma de liposomas (Fraley y
col., 1980) o mediante otros métodos similares.

Preferiblemente las secuencias de &acido nucleico forman parte de un vector. El uso de un vector permite mejorar la
administracion del acido nucleico a las células que se tienen que tratar y mejorar también la estabilidad en estas
células, permitiendo un efecto terapéutico prolongado.

El término “vector” indica el vehiculo via el cual se puede introducir una secuencia de ADN o ARN en una célula
huésped de modo que transforme al huésped y se obtenga la expresion (es decir, la transcripcion y la traduccion) de
la secuencia que se ha introducido. Los vectores incluyen plasmidos, fagos, virus, etc.

Las “ribozimas" son moléculas de ARN que tienen la capacidad de escindir especificamente otras moléculas de ARN
de cadena sencilla de un modo bastante similar a las endonucleasas de restriccion de ADN. Las ribozimas fueron
descubiertas al demostrar que ciertos ARNm tienen la capacidad de escindir sus propios intrones. Al modificar la
secuencia de nucledtidos de estas ribozimas, es posible producir moléculas que reconocen secuencias de
nucledtidos especificas en moléculas de ARN y las escinden (Cech, 1989). A causa de su especificidad, sélo se
desactivan los ARNm que tienen una secuencia particular.

La inhibicién reversible de la transcripcion de la GM3 sintetasa se puede conseguir también usando ARN de
interferencia. La técnica del ARN de interferencia (ARNi) impide la expresion de genes usando pequefias moléculas
de ARN, como los “ARN de interferencia pequefios” (ARNip). Esta técnica se beneficia del hecho que el ARN de
interferencia es un mecanismo biolégico natural de la extincion de genes en la mayoria de las células de numerosos
organismos vivos, desde las plantas pasando por los insectos hasta los mamiferos (Sharp, 2001). El ARN de
interferencia impide la produccién de una proteina funcional a partir de un gen, conduciendo a la destruccion del
ARNmM intermediario (Bass, 2000; Sharp, 2001). Los ARNip se pueden usar en forma desnuda o incorporados en un
vector. Preferiblemente, un ARN de interferencia que bloguea la transcripcion de la GM3 sintetasa puede tener la
secuencia GGGUUAUUCUGAACAUGUULt (SEC ID Ne. 5).

También se pueden usar aptameros para inhibir la transcripcion de la GM3 sintetasa. Los aptameros son secuencias
de oligonucleétidos que tienen la capacidad de reconocer virtualmente cualquier clase de moléculas objetivo con
elevada afinidad y especificidad. Dichos ligandos se pueden aislar a partir de una biblioteca de secuencias aleatorias
mediante un método de selecciéon llamado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment),
como se describe en Tuerk y Gold (1990). La biblioteca de secuencias aleatorias se puede obtener por sintesis de
ADN mediante quimica combinatoria. En dicha biblioteca, cada miembro es un oligdmero lineal (opcionalmente
modificado quimicamente) correspondiente a una secuencia Unica. Las posibles modificaciones, aplicaciones y
ventajas de esta clase de moléculas han sido revisadas por Jayasena (1999).

En otra realizacion, el método o uso segun la invencion implica el uso de un inhibidor de la actividad de la proteina
GM3 sintetasa. Los inhibidores de la actividad GM3 sintetasa se pueden identificar facilmente por métodos de
seleccidn, incluyendo los ensayos celulares o bioquimicos in vitro, como se describe en la presente solicitud de
patente. Un inhibidor puede ser de naturaleza peptidica, un peptidomimético o un mimético no peptidico (Rubin-
Carrez, 2000), como una molécula organica pequefia capaz de interferir con la actividad enzimatica de la GM3
sintetasa, por ejemplo bloqueando o reduciendo la transferencia de un grupo de &cido sialico de un dador a un
aceptor de &acido sialico y/o bloqueando o reduciendo la sintesis de GM3.

El inhibidor de la GM3 sintetasa también puede ser un anticuerpo, particularmente un inhibidor dirigido contra la
GM3 sintetasa humana mostrada en la secuencia SEC ID N°. 2 o la GM3 sintetasa murina mostrada en la secuencia
SEC ID N°. 4. Dichos anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales o monoclonales o fragmentos de los mismos,
0 anticuerpos quiméricos, especialmente aquellos que se han humanizados o estan formando inmunoconjugados.

Los anticuerpos policlonales se pueden obtener por procedimientos habituales a partir del suero de un animal
inmunizado contra una proteina. Por ejemplo, el antigeno usado puede ser un complejo peptidico apropiado como
un complejo de GM3 sintetasa unido via un resto reactivo a una proteina (como la hemocianina de “lapa
californiana”, KLH, del inglés keyhole limpet haemocyanin) u otro péptido. Los conejos se inmunizan con el
equivalente de 1 mg del antigeno peptidico segun el procedimiento descrito por Benoit y col. (1982). En intervalos de
cuatro semanas los animales se tratan con inyecciones de 200 ng de antigeno y se sangran 10 a 14 dias después.
Tras la tercera inyeccion, se examina el antisuero para determinar su capacidad de unién al antigeno peptidico
marcado radiactivamente con yodo, preparado por el método de la cloramina-T y, después, se purifica por
cromatografia en una columna de intercambio i6nico de carboximetilcelulosa (CMC). Después, las moléculas de anti-
cuerpo son recogidas de los mamiferos y se aislan a la concentracion deseada por métodos bien conocidos por los
expertos en la materia, por ejemplo usando DEAE Sephadex para obtener la fraccion IgG. Para aumentar la
especificidad del suero policlonal, los anticuerpos se pueden purificar mediante cromatografia de inmunoafinidad
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usando polipéptidos inmunizantes en la fase sélida. El anticuerpo se pone en contacto con el polipéptido
inmunizante en la fase sélida durante un tiempo suficiente para provocar que el polipéptido experimente una
reaccion inmune con la molécula de anticuerpo para formar un complejo inmunolégico en la fase soélida.

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener mediante el método convencional de fusién de linfocitos y cultivo
de hibridomas descrito por Koéhler y Milstein (1975). También se conocen otros métodos para la preparacion de
anticuerpos monoclonales (Harlow y col., 1988). Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar inmunizando a
un mamifero (por ejemplo un ratén, rata o conejo, o incluso un humano, etc.) y usando la técnica de fusion de
linfocitos para producir hibridomas (Kéhler y Milstein, 1975). Hay alternativas a esta técnica tradicional. Es posible,
por ejemplo, producir anticuerpos monoclonales expresando un &cido nucleico clonado de un hibridoma. Los
anticuerpos se pueden producir también mediante la técnica de despliegue de fagos, introduciendo el ADNc del
anticuerpo en vectores, siendo los Ultimos tipicamente fagos filamentosos con bibliotecas de genes V en la superficie
del fago (p.ej. fUSE5 para E. coli, Scott y Smith, 1990). Los protocolos para construir estas bibliotecas de
anticuerpos se describen en Marks y col. (1991).

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencién pueden ser, por ejemplo, anticuerpos quimeéricos,
anticuerpos humanizados o fragmentos Fab y F(ab’),. También pueden tomar la forma de inmunoconjugados o
anticuerpos marcados.

Los aptameros constituyen una clase de moléculas que representan una alternativa a los anticuerpos en términos de
reconocimiento molecular.

Los inhibidores de la expresion o de la actividad de la GM3 sintetasa se pueden formular con uno o varios
excipientes aceptables farmacéuticamente. Como se ha descrito anteriormente, estos inhibidores pueden ser un
compuesto sintetizado quimicamente, un ARN antisentido o de interferencia o un anticuerpo anti-GM3 sintetasa.

“Excipiente” o “vehiculo aceptable farmacéuticamente” se entiende en el sentido de cualquier disolvente, medio de
dispersion, retardante de la absorcion, etc., que no produce una reaccion secundaria, por ejemplo una reaccion
alérgica, en humanos o animales.

La dosis depende naturalmente del principio activo en cuestién, el modo de administracion, la indicacion terapéutica
y la edad y el estado del paciente. La dosis de proteina o anticuerpo es preferentemente de 0,1 a 250 mg/kg al dia y
de forma particularmente preferible de 1 a 100 mg/kg al dia. Cuando las composiciones farmacéuticas comprenden
acidos nucleicos, las dosis de acido nucleico (secuencia o vector) que se deben administrar también se adaptan en
particular conforme al modo de administracion, el proceso patolégico objetivo y la duracion del tratamiento. En
general, si se usan virus recombinantes, éstos se formulan y administran como dosis de aproximadamente 10* a
10™ ufc/ml y preferentemente de 10° a 10" ufc/ml. El término “ufc” (unidad formadora de placas) corresponde a la
infectividad de una solucién viral y se puede determinar infectando un cultivo celular apropiado y midiendo el nimero
de placas o células infectadas, generalmente tras 48 horas. Las técnicas para la determinacion del titulo de ufc de
una solucion viral se describen ampliamente en la bibliografia.

Si se prevé administracion parenteral, mas particularmente mediante inyeccion, las composiciones de la invencién
que comprenden el/los principio(s) activo(s) toman la forma de soluciones inyectables y suspensiones envasadas en
ampollas o botellas para perfusion lenta. La inyeccion se puede efectuar especialmente por via subcutanea,
intramuscular o intravenosa.

En el caso de la administracion oral, las composiciones de la invencion toman la forma de capsulas de gelatina,
comprimidos efervescentes, comprimidos recubiertos o no recubiertos, sellos, grageas, ampollas o soluciones para
ser tomadas por via oral, microgranulos o formas de liberacién prolongada.

Las formas para administracion parenteral se obtienen de forma convencional mezclando el/los principio(s) activo(s)
con tampones, estabilizantes, conservantes, solubilizantes, agentes isotdnicos y agentes de suspension. Usando las
técnicas conocidas, estas mezclas se esterilizan posteriormente y después se envasan en forma de inyecciones
intravenosas.

Los tampones usados por los expertos en la materia pueden ser aquellos basados en sales de fosfato organicas.

Los ejemplos de agentes de suspension incluyen metil celulosa, hidroxietil celulosa, hidroxipropil celulosa, goma de
acacia y carboximetil celulosa sédica.

Ademas, los estabilizantes Utiles segun la invencion son sulfito sédico y metabisulfito sédico, mientras que los
conservantes que se pueden mencionar son p-hidroxibenzoato sédico, acido sérbico, cresol y clorocresol. Para
preparar una solucion o suspension oral, los principios activos se disuelven o suspenden en un vehiculo apropiado
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con un dispersante, un humectante, un agente de suspension (p. ej. polivinilpirrolidona), un conservante (como
metilparabeno o propilparabeno), un corrector del sabor o un colorante.

Para preparar microcapsulas, los principios activos se combinan con diluyentes apropiados, estabilizantes
apropiados, agentes favorecedores de la liberacién prolongada del principio activo o cualquier otro tipo de aditivos
para formar un nucleo central que después se recubre con un polimero apropiado (p. €. una resina soluble en agua
0 una resina insoluble en agua). Las técnicas conocidas por los expertos en la materia se usan con este propdsito.

Las microcapsulas resultantes se formulan entonces opcionalmente en unidades de dosis apropiadas.
También se puede prever la administracion por via ocular.

En ese caso la composicién farmacéutica de la invencion toma la forma de una composicion oftdlmica para la
administracion local en el ojo, por ejemplo una locién ocular o una crema oftalmica.

Los inhibidores también se pueden formular como liposomas. Los liposomas estan formados por fosfolipidos que se
dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente vesiculas multilaminares de dos capas concéntricas.
Estas vesiculas generalmente tienen un diametro de 25 nm a 4 um y se pueden sonicar, teniendo como resultado la
formacion de vesiculas unilaminares mas pequefias, con un diametro de 200 a 500 A, que contienen una solucion
acuosa en su nucleo.

Los liposomas pueden ser particularmente ventajosos para la administracién de un principio activo en un objetivo
celular o tisular preciso. Esto se puede realizar mediante la conjugacién quimica de los lipidos a las moléculas diana,
como péptidos diana (por ejemplo hormonas) o anticuerpos.

Método de seleccion

La invencion se refiere también a un método in vitro de seleccion o identificacion de compuestos Utiles en el
tratamiento y/o prevencién de las complicaciones microvasculares de la diabetes, en el que se evalla la capacidad
de al menos un compuesto de ensayo para inhibir la actividad GM3 sintetasa, siendo un descenso en el nivel de
actividad de esta enzima indicativo de un compuesto util en el tratamiento y/o prevenciéon de las complicaciones
microvasculares de la diabetes, y en el que la complicacién microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

El compuesto de ensayo puede ser de cualquier tipo. Puede ser un compuesto natural o sintético o una mezcla de
dichos compuestos. También puede ser una sustancia definida estructuralmente o una sustancia de estructura
desconocida, por ejemplo un extracto biolégico.

El nivel de actividad de la GM3 sintetasa en presencia del compuesto de ensayo se puede comparar con el nivel de
actividad control en ausencia del compuesto de ensayo.

En una primera realizacion, el método de selecciébn comprende etapas que consisten en poner al menos un
compuesto de ensayo en contacto con una célula que expresa una GM3 sintetasa y determinar la capacidad de
dicho compuesto para inhibir, es decir, bloquear o reducir, la sintesis intracelular del gangliésido GM3. Un descenso
en el nivel de sintesis del gangliésido GM3 en la célula, comparado con una célula no expuesta al compuesto de
ensayo, es indicativo de un compuesto Util en el tratamiento y/o prevencion de las complicaciones microvasculares
de la diabetes, y en el que la complicaciéon microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

La célula puede ser una célula que exprese la GM3 sintetasa de forma enddgena, por ejemplo un pericito retiniano o
una célula mesangial renal. La célula también puede ser una célula transfectada de forma estable o transitoria para
expresar la GM3 sintetasa, con la ayuda de vectores para la expresién del producto del gen de la GM3 sintetasa.
Estas células se pueden obtener introduciendo en células huésped eucariotas o procariotas una secuencia de
nucledtidos insertada en un vector que contiene una secuencia codificadora para la GM3 sintetasa y después
cultivando dichas células en condiciones que permitan la replicacién y/o expresion de la secuencia de nucleétidos
transfectada.

El vector de ADN, por ejemplo un vector pldsmido, que contiene una secuencia codificadora para una GM3 sintetasa
se puede introducir en una célula huésped mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la materia. En
particular, es posible introducir el vector de ADN en forma desnuda, es decir, sin la ayuda de cualquier tipo de
vehiculo o sistema que facilitaria la transfeccion del vector en las células (EP 465 529). Otras técnicas disponibles
son la microinyeccion, la electroporacion, la precipitacion con fosfato célcico o la formulaciéon con la ayuda de
nanocapsulas o liposomas. Las nanoparticulas biodegradables de polialquilcianoacrilato son particularmente
ventajosas. En el caso de los liposomas, el uso de lipidos cati6nicos favorece la encapsulacion de los acidos
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nucleicos que estan cargados negativamente y facilita la fusibn con las membranas celulares cargadas
negativamente.

Alternativamente, el vector puede encontrarse en forma de un virus recombinante que comprende, insertada en su
genoma, una secuencia de &cido nucleico que codifica una GM3 sintetasa. El vector viral se puede seleccionar
preferiblemente a partir de un adenovirus, un retrovirus, particularmente un lentivirus, un virus adenoasociado (AAV),
un virus herpes, un citomegalovirus (CMV), un virus vacuna, etc.

La implementacion de estas técnicas de expresion recombinante es bien conocida por los expertos en la materia.

Los ejemplos de células huésped incluyen especialmente células de mamiferos como células CHO, COS-7, 293 y
MDCK, células de insectos como células SF9, bacterias como E. coli y cepas de levaduras.

El nivel de expresién se puede evaluar determinando el nivel de transcripcién del gen o el nivel de traduccion de la
proteina codificada por este gen de la GMS3 sintetasa, bien directamente o via, por ejemplo, un gen indicador.

Los ensayos mas comunes para el seguimiento de la transcripcion (es decir, la determinacion del nivel de
transcripcion) del gen diana (en este caso el gen de la GM3 sintetasa) o del gen indicador se basan en la técnica de
transferencia de ARN. Los ensayos para el seguimiento de la traduccién (es decir, la determinacion del nivel de
traduccion) de la proteina GM3 sintetasa o de la proteina indicadora se pueden basar especialmente en técnicas de
inmunoensayo o pueden usar técnicas fluorimétricas, luminiscentes u otras técnicas para la deteccion de proteinas
indicadoras (proteina fluorescente verde o GFP (siglas de green fluorescent protein), luciferasa, cloranfenicol
acetiltransferasa, CAT; etc.).

Las técnicas de inmunoensayo se pueden llevar a cabo segun varios formatos bien conocidos por los expertos en la
materia, por ejemplo mediante ELISA, radioinmunoensayo, en inmunoensayos in situ, inmunotransferencia,
inmunofluorescencia, etc. Los anticuerpos anti proteina GM3 sintetasa Utiles para la deteccion de la proteina GM3
sintetasa se pueden producir como se describe abajo.

En otra realizacion, el método de seleccion comprende etapas que consisten en poner en contacto al menos un
compuesto de ensayo con una GM3 sintetasa natural, mutada o recombinante o una GM3 sintetasa de origen
bioldgico y determinar la capacidad de dicho compuesto para inhibir, es decir bloquear o reducir, la transferencia de
un resto de &cido sidlico de un dador de acido sialico a un grupo 3-hidroxilo de un resto galactosa de un aceptor de
acido sialico. Un descenso en el nivel de actividad de transferencia de acido sidlico en presencia de dicho
compuesto, comparado con el nivel de actividad de transferencia de acido sialico en ausencia de dicho compuesto,
es indicativo de un compuesto que inhibe la GM3 sintetasa y es util en el tratamiento y/o prevencion de las
complicaciones microvasculares de la diabetes y en el que la complicacion microvascular de la diabetes es la
nefropatia diabética.

El nivel de actividad GM3 sintetasa se evalla ventajosamente poniendo en contacto una GM3 sintetasa con un
dador de &cido sialico y un aceptor de acido sialico en las condiciones apropiadas que permitan la transferencia de
acido sialico del dador al aceptor. En general, “condiciones apropiadas” indica un medio de reaccion en el que puede
suceder la reaccion catalitica. El medio puede incluir, por ejemplo, tampones, agentes oxidantes y/o reductores y
cofactores. Generalmente se ajustan el pH, la temperatura y la concentracion ionica del medio. Preferiblemente, la
actividad GM3 sintetasa se evalla en un medio tamponado a un pH de entre 6 y 7 y, preferiblemente, de entre 6,5y
6,7, a una temperatura de entre 35 y 39°C y preferiblemente de 37°C. La reaccion se realiza de forma ventajosa en
un medio que contiene Mn** 10 mM, por ejemplo MnCl, 10 mM. Se han descrito ensayos de actividad GM3 sintetasa
especialmente en la solicitud de patente internacional WO 97/47749, la patente US 6555371 o el articulo de
Wakarchuk y col. (1996).

Preferiblemente la actividad GM3 sintetasa se evalla cuantificando la transferencia de &cido siélico de un dador de
acido sialico, como CMP-N-acetilneuraminato, al grupo 3-hidroxilo de un resto galactosa de la lactosilceramida
(LacCer) para formar el gangliésido GM3. Un descenso en la desaparicion de CMP-N-acetilneuraminato y/o
lactosilceramida y/o en la formacion de GM3 es indicativo de un compuesto que inhibe la GM3 sintetasa. Por
consiguiente, un método segun la invencién comprende la determinacion del nivel de transferencia de acido sidlico
del CMP-N-acetilneuraminato a la lactosilceramida en presencia o ausencia del compuesto de ensayo.

Ventajosamente, el dador y/o el aceptor de acido sidlico se marcan de forma detectable. El marcaje se puede
realizar mediante cualquier técnica apropiada bien conocida por los expertos en la materia. Esta puede ser, p. €.
marcaje radioactivo, enzimatico, luminiscente o fluorescente o una combinacion de estas técnicas.

En la Figura 7 se describe un ensayo de seleccion preferido segun la invencién. En este ensayo, la GM3 sintetasa
se pone en contacto con &cido [14C]-CMP-siéIico y con lactosilceramida unida a biotina. La tecnologia SPA®
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(Amersham Biosciences) se basa en la emision de particulas B mediante la desintegracion de ciertos elementos
radioactivos. Si la molécula radioactiva estd lo suficientemente cerca de una perla de centelleo SPA, la
desintegracion radioactiva estimula el grupo de agentes centelleantes en la perla, produciendo una emisién
luminiscente. La sefial se puede detectar mediante un contador de centelleo y/o una camara CCD. Por otro lado, en
el caso de una molécula radioactiva libre en una solucién que contiene perlas SPA, es decir, una molécula
radioactiva que no interacciona con las perlas SPA, la emision B asociada con la desintegracion de la molécula
radioactiva no tiene energia suficiente para alcanzar una perla SPA y no se genera emision de luz. En el contexto
del presente ensayo, la medicion de la sefial luminiscente refleja por consiguiente la cantidad de GM3 ya que en el
medio de reaccidn s6lo este compuesto se asocia con las perlas SPA via complejo biotina/estreptavidina y lleva un
grupo de acido sialico radioactivo.

Los ejemplos y figuras que siguen a continuacion ilustran la invencidn sin implicar una limitacion.
FIGURAS

La Figura 1 muestra la inhibicién de la proliferacién de pericitos (BRP) y células mesangiales renales (RMC) por
AGE. Las células se expusieron a BSA 3 uM o AGE durante 4 dias (RMC) o 7 dias (BRP). Después las células se
tripsinaron, se contaron usando un hemocitémetro y se determiné la cantidad total de proteinas. Los resultados se
muestran como porcentaje del control de BSA y representan la media £+ EEM de 6 (BRP) o 9 (RMC) experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado. *p < 0,05 frente al control de BSA.

La Figura 2 muestra la ruta de biosintesis del gangliésido modificada en base al articulo de van Echten y col. (1993).
Solo se detectan gangliésidos de las series ay b en BRP y RMC (gangliosidos rodeados).

La Figura 3 ilustra la modulacion del perfil de gangliésidos en pericitos y células mesangiales. Los pericitos (A) o las
células mesangiales (B) se expusieron a BSA 3 uM o AGE durante 4 o 7 dias, respectivamente, y después se
recogieron. Los gangliésidos se extrajeron, se purificaron, se analizaron por HPTLC y se revel6 mediante tinciones
con resorcinol, como se describe en la seccion “Materiales y métodos”. Los resultados se expresan como porcentaje
del control de BSA y representan la media + EEM de 6 (BRP) o 9 (RMC) experimentos independientes, cada uno
realizado por duplicado. *p < 0,05 frente al control de BSA. En (C) y (D) los gangliésidos se marcaron
metabdlicamente con 1 uCi/ml de [14C]-galactosa, se extrajeron, se separaron por HPTLC y se analizaron por
autorradiografia. Los resultados se expresan como porcentaje del control de BSA y representan la media + EEM de
tres experimentos independientes.

La Figura 4 muestra el aumento en la actividad GMS3 sintetasa provocado por AGE en glomérulos y células aisladas.
(A) Las células se trataron con BSA 3 uM o AGE durante 4 dias (RMC) o 7 dias (BRP). La actividad GM3 sintetasa
se midié en los homogeneizados celulares como se describe en la seccion “Materiales y métodos”. La actividad
control fue 2,7 y 5,1 pmol/h/mg de proteina en BRP y RMC, respectivamente. Los resultados se expresan como
porcentaje del control de BSA y representan la media + EEM de 4 o 5 experimentos independientes. (B) La actividad
GM3 sintetasa se midié en homogeneizados altamente purificados de glomérulos de ratones control (db/m) y ratones
db/db. La actividad control fue 4,7 pmol/h/mg de proteina. Los resultados se expresan como porcentaje del control y
representan la media £ EEM de 4-5 animales. *p < 0,05 frente al control de BSA o ratones control.

La Figura 5 ilustra la inhibicién de la proliferacion celular causada por ganglidsidos de serie a exdgenos. Los
pericitos (A) o las células mesangiales (B) se trataron con complejos gangliésido-BSA durante 4 o 7 dias,
respectivamente. Al final del tratamiento, se midieron las proteinas totales. Los resultados se expresan como
porcentaje del control de BSA y representan la media £+ EEM de 5-6 experimentos independientes, cada uno
realizado por triplicado. *p < 0,05 frente al control de BSA.

La Figura 6 muestra que los anticuerpos frente a los gangliosidos de serie a GM2 y GM1 protegen contra los efectos
de los AGE. Los pericitos (A) o las células mesangiales (B) se trataron con BSA 3 uM o AGE en presencia o
ausencia de 5 pg por pocillo de anticuerpos policlonales anti-GM2 o anti-GM1. Al final del tratamiento, las células se
lavaron y se lisaron, y se midié la cantidad total de proteinas. Los resultados se expresan como porcentaje del
control de BSA y representan la media + EEM de 5-6 experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado. *p < 0,05 frente a las células tratadas con AGE.

La Figura 7 ilustra la deteccion de la actividad GM3 sintetasa mediante un ensayo que combina la deteccién del
producto de reaccién, el gangliésido GM3, por escintigrafia y luminiscencia. La GM3 sintetasa cataliza la
transferencia de acido sialico marcado del acido [14C]-CMP-siéIico a lactosilceramida unida a biotina (Biotin-LacCer).
Las perlas SPA (del inglés “Scintillation Proximity Assay”, Ensayo de proximidad por centelleo, Amersham
Biosciences) unidas a estreptavidina se ponen después en contacto con el gangliésido GM3 resultante unido a
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biotina y marcado con **C. Después se mide la sefial SPA resultante de la interaccion entre la radioactividad de GM3
y las perlas SPA.

La Figura 8 muestra que la transfeccion con ARNip de GM3 sintetasa protege a las RMC. Veinticuatro horas
después de la transfeccion de RMC con 400 nM de ARNip de GM3 sintetasa, las células se trataron con BSA 3 uM
control o AGE. Al final del tratamiento, se midieron las proteinas totales. Los resultados se expresan como
porcentaje del control de BSA y representan la media + EEM de 6 experimentos independientes. *p < 0,05 frente a
las células tratadas con AGE.

La Figura 9 ilustra que las actividades GM3 y GD3 sintetasa y los niveles de GM3 se modulan en el cortex renal del
raton diabético. La actividad GM3 sintetasa (A) y la actividad GD3 sintetasa (B) se midieron en homogeneizados de
cortex renal de ratones control (db/m) y ratones diabéticos (db/db). Se muestran los niveles de GM3 (C) en ratones
control (db/m) y ratones diabéticos (db/db). En los ratones control, los niveles de GM3 fueron 66 + 9 ng/ml de
proteinas. Los resultados se expresan como un porcentaje del control de BSA y representan la media + EEM de 4-6
animales. *p < 0,05 frente a las células tratadas con AGE.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 — Materiales y métodos
Aislamiento y cultivo celular

Los pericitos retinianos bovinos (BRP, del inglés Bovine retinal pericytes) se aislaron a partir de microvasos
retinianos bovinos como se describe previamente (Lecomte y col., 1996). Brevemente, las retinas se obtuvieron por
diseccion en condiciones estériles de ojos bovinos enucleados obtenidos de un matadero local. Después de retirar
de la retina las células epiteliales pigmentadas contaminantes, las retinas (2 por placa de cultivo) se cortaron en
pequefios trozos y se homogeneizaron en un homogeneizador Dounce en una solucion salina equilibrada de Hanks
(HBSS oxigenada sin ca’ ni Mg2+ suplementada con Hepes 10 mM, pH 7,4, solucion de antibidticos al 1%,
albumina de suero bovino (BSA, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, Francia) al 0,5%). Los homogeneizados se
centrifugaron a 1.000 g durante 5 minutos a 4°C y los restos se resuspendieron en una solucién enzimatica que
contenia colagenasa/dispasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) (1 mg/ml en una solucién HBSS oxigenada
sin Ca®* ni Mgz+, Hepes 10 mM, pH 7,4, solucién de antibidticos al 1%, ADNasa 20 U/ml y Na-tosillisina clorometil
cetona (TLCK) 150 ng/ml, Sigma). Tras la digestion (20 minutos a 37°C), los fragmentos de microvasos se situaron
en un filtro de nylon de 40 um y se depositaron en placas de 6 cm cubiertas con fibronectina. Los cultivos primarios
se cultivaron en un DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con suero bovino fetal al 10%
(Gibco, Invitrogen Corporation, N.Y., Estados Unidos), glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1% (Sigma) y el
medio se cambié cada dos dias. Tras el periodo de adhesion, se produjo una excrecencia de pericitos de los
microvasos después de 48 horas y las células alcanzaron la confluencia en aproximadamente 10 dias. Los cultivos
de BRP fueron 100% puros, como se caracterizd por su morfologia irregular poligonal con pseuddpodos y su
crecimiento en células no fijadas y como se evalud por marcaje positivo tanto para oj-actina como para un antigeno
glucolipidico especifico (anticuerpo 3G5) y por marcaje negativo para el factor de von Willebrand expresado en las
células endoteliales (Lecomte y col., 1996). Las células se pasaron tratando con tripsina-EDTA (Sigma) (1:3) y el
cultivo se continué con el mismo medio hasta el segundo pase, durante el cual se trataron las BRP.

Las células mesangiales renales de rata (RMC, del inglés renal mesangial cells) se obtuvieron de glomérulos
purificados de ratas Wistar macho jévenes (Charles River, I'Arbresle, Francia). Brevemente, fragmentos de cortex se
aislaron de rifiones de rata acabados de extraer en condiciones estériles. Los trozos pequefios se forzaron
mecanicamente a través de una malla de 230 um con tamp6n HBSS. Los glomérulos, pasados a través de esta
malla, se forzaron entonces a través de una malla de 73,7 pum. Finalmente, se colocaron en una malla de 70 um y se
pusieron en placas de 6 cm cubiertas con fibronectina (4 placas para 2 glomérulos renales) en DMEM suplementado
con suero fetal bovino al 20%, glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1%. Tras el periodo de fijacion, después
de tres semanas se produjo la excrecencia de RMC desde los glomérulos y después las células se cultivaron hasta
el quinto pase para eliminar las células epiteliales y endoteliales residuales. Las RMC se caracterizan por criterios
morfologicos (forma de estrella, forma de mecha cuando son confluentes) y por marcaje positivo con vimentina, o-
actina de musculo liso y antigeno Thy-1. Después se cultivaron las células en DMEM suplementado con suero fetal
de ternero al 15%, glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1%. Se usaron entre el quinto y el decimoquinto
pase.

Aislamiento de glomérulos de ratéon

Se obtuvieron glomérulos altamente purificados de ratones diabéticos (db/db) o control (db/m) de once semanas de
edad (Charles River) por la técnica de perfusion de perlas magnéticas, como se describe en Takemoto y col.
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(Takemoto y col., 2002). Brevemente, se prefundié a los ratones a través del corazén con una solucién de
Dynabeads (Dynal, Compiégne, Francia) y después se extrajeron los rifiones, se cortaron finamente y se digirieron
con colagenasa (Roche Diagnostics). Tras la filtracion, se retuvieron por magnetismo los glomérulos que habian
acumulado perlas en sus capilares y después se lavaron dos veces antes de la homogeneizacién. Esta técnica
proporciona preparaciones puras de glomérulos con un bajo grado de contaminacion del tejido.

Aislamiento de cértices renales de ratén

Se aislaron fragmentos de cortex renal de rifiones de ratones diabéticos (db/db) o control (db/m) de once semanas
de edad (Charles River). Brevemente, los animales se anestesiaron y sacrificaron, y se extrajeron los rifiones.
Después, los fragmentos de cértex renal se obtuvieron por diseccidon y se homogeneizaron mecanicamente con un
homogeneizador Dounce en tampon Hepes 25 mM que contenia EDTA 1 mM y 10 ul/ml de inhibidores de proteasas.

Preparacién de AGE

Se prepararon AGE incubando albimina de suero bovino (concentracion final de 7,2 mg/ml) (Sigma) con metilglioxal
100 mM (Sigma) a 37°C durante 50 horas. La albumina de suero bovino (BSA) se incubd en las mismas condiciones
en ausencia de metilglioxal y se us6 como preparacién control (BSA control). Los AGE y la BSA control se
purificaron en columnas PD10 de Sephadex G25 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) para eliminar las sales y
los carbonilos sin reaccionar y después se esterilizaron por filtraciéon y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Tratamiento con AGE

Los AGE y la BSA control (concentracion final de 3 uM) se afiadieron al medio de cultivo 24 horas tras la inoculacion.
Cada tipo de célula se traté durante un pase (aproximadamente 7 dias para BRP y 4 dias para RMC). El medio de
cultivo se cambi6 por medio fresco cada dos dias.

Mediciéon del crecimiento celular

Al final de tratamiento, las células se recogieron con tripsina y los restos celulares se lavaron dos veces con una
solucion salina tamponada con fosfato (PBS en hielo) (Sigma). Para cada muestra se cont6 una alicuota de células
usando un hemocitdbmetro para determinar el nimero de células. Se uso otra alicuota para medir las proteinas por la
técnica de Bradford.

Andlisis de gangliosidos

Para el marcaje metabdlico de los gangliésidos, se afadieron 0,2 pCi/ml o 1 pCi/ml de [14C(U)]-D-galactosa (329,5
mCi/mmol) (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) al medio de cultivo durante la noche para los experimentos de
marcaje con una actividad altamente especifica (experimento de medicion de GM2 y GM1). Las células (5-8 x
10° pericitos 0 12-20 x 10° células mesangiales) se recogieron después por tripsinacion y se lavaron tres veces en
PBS. Los gangliésidos se extrajeron de los restos celulares por el método descrito por Bouchon y col. (Bouchon y
col., 1990), modificado por Natalizio y col. (Natalizio y col., 2002). Brevemente, los restos celulares se dispersaron en
2 ml de cloroformo (C)/metanol (M) (1:1, v/v), se mezclaron vigorosamente y se extrajeron durante la noche a 4°C.
Tras la centrifugacion, los restos se extrajeron dos veces con 2 ml del mismo disolvente. Los extractos mezclados de
los lipidos totales se secaron por evaporacion y se separaron con la ayuda de una solucion de C/M/PBS 1 mM
(10:10:7, viviv). Las fases superiores, que contenian los gangliésidos, se desalaron después en una columna de gel
de silice C18 (Waters Corporation, Milford, MA) y se analizaron por HPTLC (Merck, Darmstadt, Alemania). Las
placas se revelaron con C/M/CaCl, al 0,2% (55:45:10, v/viv). Los gangliésidos se visualizaron por autorradiografia
usando una pantalla de fésforo y un Storm 820 (Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
Estados Unidos) y por marcaje con resorcinol (tincion especifica para gangliésidos: resorcinol al 0,3% (Sigma),
CuSO4 al 0,03%, HCI al 30%) usando un Image Master VDS-CL (Amersham Pharmacia Biotech). La cuantificacion
se realizé usando un Image Quant (Molecular Dynamics). Como GT1b estaba ausente de los perfiles de gangli6-
sidos tanto de BRP como de RMC, se afiadié a las muestras como un patrén interno antes de la extracciéon de
lipidos.

Medicion de la actividad GM3 sintetasa

Al final del tratamiento, las células se lavaron con PBS, se incubaron durante 20 minutos a 4°C en 50 pl de tampdn
de lisis (cacodilato sédico 20 mM, pH 6,6 (Sigma), Triton X-100 al 0,2%, EDTA 1 mM, 10 pl/ml de inhibidores de
proteasas, Calbiochem, La Jolla, California, Estados Unidos) y se recogieron por raspado. Se mezclaron cuatro
placas de BRP (aproximadamente 2-3 x 10° células) y tres placas de RMC (aproximadamente 3-6 x 10° células). Los
lisados celulares se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos y las proteinas del sobrenadante se usaron para
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medir la actividad GM3 sintetasa. Los restos glomerulares se homogeneizaron mecanicamente con una jeringa en
Hepes 25 mM que contenia EDTA 1mM y 10 ul/ml de inhibidores de proteasas. Los homogeneizados se
centrifugaron entonces a 1.000 g durante 2 minutos y el sobrenadante postnuclear se us6 para medir la actividad
GM3 sintetasa. Se usaron cantidades equivalentes de proteinas para cada muestra (aproximadamente 500 ug para
las células y 100 ug para los glomérulos) para realizar el ensayo. Las muestras se mezclaron con un volumen igual
de tampdn de reaccion que contenia concentraciones finales de lactosilceramida 0,1 mM (Matreya, Biovalley, Marne
la Vallée, Francia), 4 uCi/ml de acido [sialico-4,5,6,7,8,9-**C]-CMP-silico (325,2 mCi/mmol) (PerkinElmer Life
Sciences), &cido sidlico-CMP 100 uM (Sigma), MgCl, 10 mM, Triton X-100 al 0,2% y cacodilato sédico 100 mM, pH
6,6. Tras la agitacion, las mezclas de reaccién se incubaron a 37°C durante 50 minutos. Las reacciones se pararon
cargando las muestras en columnas de gel de silice 60 (Merck) para separar el exceso de sustratos de los
productos. Tras lavar las columnas con agua, se eluyeron los gangliésidos con C/M (1:1, v/v) y el disolvente se seco
bajo una atmésfera de nitrégeno. Finalmente, los gangliésidos se separaron por cromatografia de capa fina (Merck)
y los productos de reaccion se revelaron por autorradiografia. La actividad GM3 sintetasa se expresd en pmol de
GM3 producido/h/mg de proteina.

Tratamiento con ganglidsidos exégenos

Para evaluar el efecto de los gangliésidos exdgenos en la proliferacion de BRP y RMC, las células se cultivaron en
placas de 96 pocillos. Los glucolipidos exdgenos GM3, GM2, GM1 y GD1a, la glucosilceramida y la lactosilceramida
(Matreya) se afiadieron al medio de cultivo completo en una concentracion final de 50 uM en forma de complejos con
BSA en una relacion 1:1 en DMEM/ Hepes 10 mM, pH 7,4. Al final del tratamiento las células se lavaron dos veces
con PBS y se lisaron durante 30 minutos a 37°C en 50 ul de un tampon de lisis Ripa (PBS 10 mM, NP40 al 1%
(Pierce, Perbio Science, Brebieres, Francia), desoxicolato sédico al 0,5%, SDS al 0,1%, 10 ul/ml de inhibidores de
proteasas). Como el nimero de células en nuestros experimentos se correlaciond con las concentraciones de pro-
teina total (véase también la Fig. 1), las proteinas totales se midieron usando el ensayo de proteinas BCA (Pierce)
para evaluar la proliferacién celular.

Tratamiento con anticuerpos anti-gangliésidos de serie a

Para bloquear los efectos potenciales de los gangliésidos de serie a, las células se cultivaron en placas de 96
pocillos y se trataron con AGE 3 uM o BSA control en presencia o ausencia de 50 pg/ml de anticuerpo policlonal
anti-GM2 (Calbiochem) o anticuerpo policlonal anti-GM1 (Matreya). Al final del tratamiento las células se lavaron dos
veces con PBS y se lisaron en 50 ul de tampdn de lisis Ripa y las proteinas se midieron para cuantificar la
proliferacion celular.

Transfeccién de RMC con un ARNip de GM3 sintetasa

Para bloquear la actividad GM3 sintetasa, se cultivaron RMC en placas de cultivo de 6 pocillos hasta el 30% de
confluencia y después se transfectaron con un ARN de interferencia (ARNip) especifico para la GM3 sintetasa, el
cual se disefi6 frente a una secuencia de ADNc de rata (Ambion, Huntingdon, Reino Unido) usando un reactivo de
oligofectamina (Invitrogen Corporation). La secuencia antisentido de la GM3 sintetasa usada fue
GGGUUAUUCUGAACAUGUULt (SEC ID N°. 5). En experimentos preliminares se llevé a cabo un estudio dosis-
respuesta transfectando las células con concentraciones crecientes de ARNip (0-800 nM). Después de 72 horas de
transfeccion, se midio la actividad GM3 sintetasa en homogeneizados de células transfectadas. Después se evalud
la proliferacién en las células transfectadas con el ARNip. Para este propdsito, 24 horas tras la transfecciéon con
ARNip 400 nM, las células se trataron con el control de BSA 3 uM o AGE (3 dias). Después las células se lavaron
dos veces con PBS y se lisaron con un tampon de lisis Ripa y las proteinas se midieron para evaluar la proliferacion
celular.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + EEM y se presentan como porcentaje de los controles. En las células
estudiadas se uso la prueba de los rangos de Wilcoxon para evaluar la significacién de la diferencia entre los grupos.
La prueba de la t de Student se usé para la actividad GM3 sintetasa en los experimentos en ratones. p < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativa.

Ejemplo 2 — Resultados
1 -Los AGE inhiben la proliferacion de pericitos y de células mesangiales

Para comparar el efecto de AGE en la proliferacion de pericitos y células mesangiales se trataron las células con
BSA o AGE a una concentraciéon de 3 uM durante 4 a 7 dias. El recuento de células mostré que los AGE reducian el
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namero de pericitos y células mesangiales un 33 y un 40% respectivamente (Fig. 1). Las proteinas totales también
se midieron y se encontré que habian disminuido en correlacién con el nimero de células. Estos resultados
demuestran que los AGE tienen efectos adversos similares en la proliferacion tanto de pericitos como de células
mesangiales y permitieron a los inventores elucidar los mecanismos comunes implicados en la respuesta a AGE en
ambos tipos de células.

2 —-Los AGE aumentan los gangliésidos de serie a en pericitos y células mesangiales

Los resultados previos de los inventores sugirieron que los AGE podrian modular el perfil de gangliésidos en las
células microvasculares de la retina (Natalizio y col., 2001). Los perfiles de gangliésidos se analizaron en BRP y
RMC en respuesta al control de BSA o a los AGE. El perfil de gangliésidos es especifico del tipo de células. En las
condiciones control, los gangliésidos principales en los pericitos fueron los gangliésidos de serie a GM3 (63% del
total de gangliésidos detectados) y GM1 (9%) y el gangliésido de serie b GD3 (28%). El perfil en las células
mesangiales difirid en la cantidad mas pequefia de GD3 (5%) y, en el caso de la serie a, por la presencia de GDla
(20%), siendo todavia GM3 el ganglidsido principal (75%).

Se observé un aumento en los gangliosidos de serie a y un descenso en los ganglidsidos de serie b en ambos tipos
de células tratadas con AGE (Fig. 3). En los pericitos, los gangliésidos de serie a GM3 y GM1 aumentaron
aproximadamente un 40%, mientras que el gangliésido de serie b GD3 se redujo un 24% (Fig. 3A). En las células
mesangiales GM3 aumenté un 33% mientras que GD3 se redujo un 30%; los niveles de GDla no se vieron
afectados (Fig. 3B). Se obtuvieron resultados similares por autorradiografia tras el marcaje con galactosa. Como los
gangliésidos de serie a GM2 en BRP y GM2 y GM1 en RMC eran dificiles de detectar por marcaje con resorcinol, las
células se marcaron con [14C]-D-galactosa de alta actividad especifica y después los gangliésidos se analizaron en
las células control y en las células tratadas con AGE. Los resultados mostraron que GM2 aumenté un 55% en BRP
(Fig. 3C) y que GM2 y GM1 aumentaron del 25 al 35% en RMC (Fig. 3D). Estos resultados indicaron que los AGE
inducen modificaciones similares a los perfiles de gangliésidos tanto en pericitos como en células mesangiales.
Estos también sugieren que el aumento en ganglidsidos de serie a puede ser un mecanismo comuin en el que se
basa la reduccion de la proliferacion celular.

3 -Los AGE aumentan la actividad GM3 sintetasa en pericitos y células mesangiales

En un intento de explicar el mecanismo responsable del aumento observado en los gangliésidos de serie a, la
actividad de GM3 sintetasa, la enzima limitante para la sintesis de gangliésidos de serie a, se midid en las células
control y en las células tratadas. Los resultados presentados en la Figura 4 muestran que el tratamiento con AGE
aumento la actividad GM3 sintetasa en un factor de aproximadamente 1,8 en los pericitos y de aproximadamente 1,5
en las células mesangiales, muy probablemente al aumentar la velocidad maxima de la reaccion enzimatica. Estos
resultados sugieren que los AGE ejercen mecanismos comunes en RMC y BRP regulando la GM3 sintetasa.

4 —Los gangliésidos de serie a exdgenos inhiben la proliferacion de pericitos y de células mesangiales

Los inventores estudiaron si la adicién exdgena de gangliésidos de serie a afectaria a la proliferacion de pericitos y
células mesangiales. Las células se trataron durante un pase (7 dias para BRP y 4 dias para RMC) con ganglidsidos
50 uM y, como control, con los precursores de glucosilceramida y lactosilceramida no sililados. La Figura 5 muestra
gue GM2, GM1 y GD1a inhibieron con mas eficacia la proliferacién de los pericitos y las células mesangiales
(aproximadamente del 15 al 30%). GM3 inhibié débilmente la proliferacién de pericitos pero no tuvo un efecto
significativo en las células mesangiales. La glucosilceramida y la lactosilceramida usadas como control no tuvieron
efecto. Estos resultados indican que los gangliésidos de serie a inhiben la proliferacién de pericitos y células mesan-
giales. En particular, GM2 y GM1 aumentan en BRP y RMC en respuesta a AGE y disminuyen la proliferacion de
ambos tipos de células; por consiguiente, estos gangliésidos de serie a podrian ser los mediadores comunes del
efecto de AGE.

5 —Los anticuerpos anti-gangliésido de serie a protegen a los pericitos y a las células mesangiales frente a la
inhibicion de la proliferacién causada por AGE

Para estudiar si GM2 y GM1 median los efectos de AGE se trataron las células con AGE en presencia de
anticuerpos anti-GM1 y anti-GM2. En las células control tratadas con BSA la proliferacion no diferia en presencia o
ausencia de los anticuerpos anti-gangliosido. El tratamiento de las células con AGE en presencia de anticuerpos
anti-GM2 y anti-GM1 impidi6é parcialmente la disminucion en la proliferacion de pericitos y células mesangiales (Fig.
6). En vista de los efectos de los gangliosidos exdgenos estas observaciones sugieren que los ganglidsidos de serie
a, particularmente GM1 y GM2, son mediadores comunes de la inhibicion de la proliferacion inducida por AGE en
pericitos y células mesangiales.

6 —La actividad GM3 sintetasa aumenta en los glomérulos de ratones diabéticos
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Para evaluar el efecto de un entorno diabético en la actividad GM3 sintetasa in vivo, se midio la actividad enzimatica
en glomérulos altamente purificados de un modelo de raton diabético db/db. Los resultados presentados en la Figura
4B muestran que la actividad GM3 sintetasa aumenté un 50% en los glomérulos de células diabéticas, comparado
con los controles (db/m).

7 —Un ARNip de la GM3 sintetasa protege parcialmente de los efectos inducidos por AGE

Para elucidar con mas detalle el papel de los gangliésidos de serie a en la mediacion de los efectos de los AGE, se
transfectaron RMC con ARNip de la GM3 sintetasa. Los experimentos preliminares mostraron que el ARNip inhibia
eficazmente la actividad GM3 sintetasa en RMC. Después se midio la proliferacion de las células transfectadas y las
células tratadas. Como se muestra en la Figura 8, los efectos de los AGE en la proliferacion de RMC se inhiben
parcialmente en las células transfectadas con ARNip de GM3 sintetasa. Estos resultados demuestran claramente la
intervencién de los gangliésidos en la mediacién de los efectos de los AGE. La naturaleza parcial de los efectos se
puede explicar por el hecho de que: (i) los efectos de los AGE fueron menos potentes que en los experimentos
previos, dado que las células se trataron hasta un nivel de confluencia mas avanzado para aumentar la eficacia de la
transfeccion vy (ii) la actividad GM3 sintetasa se inhibi6 a s6lo un 50%.

8 —Las actividades GM3 y GD3 sintetasa y los niveles de GM3 se modifican en el cortex renal de ratones diabéticos

Para evaluar ex vivo el efecto de un entorno diabético en la ruta biosintética de los gangliosidos, las actividades GM3
y GD3 sintetasa se midieron en homogeneizados de cortex renal del modelo de raton diabético db/db. Los
resultados presentados en las Figuras 9A-B muestran que la actividad GM3 sintetasa aumenté un 80%, mientras
gue la actividad GD3 sintetasa se redujo un 50% en los cértices renales de ratones diabéticos, comparados con los
controles (db/m). También se analizaron los gangliésidos y mostraron un aumento, aunque no significativo
estadisticamente, en los niveles de GM3 en el cortex renal de ratones diabéticos db/db (Figure 9C). Por
consiguiente, en conjunto estos resultados demuestran el sentido fisiopatol6gico de los resultados obtenidos en
RMC y BRP tratadas con AGE.

14



<120>

<110>

ES 2

375626 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

MERCK SANTE

INSERM

la diabetes

GM3 sintetasa como diana terapéutica en las complicaciones
microvasculares de

<130> BFF 04P0578

<160> 5

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211l> 2362

<212> ADNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (278)..(13686)

<223>

<400> 1

ctgagcgggg gagcggcegge ccccagctga atgggecgcga gageggeget gggggcgggt

gggggcgcegg ggtaccgggc tggcggccgg ccggegeccc ctcattagta tgcggacgaa

ggcggeggge tgcgeggagce ggcgtccect gcagccgegg accgaggcag cggcecggcacce

tgccggecga gcaatgccaa gtgagtacac ctatgtgaaa ctgagaagtg attgctegag

gccttcectg caatggtaca cccgagctca aagcaag atg aga agg ccc age ttg
Met Arg Arg Pro Ser Leu
1 5

tta tta aaa gac atc ctc aaa tgt aca ttg ctt gtg ttt gga gtg tgg

Leu Leu Lys Asp Ile Leu Lys Cys Thr Leu Leu Val Phe Gly Val Trp

10 i5 20
atc ctt tat atc ctc aag tta aat tat act act gaa gaa tgt gac atg
Ile Leu Tyr Ile Leu Lys Leu Asn Tyr Thr Thr Glu Glu Cys Asp Met
25 30 35
aaa aaa atg cat tat gtg gac cct gac cat gta aag aga gct cag aaa
Lys Lys Met His Tyr Val Asp Pro Asp His Val Lys Arg Ala Gln Lys
40 45 50

tat gct cag caa gtc ttg cag aag gaa tgt cgt ccc aag ttt gcc aag

Tyr Ala Gln Glan Val Leu Gln Lys Glu Cys Arg Pro Lys Phe Ala Lys

55 60 65 70

aca tca atg geg ctg tta ttt gag cac agg tat agc gtg gac tta ctc

Thr Ser Met Ala Leu Leu Phe Glu His Arg Tyr Ser Val Asp Leu Leu

75 80 85

15

-

60

120

180

240

295

343

391

439

487

535



cct ttt
Pro Phe

gat cct
Asp Pro

ttg gaa
Leu Glu
120

acc tgt
Thr Cys
135

tta gaa
Leu Glu

aac agt
Asn Ser

act ata
Thr Ile

tat tat

Tyr Tyr
200

ttc aac
Phe Asn
215

‘gta cga
val Arg

cca aaa
Pro Lys

‘tttTgac
Phe Asp

gat aag
Asp Lys
280

cat ctg
His Leu
295

caa c¢cc
Gln Pro

gtg
vVal

cect
Pro
105

cte
Leu

cgg9

ctg
Leu

gca
Ala

agg
Arg
185

tcce
Ser

tgg
Trp

ctc
Leu

cat
His

atc
Ile
265

aac
Asn

tgc
Cys

aga

cag
Gln
90

ttt
Phe

ttg
Leu

cgc

ggc
Gly

cca
Pro
170

atg
Met

aat
Asn

ctt
Leu

ttc
Phe

ttc
Phe
250

ctt

Leu

gtc
val

gat
Asp

aca
Thr

aag
Lys

999
Gly

cca
Pro

tgt
cys

cac
His
155

gtt
val

act
Thr

gac
Asp

caa
Gln

ttt
Phe
235

agg
Arg

cag
Gln

cce
Pro

gaa
Glu

cct
Pro
315

gcc
Ala

ttc
Phe

gag
Glu

gtg
val
140

acc
Thr

gag
Glu

tat
Tyx

tta
Leu

gca
Ala
220

tgg
Trp

att
Ile

tac
Tyx

aca
Thr

gtc
val
300

ttg
Leu

cce
Pro

cgg

cac
His
125

gtt
Val

ctg
Leu

gga
Gly

cca
Pro

ttt

"Phe

205
atg
Met

aag
Lys

ttg
Leu

‘teca

Serx

atc
Ile
285

agt

Ser

cac
His

ES 2375626 T3

aaa
Lys

aag
Lys
110

gac
Asp

att
Ile

aac
Asn

tat
Tyx

gag
Glu
130

gtt
Val

gta
val

cag
Gln

aat
Asn

‘gag

Glu
270

ggt
Gly

ttag
Leu

tac
Tyr

gac
Asp
95

ttc
Phe

ctc
Leu

gga
Gly

cag
Gln

tca
Ser
175

ggc
Gly

gct
Ala

aaa
Lys

gtg
val

cca
Pro
255

-cct

Pro

gtc
val

gcg
Ala

ttc
Phe

agt
Ser

tcc
Ser

cct
Pro

age
Ser

ttc
Phe
160

gaa
Glu

gca
Ala

gtt
Val

aag
Lys

gca
Ala
240

gtt
Vval

cag-
Gln

att
Ile

ggt
Gly

gac
Asp
320

gaa gct gag
Glu Ala Glu

agt aaa gtc
Ser Lys Val
115

gaa cac ttg
Glu His Leu
130

gga gga ata
Gly Gly Ile
145

gat gtt gtg
Asp Val Vval

cat gtt gga
His val Gly

cca ctg tct
Pro Leu Ser
195

tta ttt aag
Leu Phe Lys
210

gaa acc ctg
Glu Thr Leu
225

gaa aaa atc
Glu Lys Ile

atc atc aaa
Ile Ile Lys

tca-agg-ttc
Ser Arg Phe
275

gce gtt gtc
Ala val Vval
290

ttt gga tat
Phe Gly Tyr
305

agt caa tgc
Ser Gln Cys

16

tce
Ser
100

cag
Gln

aaa
Lys

ctg
Leu

ata
Ile

aat
Asn
180

gac
Asp

agt
Ser

cca
Pro

cca
Pro

gag
Glu
260

-tgg
Trp

tta
Leu

gac
Asp

atg
Met

aag
Lys

acc
Thr

gcc
Ala

cac
His

agg
Arg
165

aaa
Lys

ctt
Leu

gtt
Val

tte
Phe

ctg
Leu
245

act

Thr

ggc
Gly

gcc
Ala

ctc
Leu

gct
Ala
325

tac 583
Tyxr
ctc 631
Leu
aag 679
Lys
gga 727
Gly
150
tta 775
Leu
act 823
Thr
gaa 871
Glu
gat 919
Asp
tgg 967
Trp
230
cag 101s8
Gln
gce 1063
Ala
-cga- --~-1111
Arg
aca 1159
Thr
aat 1207
Asn
310
gct 1255
Ala



ttt
Phe

aac
Asn

atg
Met

tta
Leu

aag
Lys

ctg
Leu
345

gat
Asp

cgt
Arg
360

gaa
Glu
gagctgtttt
gctecatgttt
tttttectat
aagaattgaa
ttaagaaagt
taactaattg
gttcecectget
cgtagctctg
agaaggtcac
gggaagctgt
ctgtgaagcc
aattccttgg
ccagtgtetg
gggagagtac
gtattataaa
taccaggcag
<210> 2
<211> 362
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

cag
Gln
330

gtc
val

acc
Thr

aaa
Lys
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atg cat aat gtg aca
Met His Asn Val Thr
338

gag gga gtg gtg aaa
Glu Gly val Vval Lys

acc
Thx

acg gaa
Thr Glu

gat ctc
Asp Leu

agt
Ser

aag ttc ctc
Lys Phe Leu
340

gga ggc att
Gly Gly Ile

ttt
Phe

tga

tgacagcctt
ttaactttta
ttatttgagg
ttggaaagac
aatttaattt
gaaggagagg
gcgctgcettg
ctgctgatac
aacccttctce
cctggaggtce
accctgggct
ggatttttta
tctgaggtga
accctttcca
ttgtgtattt

tgtgccagtt

sapiens

350

cttgatgtat
atttaaaaac
tcagtgtttg
ttctcaaaga
gtaaaacttc
ggaggtcact
gtgtgaccca
tgggtctgeg
tgttggtctg
cctggtegga
acagaaacca
ctgcecettte
cttaaaaaat
ggaataatgt
aaaaaaaaga

taaaaagatg

ttctccatcc
acaaaaaaaa
tttttgcaca
gaattgtatg
tgctcgttta
cttttgatgg
cggaggatcc
atgcagcggce
ccttctgetg
gagggacata
cagtcttcce
aaagcactta
cagaacaaaa
tttgggaaac
aacttttctg

aaaaagaata

355

tgcagatact
ttttagetct
ccattttgta
taacgatgtt
cactgcacat
tggcecctgaa
actcccagga
gtgaggcctg
aaagactcga
gaatctgtga
agcaattatt
agtgttagat
cetctattat
actgaaatga
aatgcctacc

aaaacttttg

acacagaaaa cctcagttga aaatgcaact ctaactctga

ttgaagtgca
tcccactttt
aatgaaactt
gtattgattt
tgaatacagg
cctcattctg
tgacgtgctce
ggctggttgg
gaaccaacca
cctctgacaa
acaattcttg
ctaacgtgtt
ccagagtcat
aatcttccca
tggcggtgta

aggaac

Met Arg Arg Pro Ser Leu Leu Leu Lys Asp Ile Leu Lys Cys Thr Leu

1

5

10

15

Leu Val Phe Gly val Trp Ile Leu Tyr Ile Leu Lys Leu Asn Tyr Thr

20

25

17

30

1303

1351

1406

1466

1526

1586

1646

1706

1766

1826

1886

1946

2006

2066

2126

2186

2246

2306

2362



Thr

val

65

Glu

Ser

Glu

Gly

145

Asp

His

Pro

Leu

Glu

225

Glu

Ile

Glu

Lys
50

Pro

Ser

Ala

Lys

His

130

Gly

vVal

Val

Leu

Phe

210

Thr

Lys

Ile

Glu

35

Arg

Lys

val

Glu

vVal

115

Leu

Ile

Val

Gly

Ser

195

Lys

Leu

Ile

Lys

Cys

Ala

Phe

Asp

Ser

100

Gln

Lys

Leu

Ile

Asn

180

Asp

Ser

Pro

Pro

Glu

Asp

Gln

Ala

Leﬁ
85

Lys

Thr

Ala

His

Arg

165

Lys

Leu

val

Phe

Leu

245

Thr

Met

Lys
Lys
70

Leu
Tyr
Leu
Lys
Gly
150
Leu
Thr
Glu
Asp
Trp
230

Gln

Ala

Lys

Tyr
55

Thr

Pro

Asp

Leu

Thr

135

Leu

Asn

Thr

Tyr
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Lys

40

Ala

Ser

Phe

Pro

Glu
120

cys

Glu

Ser

Ile

Tyxr

- 200

Phe

215

val

Pro

Phe

Asn

Arg

Lys

Asp

Met

Gln

Met

val

Pro

105

Leu

Axg

Leu

Ala

Arg

185

Ser

Trp

Leu

His

Ile

His

Gln

Ala

Gln
90

Phe

Leu

Gly-

Pro
170

Met

Asn

Leu

Phe

Phe

250

Leu

18

Tyr

vVal

Leu

75

Lys

Gly

Pro

Cys

His

155

Val

Thr

Asp

Gln

Phe

235

Arg

Gln

Val

Leu
60

Leu

Ala

Phe

Glu

vVal

140

Thr

Glu

Tyr

Leu

Ala
220

Trp

Ile

Asp

45

Gln

Phe

Pro

Arg

His

125

Val

Leu

Gly

Pro

Phe

205

Met

Lys

Leu

Ser

Pro

Lys

Glu

Lys

Lys

110

Asp

Ile

Asn

Tyr

Glu

190

val

val

Gln

Asn

Glu

Asp His

Glu Cys

His Arg
80

Asp Ser
95

Phe Ser

Leu Pro

Gly Ser

Gln Phe
160

Ser Glu
175

Gly Ala

Ala val

Lys Lys

Val Ala
240

Pro Val
255

Pro Gln
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260 265 270

Ser Arg Phe Trp Gly Arg Asp Lys Asn Val Pro Thr Ile Gly Val Ile
275 280 285

Ala Val val Leu Ala Thr His Leu Cys Asp Glu Val Ser Leu Ala Gly
290 295 300

Phe Gly Tyr Asp Leu Asn Gln Pro Arg Thr Pro Leu His Tyr Phe Asp
305 310 315 320

Ser Gln Cys Met Ala Ala Met Asn Phe Gln Thr Met His Asn Val Thr
325 330 335 ’

Thr Glu Thr Lys Phe Leu Leu Lys Leu Val Lys Glu Gly Val val Lys
340 345 350

Asp Leu Ser Gly Gly Ile Asp Arg Glu Phe

355 360
<210> 3
<211> 2221
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
«<221> CDS
<222> (151)..(1314)
<223>
<400> 3
tctttgegat accccaggec cagcggctce teccccagecce tgcgacgceg gacgcgectg 60

ctaggggaca cgggcggagg gtcgcggece ctggctgect acatgggcge cccocggcgag 120

ctgcgcaggt gtggacgcgg cgctgeggeca atg cca agt gag ttc acc tet gea 174
Met Pro Ser Glu Phe Thr Ser Ala
1 5

aag ctg aga agt gat tgc tca agg acc tcc ctg caa tgg tac acc cga 222
Lys Leu Arg Ser Asp Cys Ser Arg Thr Ser Leu Gln Trp Tyr Thr Arg
10 15 20

acc cag cac aag atg aga aga ccc agc ttg tta ata aaa gac atc tgc 270
Thr Gln His Lys Met Arg Arg Pro Ser Leu Leu Ile Lys Asp Ile Cys
25 30 35 40

aag tgc acg ttg gtt gca ttt gga gtc tgg ctc ctg tac atc cte att 318

Lys Cys Thr Leu Val Ala Phe Gly Val Trp Leu Leu Tyr Ile Leu Ile
45 50 55

19



ttg
Leu

gac
Asp

cag
Gln

o ol o8
Phe
105

cecce
Pro

cgg

cat
His

gtt
val

ctce
Leu
185

ggt
Gly

cca
Pro

tte
Phe

atg
Met

aag
Lys
265

ttg
Leu

aat
Asn

cct
Pro

aag
Lys
90

gag
Glu

acg
Thr

aag
Lys

gac
Asp

gtt
val

70

aac
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

gtt
Val

gta
Val
250

caa

Gln

aac
Asn

tac

gac
Asp
75

gaa
Glu

gac
Asp

gcc
Ala

tte
Phe

ttt
Phe
155

999
Gly

cag
Gln

tct
Ser

ggt
Gly

act
Thr
235

aaa

Lys

gtg
val

cca
Pro

acec
Thr
60

cgg

tgt
Cys

agg

agt
Ser

tce
Ser
140

tct
Ser

aac
Asn

ttc
Phe

gaa
Glu

gcg
Ala
220

gtt
val

aat
Asn

gca
Ala

gtt
Val

gct
Ala

ata
Ile

cgg
Arg

tac
Tyr

gaa
Glu
125

agt

‘Sex

gaa
Glu

999
Gly

gat
Asp

cac
His
205

cca
Pro

tta
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu

ate
Ile
285

gaa
Glu

aag
Lys

ccc
Pro

age
Ser
110

gct
Ala

aaa
Lys

cac
His

ggc
Gly

gtg
val
1390

gtt
val

ctg
Leu

ttt
Phe

agc
Ser

aaa
Lys
270

ate
Ile

gaa
Glu

aga

agg
Arg

atc
Ile

gag
Glu

gtc
val

ttg
Leu

atc
Ile
175

gta
val

gg99
Gly

tcg
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
255

gtc
Val

aaa
Lys
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tgt
Cys

gct
Ala
80

tac

aac
Asn

ctce
Leu

cag
Gln

aga
Arg
160

ctg
Leu

ata
Ile

aat
Asn

gac
Asp

agt
Ser
240

cce
Pro

cca
Pro

gaa
Glu

gac
Asp
65

cag
Gln

gcg
Ala

ttg
Leu

aag
Lys

agc
Ser
145

gcc

Ala

cac
His

agg

aaa
Lys

gtt
val
225

gtt
Val

ttt
Phe

cte
Leu

act
Thr

atg
Met

agce
Ser

aag
Lys

gag
Glu

tat

Tyx
130

cte
Leu

aag
Lys

gga
Gly

ttg
Leu

act
Thr
210

gaa
Glu

gat
Asp

tgg
Txp

cag
Gln

gcc
Ala
290

aaa
Lys

tat
Tyr

acg
Thr

cct
Pro
115

gac
Asp

ttg
Leu

gcc
Ala

cta
Leu

aac
Asn
195

act
Thr

tac

Tyr

ttce

Phe

gtt
val

cca
Pro
275

ttc

Phe

20

aga

gct
Ala

gct
Ala
100

ttt
Phe

ccg
Pro

gat
Asp

tgc
Cys

gag
Glu
180

agt
Ser

ata
Ile

tac

Tyr

aag
Lys

cgc

260,

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

cag
Gln
85

atg
Met

gtg
val

cct
Pro

atg
Met

aag
Lys
165

ctg
Leu

gcg
Ala

agg

gcc
Ala

tgg
245
ctc

Leu

cac
His

atce
Ile

cac
His
70

gaa
Glu

gct
Ala

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu
150

cgce

ggt
Gly

cca
Pro

atg
Met

aat
Asn
230

ctt

Leu

ttc
Phe

tte
Phe

ctt
Leu

tat
Tyx

gtc
Val

ctg
Leu

aag
Lys

gga
Gly

‘135

ccce
Pro

tgt
Cys

cac
His

gtt
val

act
Thr
215

gat
Asp

caa
Gln

o v of
Phe

agg
Arg

cag
Gln
295

gtg
val

ttg
Leu

tta
Leu

gtc
Val
120

ttc
Phe

gaa
Glu

gtg
val

gcc
Ala

gag
Glu
200

tac
Tyr

ttg
Leu

gca
Ala

tag
Trp

att
Ile
280

tac
Tyr

366

414

510

558

606

654

702

798

846

894

942

990

1038



tca
Ser

atc
Ile

agce
Ser

cac
His
345
cac

His

ggc
Gly

gag
Glu

ggc
Gly

ctg
Leu
330

tac

Tyr

aat
Asn

gtg
Val

cct
Pro

gtc
val
315

gca

Ala

ttt
Phe

gtg
val

gtg
vVal

tca
Ser

cag
Gln
300

att
Ile

gcc
Ala

ttt
Phe

ggc
Gly

gac
Asp

agt
Ser

aca
Thr
365

acc
Thr

gag
Glu
380

gac
Asp

aga

gtt
val

ggc
Gly

cag
Gln
350

gag
Glu

ctc
Leu

ttc
Phe

gtc
val

tac

Tyr
335

tgc
Cys

ace
Thr

agce
Ser
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tgg
Trp

ttg
Leu
320

gac

Asp

atg
Met

aag
Lys

ggce
Gly

ggc
Gly
305

gct
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

tte
Phe

ggc
Gly
385

cat
His

aca
Thr

agt
Ser

gcc
aAla

cte
Leu
370

atc
Ile

gat
Asp

cat
His

caa
Gln

atg
Met
355

ctg

Leu

cac
His

aag
Lys

ctg
Leu

cce
Pro
340

cac
His

aag
Lys

tga

atc
Ile
310

aac
Asn

ccc
Pro

gat
Asp

tgt

Cys
325

gaa
Glu

cct
Pro

acc
Thr

agg
Arg

gtc
val

tgg
Trp

cag
Gln

ctc
Leu

ctc
Leu

aag
Lys
375

gaactcggaa

acg
Thxr

gtc
vVal

ctg
Leu

atg
Met
360

gag
Glu

cacggcaaac
tcaccectgea
aaggaaaaga
tttatttgaa
tggaaggact
tgcagaéact
gcccetggat
gatggcagag
ctagacaagt
gcagggcagc
gttgececccag
gaggggtgtyg
ttctgcectt
ctcatagata
aaagagagaa
<210> 4

<211> 387

<212> PRT
<213> Mus

ctcacccage
gctgcttcga
aagaacaaca
gtcagtgttg
tttcaaagag
gtacacacgt
gatggctgtg
aaacttcctg
tcataaccce
tgtcceggag
ggtggaagaa
tgtgtgtgtg
ccaaatcatc
ttatgacaaa

aagaataaaa

musculus

accgcagctg
tgtgcagcta
gcaacaacaa
gattttgcac
aattgtatag
actctgcteca
atgcccgata
cctccaggat
tttctgetag
gctgetggtt
gccacactte
tgtgtgtgtg
taagtgttat
gcctttgtta

gcttttgagg

agagcgtggt
gtgttttcaa
aagctctget
agttttgtaa
tttattgttt
ggtgttgagg
ctggggtctg
aaagggctta
tcecatctgee
ggtgagccac
ctacactgtc
tgtgtgtgtg
ttaaggcact
tccaggcecat

agcccctgtg

21

gagcagcctc
actccacatt
ctgtgcacct
gttaatctta
tttaaggaag
tgggaggaga
ctgctctgtt
ctcatcacct
agctggeteg
tgtcagctga
agggcacttt
tgtgtgtgtg.
ctgctgtttg
gggaagagga

atttcctgaa

cacagggact
ttttttaaaa
cttcgtcecta
agaatgggat
taatttaatt

ggggcttctg

tggtagaact

ctggcagctg,

caggactcag
gcgecgtgat
taaacttctg
tgtgtgttca
tatgagatgg
aaaagaaaag

aaaaaaa

1086

1134

1182

1230

1278

1324

1384
1444
1504
1564
1624
1684
1744
1864
1864
1924
1984
2044
2104
2164

2221



<400>

Met Pro Ser

1

Thr
Ser
val
Asp
65

Gln
Ala
Leu

Lys

Ser
145
Ala

Arg
Lys

val
225

Ser

Leu

Trp
50

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr
130

Leu

Lys

Gly

Leu

Thr

210

Glu

Leu

Leu

35

Leu

Lys

Tyr

Thr

Pro

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Asn

195

Thr

Tyr

Glu

Gln

20

Ile

Leu

Ala

Ala

100

Phe

Pro

AsSp

Cys

Glu

180

Ser

Ile

Tyr

Phe

Trp

Lys

Tyr

Met

Gln

85

Met

val

Pro

Met

Lys

165

Leu

Ala

Arg

Ala

Thr

Tyr

Asp

Ile

His

70

Glu

Ala

Gln

Phe

Leu
150
Arg

Gly

Pro

Met

Asn
230

Ser

Thr

Ile

Leu
55

Tyx

Val

Leu

Lys

Gly

135

Pro

Cys

His

val

Thr

215

Asp
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Ala

Arg

cys

40

Ile

val

Leu

Leu

val

120

Phe

Glu

Val

Ala

Glu
200

Tyr

Leu

Lys

Thr

25

Lys

Leu

Asp

Gln

Phe

105

Pro

Arg

His

Val

Leu

185

Gly

Pro

Phe

Leu
10

Gln

Cys

Asn

Pro

Lys

90

Glu

Thr

Lys

Asp

val

170

Asn

Tyr

Glu

val

22

Arg

His

Thr

Tyr

Asp

75

Glu

Asp

Ala

Phe

Phe
155
Gly

Gln

Ser

Gly

Thr
235

Ser
Lys
Leu
Thr
60

Arg
Cys
Axg
Ser
Ser

140

Ser

Asn
Phe
GJ:u
Ala

220

val

Asp

Met

vVal

45

Ala

Ile

Arg

TYyX

Glu

125

Ser

Glu

Gly

Asp

His

205

Pro

Leu

Cys

Arg

30

Ala

Glu

Lys

Pxo

Ser

110

Ala

Lys

His

Gly

Val

190

val

Leu

Phe

Ser
15

Arg

Phe

‘Glu

Arg

Arg

95

Ile

Glu

Val

Leu

Ile

175

Val

Gly

Ser

Lys

Arg

Pro

Gly

cys

Ala
80

Tyr

Asn

Leu

Gln

Arg
160
Leu

Ile

Asn

Asp

Ser
240



Val Asp

Phe Trp
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Phe Lys Trp Leu Gln Ala Met Val
245 250

Val Arg Leu Phe Phe Trp Lys Gln
260 265

Leu Gln Pro Lys His Phe Arg Ile Leu Asn

275 280

Thr Ala Phe Asp Ile Leu Gln Tyr Ser Glu

290

Gly His

305

Ala Thr

Leu Ser

Gly Ala

Phe Leu

370

Gly Ile

385

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

295

Asp Lys Asn Ile Pro Thr Ile Gly
310

His Leu Cys Asp Glu Val Ser Leu
325 330

Gln Pro Arg Thr Pro Leu His Tyr
340 345

Met His Trp Gln Val Met His Asn
355 360

Leu Lys Leu Leu Lys Glu Gly Val
: 375

His

5
21
ARN

Secuencia artificial

ARN de interferencia

misc_feature
(20) ..(21)
n = t 5-metiluridina

5

ggguuauucu gaacauguun n

23

Lys

val

Pro

Pro

val

315

Ala

Phe

val

val

Asn

Ala

val

Gln

300

Ile

Gly

Asp

Thr

Glu
380

Glu

Glu

Ile

285

Ser

Ala

Phe

Ser

Thr

365

Asp

Ser

Lys

270

Ile

Arg

val

Gly

Gln

350

Glu

Leu

Leu

255

val

Lys

Phe

val

Tyr

335

cys

Thr

Ser

Pro

Pro

Glu

Trp

Leu

320

Asp

Met

Lys

Gly

21
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de la GM3 sintetasa para la fabricacion de un farmaco destinado al tratamiento de una
complicacion microvascular de la diabetes, en el que el inhibidor se selecciona del grupo consistente en acidos
nucleicos antisentido, ribozimas, ARN de interferencia, aptdmeros y un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido
contra la GM3 sintetasa humana y en el que la complicacion microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

2. Uso seguln la reivindicacion 1 en el que el inhibidor es un inhibidor de la expresién del gen o proteina GM3
sintetasa.

3. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 2, en el que el inhibidor es una secuencia de &acido
nucleico antisentido que hibrida especificamente con la secuencia SEC ID No. 1 en condiciones muy rigurosas.

4. Uso segun la reivindicacion 1 en el que el inhibidor es un inhibidor de la actividad GM3 sintetasa.

5. Método in vitro para la seleccién o identificacion de compuestos Utiles en el tratamiento y/o prevencién de
complicaciones microvasculares de la diabetes, en el que se evalla la capacidad de al menos un compuesto de
ensayo para inhibir la actividad GM3 sintetasa, siendo una disminucion en el nivel de la actividad GM3 sintetasa
indicativa de un compuesto util en el tratamiento y/o prevencién de complicaciones microvasculares de la diabetes y
en el que la complicacién microvascular de la diabetes es la nefropatia diabética.

6. Método segun la reivindicacion 5, comprendiendo dicho método de seleccién etapas que consisten en poner al
menos un compuesto de ensayo en contacto con una célula que expresa una GM3 sintetasa y determinar la
capacidad de dicho compuesto para inhibir la sintesis intracelular de glangliésidos GM3, siendo una disminucién en
el nivel de sintesis de gangliésidos GM3 en la célula indicativa de un compuesto Util en el tratamiento y/o prevencién
de complicaciones microvasculares de la diabetes, en el que la complicacién microvascular de la diabetes es la
nefropatia diabética.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones de la 5 a la 6, comprendiendo dicho método de seleccién etapas
gue consisten en poner al menos un compuesto de ensayo en contacto con una GM3 sintetasa y determinar la
capacidad de dicho compuesto para inhibir la transferencia de un resto de acido sialico de un dador de acido sidlico
a un grupo 3-hidroxilo de un resto galactosa de un aceptor de &cido sialico, siendo una disminucion en el nivel de
actividad de transferencia de &cido sidlico indicativa de un compuesto que inhibe la GM3 sintetasa y es util en el
tratamiento y/o prevencion de complicaciones microvasculares de la diabetes, en el que la complicacién microvas-
cular de la diabetes es la nefropatia diabética.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que se determina el nivel de transferencia de acido sialico de CMP-N-
acetilneuraminato a lactosilceramida.

9. Método segun la reivindicacion 7 u 8, en el que el dador y/o aceptor de &acido sidlico se marcan de forma
detectable.
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