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Uso de NKp46 para prevenir la diabetes tipo |
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere al uso del receptor de citotoxicidad natural NKp46 para prevenir y tratar la diabetes,
incluyendo la diabetes tipo | (DTI) y la diabetes tipo 2. En particular, la invencién presenta composiciones que
comprenden un fragmento de la regién extracelular de NKp46 para prevenir la aparicion y progresién de la diabetes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La diabetes tipo 1 (DT1; también conocida como diabetes mellitas tipo 1 y diabetes inmunomediada) es una
enfermedad autoinmune multifactorial en la que las células beta productoras de insulina en los islotes pancreaticos
son destruidas por células T autorreactivas. Las células mononucleares se infiliran en los islotes pancreéticos de
Langerhans durante un periodo variable de inflamacion clinicamente silenciosa (insulitis), y finalmente las células T
destruyen las células beta productoras de insulina. La diabetes tipo 1 completa se produce cuando se destruyen la
mayoria de células beta y el pancreas deja de producir suficiente insulina. La insulina exdégena debe entonces
administrarse de por vida. Semanas o meses después de que comience el tratamiento de insulina, los pacientes con
diabetes tipo 1 pueden experimentar un periodo variable de remision, que se cree que da lugar a la produccién
restaurada de insulina por las células beta residuales. Es necesario un tratamiento continuado con insulina exégena
para preservar las células beta residuales, que todavia son capaces de modular de forma natural el metabolismo de
la glucosa.

[0003] La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insulina que puede combinarse con la secrecion
reducida de insulina. Se cree que la reactividad defectuosa a la insulina implica al receptor de insulina. En la etapa
temprana de la diabetes tipo 2, la hiperglucemia puede retroceder mediante diversas medidas y medicaciones que
mejoran la sensibilidad a la insulina o reducen la produccién de glucosa por el higado. A medida que la enfermedad
progresa, se produce el deterioro de la secrecion de insulina, y se requiere a menudo un reemplazo terapéutico de
insulina. La destruccién de las células beta se produce también en la diabetes tipo 2, y se ha propuesto que un factor
contribuyente se aumente en la apoptosis de las células beta (Rhodes Science 2005 Jan 21; 307(5708): 380 - 4).

[0004] Un modelo ampliamente utilizado de DT1 autoinmune es el ratén diabético no obeso (NOD), que desarrolla
espontaneamente la diabetes después de un periodo variable de insulitis, de manera similar a la DT1 humana. Los
ratones NOD muestran insulitis a partir de 4 — 5 semanas de edad, y después de un periodo variable de inflamacion
cronica, la diabetes se desarrolla aproximadamente a las 10 — 20 semanas, con la mayoria de las hembras
diabéticas a las 30 semanas (1,2). Un modelo aceptado adicional de diabetes autoinmune experimental en ratones
es la induccion de diabetes mediante mdltiples inyecciones de bajas dosis de estreptozotocina (LDST) (3,4). La
estreptozotocina causa la diabetes por la citotoxicidad directa de las células beta, asi como por la iniciacién de la
reaccion autoinmune mediada celular contra las células beta (4,5). La transferencia adoptiva de los esplenocitos
activados de los ratones tratados con LDST ha sido revelada para inducir la diabetes en ratones sanos sin
tratamiento alguno (5).

[0005] Se considera que la TD1 es una enfermedad mediada por las células T. Sin embargo, varios estudios
sugieren que el sistema inmune innato, en particular las células asesinas naturales (NK), desempefian un papel en
la patogénesis de la enfermedad. Por ejemplo, se ha revelado que las células NK se infiltran en los islotes de los
ratones NOD (7), y se ha informado que la inflamacion del islote fue mediada principalmente por las células NK en
TD1 humana (8). Han sido reveladas diversas alteraciones en los comportamientos de las células NK en pacientes
con DT1, tanto en el inicio de la enfermedad como después de la hiperglucemia a largo plazo (9). Ademas, se
demostré el papel esencial de las células NK en el desarrollo de la diabetes en modelos murinos con DT1 acelerada
(10,11). Poirot et al., 2004 revelaron que la proporcién y el numero de células NK, y el momento de su entrada en el
pancreas se correlacionan con la gravedad de la DT1 en ratones NOD transgénicos (10). Asimismo se ha revelado
que la deplecion de células NK en modelos de ratones NOD transgénicos con DT1 acelerada inhibe de manera
significativa el desarrollo de la diabetes (10,11). Sin embargo, los mecanismos moleculares de la implicacion de las
células NK en la DT1 son aun desconocidos.

[0006] Las células NK desempefian un papel crucial en la defensa inicial contra las células infectadas por virus y
las células cancerigenas (12). Interactian con células presentadoras de antigeno (CPAs), sirven como CPAs para
asesinar directamente a las células peligrosas y ademdas secretan a las quimiocinas y a las citocinas
inmunomoduladoras como IFN —y e IFN — a, causando que las células T se cambien a un fenotipo Th1 (13, 14).

[0007] Las células NK reconocen células diana a través de una diversidad de receptores activadores y un
equilibrio delicado entre las sefales inhibitorias y activadoras que regulan fuertemente su activacion (15 — 17). Las
células NK se han identificado en érganos diana de pacientes que padecen enfermedades autoinmunes (18) y son
capaces de atacar a las células autologas (19 — 21).
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[0008] La destruccién mediada por las células NK implica varios receptores de activacién, como los receptores de
citotoxicidad natural (NCRs) NKp30, NKp44, NKp46, y NKG2D. NKp30, NKp44 y NKp46 expresados casi
exclusivamente en las células NK, mientras que NKG2D se expresa en tipos adicionales de linfocitos como las
células T CD8" (22). Se considera que NKp46 es el marcador NK méas especifico en el que se ha descubierto una
proteina ortéloga (RCN- 1) en ratones (23, 24).

[0009] Pessino et al., 1998 revelan la clonacion molecular de NKp46 y su papel en la citotoxicidad mediada
(Pessino et al., J Exp Med 1998; 188: 953 — 960).

[0010] Algunos de los inventores de la presente invencién han revelado que las proteinas de fusidon (lg) de
inmunoglobulina NKp46 y NKp44, pero no una proteina de fusiéon (Ig) NKp30, se unen especificamente a la
hemaglutinina del virus de la gripe y a la hemaglutinina — neuraminidasa del virus Sendai (29, 45, 46). Segun estas
divulgaciones, esta interaccion es funcional y puede mediar una mayor destruccion de células infectadas. Ademas,
la destruccién mejorada puede ser abolida por anticuerpos que bloquean la HA o los receptores NKp46 y NKp44.

[0011] El receptor NKp46 humano tiene mdltiples isoformas incluyendo la isoforma a (nimero de acceso GenBank
CAA04714); isoforma b (numero de acceso GenBank CAA06872); isoforma ¢ (nimero de acceso GenBank
CAA06873), e isoforma d (numero de acceso GenBank CAA06874). En general, el receptor NKp46 comprende dos
dominios similares a la Ig extracelular del tipo C2, una parte de transmembrana y un segmento intracelular. La parte
extracelular de NKp46 comprende un dominio D1 designado NKp46D1 (correspondiente a los residuos 22 — 120 de
la proteina completa madura de la isoforma a), y un dominio D2 designado NKp46D2 que comprende 134 residuos
de aminodacidos (correspondientes a los residuos 121 — 254 de la proteina completa de la isoforma a).

[0012] La publicaciéon de la solicitud PCT N® WO 02 / 08287 de algunos de los presentes inventores revela un
complejo diana que comprende un segmento de reconocimiento diana que comprende NKp30, NKp44 y NKp46 o un
fragmento funcional de los mismos; y un segmento activo que comprende una sustancia activa como un resto
citotoxico, un resto de imagen o un fragmento de Ig. Segun la divulgacion, las proteinas de fusién que contienen los
dominios extracelulares NKp30, NKp44 o NKp46 fusionados a la parte Fc de la IgG1 humana (denominado
respectivamente NKp30 — Ig, NKp44 — Ig y NKp46 — Ig), se unen a varias dianas de células tumorales, y NKp46 — Ig
se une a las células infectadas por virus. Se revel6 ademdas que son proteinas de fusion que contienen D1 o D2
fusionado a la parte Fc de la IgG1 humana (denominado respectivamente NKp46D1 — Ig y NKp46D2 — Ig), y se
observo que D2 es responsable de la interaccién con la hemaglutinina viral.

[0013] La publicacién de solicitud PCT N® WO 2004 / 053054 de algunos de los presentes inventores revela que
un conjugado de NKp30 — Ig es eficaz en la inducciéon de la regresién del tumor in vivo en ratones desnudos
portadores de cancer. Ademas, se revel6 que son composiciones farmacéuticas que comprenden un primer
segmento seleccionado de NKp30, NKp44 y NKp46 o un fragmento funcional de los mismos, y un segundo
segmento seleccionado de una molécula de Ig o un fragmento o un fragmento Fc de los mismos para eliminar un
tumor o inhibir el crecimiento de un tumor.

[0014] La publicacion de solicitud PCT N2 WO 2005 / 000086 de algunos de los presentes inventores revela
fragmentos de péptido aislado que comprenden residuos glicosilados derivados de NKp44 y NKp46 que comprenden
epitopos esenciales para la union a las células diana. Segun la divulgacion, un péptido conector en el dominio D2 de
NKp46 designado NKp46LP, correspondiente a los residuos 215 — 254 de la proteina completa, contiene un residuo
de treonina O — glicosilada que es esencial para la unién de NKp46 a células infectadas por virus y a células
tumorales. Se reveld ademas que es un péptido conector derivado del dominio extracelular de NKp44
correspondiente a los residuos 136 — 190 de la proteina completa y comprende una regién hiperglicosilada que
comprende al menos 14 sitios de glicosilacion predichos que contribuyen a la unién eficaz a las células infectadas
por virus. Se revelé ademas que son fragmentos peptidicos aislados de 10 — 100 aminoacidos derivados de los
péptidos mencionados anteriormente que retienen la actividad biologica de interés.

[0015] La publicacion de solicitud PCT N2 WO 2005 / 051973 de algunos de los presentes inventores revela
péptidos derivados de NKp46, NKp44 y NKp30 que comprenden polisacéridos sulfatados y son capaces de unirse a
las células tumorales. Se revelan especificamente péptidos derivados de NKp46 que corresponden a los residuos
153 — 172 y 153 — 175 de la proteina completa; péptidos derivados de NKp30 correspondientes a los residuos 57 —
84 y 57 — 76 de la proteina completa, y un péptido derivado de NKp44 correspondiente a los residuos 51 — 74 de la
proteina completa.

[0016] La publicacién de solicitud de patente EE.UU. N° 2008 / 0274047 revela métodos de tratamiento
inmunoproliferativo y trastornos autoinmunes que utilizan anticuerpos que se unen a los receptores celulares NK, en
particular para reducir las células implicadas en la patologia inmunoproliferativa. Segun la divulgacion, los trastornos
inmunoproliferativos que pueden ser tratados por la invencién incluyen la diabetes tipo 1, y el anticuerpo puede
dirigirse contra NKp46 humano. Se revel6 ademas que la inyeccion de anticuerpos NKp46 antihumano en ratones
transgénicos que expresan NKp46 humano dio como resultado la deplecion de células NK en sangre, bazo, higado y
pulmaén.
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[0017] La publicacion de solicitud de patente EE.UU. N2 2007 / 0231813 revela métodos y composiciones para
evaluar la respuesta terapéutica de un sujeto en una composicién terapéutica que comprende una parte Fc,
preferiblemente un anticuerpo terapéutico, en el que el anticuerpo terapéutico preferiblemente no es capaz de, o no
necesita ser capaz de, reducir las células diana. Segun la divulgacion, la composicion puede unirse especificamente
a un receptor NK inter alia NKp46 y el sujeto puede tener diabetes de inicio juvenil.

[0018] La publicacién de solicitud de patente EE.UU. N° 2004 / 0038339 revela un polipéptido multifuncional que
comprende (a) un primer dominio que comprende un sitio de unidon que reconoce especificamente un epitopo
extracelular del complejo receptor NKG2D; y (b) un segundo dominio que tiene una funcién receptora o de unién, en
el que dicha funcion receptora o de unién puede ser un sitio de unién al antigeno de un anticuerpo o un fragmento
del mismo dirigido contra inter alia NKp46 que interactla con la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe. Segun la
divulgacion, la composicion puede ser utilizada para tratar enfermedades autoinmunes, inter alia diabetes mellitus
insulinodependiente, en la que se desea la eliminacion de la subpoblacion de células inmunes que causa la
enfermedad.

[0019] La publicacién de solicitud PCT N° WO 02 / 072631 revela un constructo molecular MHC que comprende
una molécula portadora que tiene unido al mismo una o mas moléculas MHC, y comprende ademas de manera
opcional una o mas moléculas biolégicamente activas inter alia NKp46. Segun la divulgacion, el constructo puede
ser utilizado para pronosticar o diagnosticar una enfermedad, o determinar la eficacia de un medicamento contra una
enfermedad, y la enfermedad puede ser diabetes tipo 1.

[0020] La publicacion de solicitud PCT N2 WO 2009 / 148568 revela una composicion celular que comprende al
menos el 30 % de células facilitadoras humanas (CFhs) que tienen un fenotipo de CD8" / alfa beta TCR "/ delta
gamma TCR "/ CD56°™ ' "¢, y en las que las CFhs tienen ademas un fenotipo que incluye NKp46*. Segun la
divulgacion, la composicion puede utilizarse para el transplante en un sujeto humano que tiene una enfermedad inter
alias diabetes.

[0021] Ogasawara et al. ("NKG2D blockade prevents autoimmune diabetes in NOD mice"; Immunity, Vol. 20; Junio
2004, pag. 757 - 767), demuestran que la diabetes tipo 1 puede prevenirse bloqueando la funcién del receptor de
células NK NKG2D en el modelo de ratones NOD con diabetes tipo 1. El bloqueo de NKG2D se consiguié mediante
la administracion de un anticuerpo monoclonal anti - NKG2D sin deplecionar. Se sugiri6 el uso de agentes que
bloguean el receptor NKG2D como agentes terapéuticos. Sin embargo, Ogasawara et al. obvian indicar o sugerir los
anticuerpos anti - NKp46.

[0022] Sigue existiendo una necesidad no cubierta para métodos terapéuticos dirigidos a la prevencion e inhibicion
de la insulitis y la posterior aparicién de la diabetes tipo 1. La técnica anterior no ensefia o sugiere la utilizacion de
NKp46, un fragmento aislado de NKp46 o una proteina de fusiébn que comprende un fragmento de NKp46 para
suprimir el desarrollo de la diabetes tipo 1.

RESUMEN DE LA INVENCION
[0023] La presente invencién presenta métodos para prevenir y tratar la diabetes tipo 1.

[0024] La presente invencién se basa en parte en el descubrimiento de que el receptor NKp46 humano y su
ort6logo murino NCR — 1 reconocen especificamente tanto las células beta pancreaticas humanas como murinas, y
que las células NK se degranulan tras la interacciéon con células beta murinas en una forma dependiente de NKp46.
Los presentes inventores han demostrado sorprendentemente, tanto en ratones Knockout NKp46 como en el modelo
LDST, que el desarrollo de la diabetes afecta a la ausencia de NKp46 y que el porcentaje mas alto de células NK en
el pancreas se observa en el momento en el que la insulitis se desarrolla en diabetes (etapa “prediabética”).
Ademas, por primera vez se revela en la presente que la inyecciéon de las proteinas de fusién NKp46 en ratones
NOD hembra, ya sea en la etapa temprana de insulitis 0 en la etapa tardia, etapa prediabética, casi en su totalidad
previene el desarrollo de diabetes. Los resultados experimentales en los que se basa la presente invencion se
revelan en Gur et al., 2010, escrito por algunos de los inventores de la presente invencion, y publicado después de la
fecha de prioridad de la presente solicitud (Gur et al., The NKp46 activating receptor is essential for diabetes
development. Nat Immunol. 2010 Feb; 11(2): 121 - 8).

[0025] Sin desear estar ligado por cualquier teoria 0 mecanismo de accién particular, la eficacia de los métodos de
la invencion puede derivarse de la actividad de los anticuerpos anti - NKp46 que son células NK sin deplecionar,
aunque mas bien causan una disminucién sistémica de NKp46, dando lugar a la disfunciéon de células NK y a la
interrupcion de la via patologica que da lugar a la diabetes. Los anticuerpos anti - NKp46 pueden ser aquellos que se
indujeron in vivo tras la administracion de NKp46 o anticuerpos anti - NKp46 fabricados administrados pasivamente.

[0026] En un primer aspecto, la invencion presenta una composicion que comprende al menos una proteina y un
portador farmacéuticamente aceptable, en la que la proteina es seleccionada del grupo formado por: una proteina
que comprende un fragmento aislado de la regién extracelular de NKp46; un anticuerpo especifico para la regiéon
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extracelular de NKp46, y una combinacion de los mismos, para uso en la prevencién o tratamiento de la diabetes
tipo 1.

[0027] La proteina puede ser una proteina que comprende un fragmento aislado de la region extracelular de
NKp46.

[0028] EI NKp46 puede ser NKp46 humano, preferiblemente el NKp46 humano es una isoforma seleccionada del
grupo formado por la isoforma a, isoforma b, isoforma c e isoforma d.

[0029] El fragmento aislado de la regién extracelular de NKp46 puede comprender el dominio D2 o un fragmento
del mismo.

[0030] Preferiblemente el fragmento aislado estd sustancialmente desprovisto del dominio D1; o el fragmento
aislado comprende el dominio D2 o un fragmento del mismo, y un fragmento del dominio D1; o el dominio D2 es
seleccionado del grupo formado por SEC ID N2 1; SEC ID N2 2; SEC ID N° 3; SEC ID N24; SEC IDN°9y SEC ID N¢
10; o el fragmento aislado comprende una secuencia aminoacida seleccionada del grupo formado por SECs ID N¢ 1
—10; o el fragmento aislado comprende una variante del dominio D2, en el que la variante comprende al menos una
sustitucion aminoacida en el dominio D2, preferiblemente en la que al menos una sustitucion de aminoacidos esta en
un residuo seleccionado del grupo formado por treonina 125, treonina 225, lisina 157, lisina 170, arginina 160,
arginina 166, histidina 163, asparagina 216, y una combinacién de los mismos, donde los nimeros corresponden a
las posiciones residuales de la SEC ID N® 29, méas preferiblemente donde la sustitucion de aminodacidos se
selecciona del grupo formado por T125; T252A; T225S; T225N; N216A; K157Q; R160Q; H163Q; R166Q; K170T y
una combinacioén de los mismos, donde los nimeros corresponden a las posiciones residuales de NKp46 de la SEC
ID N? 29; o preferiblemente donde la variante del dominio D2 es seleccionada del grupo formado por las SECs ID N®
12 -16.

[0031] La proteina que comprende un fragmento aislado de la region extracelular de Nkp46 puede seleccionarse
del grupo formado por una proteina de fusidon y un conjugado proteico. Preferiblemente, la proteina de fusién
comprende un primer segmento y un segundo segmento, en el que el primer segmento comprende el dominio D2 o
un fragmento del mismo, y en el que el segundo segmento comprende al menos una proteina heteréloga
seleccionada del grupo formado por una inmunoglobulina, una citocina, una proteina inmunomoduladora o péptido,
un receptor de NK ademas de NKp46, una hormona, un factor de crecimiento y fragmentos de los mismos. Méas
preferiblemente la proteina heteréloga es un fragmento de inmunoglobulina, preferiblemente en el que el fragmento
de inmunoglobulina es la region Fc de la IgG1 o preferiblemente en el que el dominio D2 o fragmento del mismo es
seleccionado del grupo formado las SECs ID N® 1 — 10 y 12 — 16; o la proteina de fusién comprende una secuencia
aminoacida seleccionada del grupo formado por las SECs ID N? 17 — 22, 0 en la que la proteina de fusion
comprende una variante del dominio D2 como el primer segmento, en el que la variante comprende al menos una
sustitucion de aminoacidos en el dominio D2 en un residuo seleccionado del grupo formado por treonina 125,
treonina 225, lisina 157, lisina 170, arginina 160, arginina 166, histidina 163, asparagina 216, y una combinacion de
los mismos, donde los nimeros corresponden a las posiciones residuales de la SEC ID N® 29, preferiblemente
donde la fusién de proteinas comprende la regién Fc de la IgG1 como el segundo segmento; mas preferiblemente
donde el primer segmento comprende una secuencia aminoacida seleccionada del grupo formado por las SECs ID
N? 12 — 16; o la citocina se selecciona del grupo formado por IL — 2, IL — 4 e IL — 10; o donde la proteina
inmunomoduladora o péptido se selecciona del grupo formado por una proteina de choque térmico 60 (HSP60) o un
fragmento de la misma, roquinimex, un antigeno de fijacion al complemento de fiebre Q (QFA), un anticuerpo anti -
CD8 y una combinacién de los mismos; o donde el receptor NK ademas de NKp46 es NKG2D; o donde la hormona
es seleccionada del grupo formado por insulina, glucagén y una combinacién de los mismos.

[0032] La composicion puede comprender un anticuerpo especifico para la regién extracelular de NKp46, el
anticuerpo es un anticuerpo son deplecionar. Preferiblemente, el anticuerpo es especifico del dominio D2; o el
anticuerpo es seleccionado del grupo formado por un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico, un
anticuerpo de cadena sencilla y un anticuerpo humanizado; o la composicion comprende una proteina que
comprende un fragmento aislado de la regién extracelular de NKp46; y un anticuerpo especifico para la region
extracelular de NKp46, en el que el anticuerpo es un anticuerpo sin deplecionar.

[0033] La diabetes tipo 1 puede seleccionarse del grupo formado por preinsulitis, insulitis temprana, prediabetes,
diabetes manifiesta y una combinacion de las mismas. Preferiblemente, la composicién se administra siguiendo la
deteccion de al menos uno de los niveles de glucemia en ayunas alterada y los niveles de tolerancia a la glucosa
alterada en el sujeto; o se determind antes o después la administracién de la composicién que comprende ademas
al menos uno de los niveles de glucemia en ayunas y niveles de tolerancia a la glucosa en el sujeto; o la
composicién se administra como una Unica dosis o una dosis multiple, preferiblemente en dosis mudltiple en
intervalos semanales; o la composicién se administra por una via seleccionada del grupo formado por las vias
parenteral, oral, transdérmica y tépica; o la composicién se administra en combinacién con al menos un agente
inmunomodulador o inmunoestimulador, preferiblemente en el que el agente inmunomodulador o inmunoestimulante
es seleccionado del grupo formado por el bacilo de Calmette — Guérin (BCG), la proteina de choque térmico 60
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(HSP60) o un fragmento de los mismos, roquinimex, un antigeno de fijacion al complemento de fiebre Q (QFA), un
anticuerpo anti - CD3, una galactosilceramida, un adyuvante y una combinacién de los mismos.

[0034] Segun otro aspecto, la presente invencion presenta una proteina que comprende un fragmento aislado de
la region extracelular de NKp46 para su uso en la prevencion o tratamiento de la diabetes de tipo 1.

[0035] Segln todavia otro aspecto, la presente invencidon presenta un anticuerpo especifico de la region
extracelular de NKp46 para su uso en la prevencion o tratamiento de la diabetes de tipo 1, en el que el anticuerpo es
un anticuerpo sin deplecionar.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0036]

La Figura 1 muestra resimenes graficos del marcaje de las células beta murinas con diversas proteinas de
fusién, segun la evaluacion de la clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS). Las células beta
aisladas de las cepas BALB / ¢, C57BL / 6 y NOD, las ultimas hembras prediabéticas de 8 semanas y 14 semanas
(NOD - 8W y NOD — 14 W, respectivamente) se incubaron con proteinas de fusién CEA — Ig (control FP), Nkp46 —
Ig, NCR1 — Ig o NKG2D - Ig, junto con un anticuerpo anti - GLUT — 2, donde el uUltimo de los cuales reconoce
especificamente las células beta. Los graficos son representativos de tres experimentos independientes de cada
sistema probado.

La Figura 1 A resume la intensidad de fluorescencia media (MFI) del marcaje celular por cada proteina de fusién.
La Figura 1 B resume el porcentaje de células beta que expresa ligando para cada proteina de fusién.

La Figura 1 C resume cuatro subpoblaciones de células beta (G1, G2, G3, y G4) distinguidas con respecto a la
expresion de los ligandos NCR — 1y GLUT - 2.

La Figura 1 D muestra la citometria de flujo de los gates utilizados para determinar las subpoblaciones de células
beta (G1, G2, G3 y G4) representadas en la Figura 1 C.

La Figura 2 muestra el andlisis utilizando un ensayo del gen indicador BW.

Figura 2 A. Andlisis de citometria de flujo de las células BW y BW transfectadas con NK — p46 — CD3g, utilizando un
anticuerpo monoclonal en NKp46 (histograma delineado en negro). El histrograma gris es el antecedente de tincion
del anticuerpo secundario.

Figura 2 B. Secrecién de IL — 2 de las células BW o BW transfectadas con transfectadas con NK — p46 — CD3¢ a las
48 horas de la incubaciéon con las células beta derivadas de C57BL / 6, BALB / ¢ o ratones NOD hembra
prediabéticos, o con células HelLa de control. Los valores son medias de muestras triplicadas. Representativa de
seis experimentos independientes.

La Figura 3 muestra que NKp46 — Ig reconoce a las células beta murinas y humanas in situ.

Figura 3 A. Se obtuvieron secciones integradas en parafina de tejidos pancredticos a través de una autopsia de un
humano no diabético y de ratones NOD y BALB / ¢ hembra, tefidas con NKp46 — Ig o NKp46D1 — Ig (control FP). La
ampliacion es x200 para las imagenes principales y x50 para las inserciones. Los resultados son representativos de
seis experimentos independientes.

Figura 3 B. Secciones integradas en parafina de los tejidos pancreéaticos obtenidos en la etapa embrionaria E20
(parte superior; las flechas indican islotes) y ratones NOD hembra con edades de varias semanas (s) durante el
desarrollo de la diabetes tefidas con NKp46 — Ig. La ampliacion es x100 para las imagenes principales y x50 para
las inserciones. Los resultados son representativos de cuatro experimentos independientes.

Figura 3 C. Glandulas salivales derivadas de ratones NOD y BALB / ¢ hembra y tefiidas con NKp46 — Ig o NKp46D1
— Ig (control FP). La ampliacion es x200 (panel superior), y x50 (paneles medio e inferior). Los resultados son
representativos de tres experimentos independientes.

Figura 3 D. Tejidos normales derivados de ratones NOD y BALB / c y tefiidos con NKp46 — Ig. La ampliacion es x100
(pulmén, higado y tiroides), o x40 (musculo y bazo). Los resultados son representativos de tres experimentos
independientes.

Figura 3 E - G. Se incubaron secciones integradas en parafina de los tejidos pancreaticos derivados de ratones
BALB / ¢ (Figura 3 E), ratones NOD hembra (Figura 3 F) y de una autopsia de un humano no diabético (Figura 3G),
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con anticuerpos antiinsulina marcados diferencialmente y NKp46 — Ig o NKp46D1 — Ig (control FP). Escalas: 10 um.
Los resultados son representativos de cuatro experimentos independientes.

Figura 3 H. Se incubaron secciones integradas en parafina de los tejidos pancreaticos derivados de ratones BALB /¢
con anticuerpos antiinsulina marcados diferencialmente, NKp46 — Ig y anticuerpos anti - somatostatina o
antiglucagon. Los resultados son representativos de cuatro experimentos independientes.

Figura 3 I. Tejidos del tiroides y del bazo de una autopsia de un humano no diabético tefiidos con NKp46 — Ig, y
tincion nuclear con el colorante DAPI intercalado en el ADN. Los resultados son representativos de cuatro
experimentos independientes.

La Figura 4 muestra destruccion mediada por NKp46 de las células beta.

Figura 4 A. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas de la secrecién de IFN —y por células NK purificadas de
ratones NCR — 1’9" (KO) o ratones NCR — 19° 9" (HET) activadas con &cido poli - inosinico — poli — citidilico e
incubadas durante 48 horas con células beta derivadas de ratones C57BL / 6, BALB / ¢ o NOD prediabéticos
hembra. RMS, linea celular de rabdomiosarcoma inducida por metilcolantreno (control positivo). *p < 0,05 (prueba t
de Student).

Figura 4 B. Se cocultivaron células NK de esplenocitos con diversas células beta, células YAC — 1 y Hela, tefidas
con aloficocianina conjugada con anticuerpo CD107a y seleccionadas en células NK (GFP*/ CD3 ). El experimento
se realizo en un efector en una proporcion diana de 1:1. Las células positivas CD107a se mostraron como el % del
total de células NK. *p < 0,05.

Figura 4 C. Células NK obtenidas de los islotes pancreaticos (PNK) o de los ganglios linfaticos pancreaticos (PLN
NK) de ratones NOD prediabéticos hembra de 12 semanas (n = 6 — 7) que se tifieron con aloficocianina conjugada
con anticuerpo CD107a y seleccionada en las células positivas NCR -1. Las células positivas CD107a se muestran
como el % total de células NK. *p = 0,0014.

La Figura 5 muestra que el desarrollo de la diabetes es alterado en la ausencia de NKp46.

Figura 5 A. Andlisis de Kaplan — Meyer del desarrollo de la diabetes en ratones NCR — 179" (KO) o ratones NCR —
19P /9% \WT) tras la inyeccion de estreptozotocina (LDST). P < 0,010 (prueba logrank). Los datos son representativos
de tres experimentos independientes.

Figura 5 B. Concentraciones de glucosa en sangre hasta 45 dias después de la primera inyeccion de
estreptozotocina. La linea discontinua representa los niveles de glucosa > 250 mg / dl. Los datos son representativos
de tres experimentos independientes.

Figura 5 C. Grado de insulitis en NCR — 19" (KO) o ratones NCR — 19°/9" (WT) 16 dias después de la inyeccion de
estreptozotocina (LDST). Los tejidos pancreaticos se evaluaron por el grado de insulitis calculado como el porcentaje
de los islotes por ratéon en cada etapa de insulitis (p = 0,043 por la prueba )(2 de Pearson). Los datos son
representativos de dos experimentos independientes.

La Figura 6 muestra que las células NK se acumulan en el pancreas durante el desarrollo de la diabetes.

Las células NK en el pancreas de ratones NOD hembra (modelo NOD; Figura 6 A) o ratones NCR — 19% /%
inyectados con estreptozotocina (modelo LDST; Figura 6 B) se identificaron por tincion con NCR — 1 antiraton
(modelo NOD; Figura 6 A) o como células positivas de GFP (modelo LDST; Figura 6 B). Las células se tifieron
durante varias etapas de insulitis y desarrollo de la diabetes. Para cada etapa, los linfocitos se purificaron a partir de
2 — 3 tejidos pancreaticos derivados de ratones NOD hembra y ratones NCR — 19 /e excepto en las etapas
embrionarias y preinsulitis para las que se utilizaron 8 — 10 tejidos pancredticos. Los graficos resumen los
porcentajes medios de las células NK obtenidas de tres experimentos independientes en cada modelo.

La Figura 7 muestra que el tratamiento con proteinas de fusién NKp46 evita el desarrollo de diabetes en ratones
NOD. El desarrollo de diabetes (nivel de glucosa en sangre por encima de 250 mg / dl en dos mediciones
consecutivas) en ratones NOD hembra tratados con NKp46 — Ig (circulos), NCR — 1 (triangulos) o NCR1 — t
(cuadrados), cada uno se inyectaron a 0,005 g / kg de peso corporal por via intraperitoneal dos veces a la semana, o
PBS (rombos en negro) comenzando a las 6 semanas hasta las 24 semanas (s) de edad (tratamiento (Tx) flechas
superiores). P < 0,0002, proteina de fusion contra PBS (analisis de Kaplan — Meyer, prueba logrank). Los datos son
representativos de dos experimentos independientes con 8 — 9 ratones por grupo.

La Figura 8 muestra una funcién de NKp46 alterada.

La Figura 8 A muestra la expresion CD107a de las células aisladas de los esplenocitos NOD preincubados con
suero (eje horizontal) y luego se incubd con células beta en un efector: proporcién diana 1:1. Las células NK se
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identificaron por la expresién NCR -1. Las células CD107a* se presentan como el % total de células NK. **p < 0,05
(prueba t de Student). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

La Figura 8 B muestra la citometria de flujo de las células NK derivadas de esplenocitos de ratones tratados con
proteina de fusién (histograma delineado en negro) o ratones tratados con PBS (histogramas en gris) a las 36
semanas de edad y se tifieron con anti - NCR-1. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

Figuras 8 C y 8 D. Células CD107a* entre células NK derivadas de los esplenocitos de ratones de 36 semanas
tratados con PBS o proteina de fusion, se trataron los diversos grupos con NKp46 y el grupo PBS a las 36 semanas,
incubadas con células beta (Figura 8 C) y varias células diana (Figuras 8 D) en un efector: proporcién diana 1:1 y
tefiidas con aloficocianina conjugada con anticuerpo anti - CD107a. Los graficos son seleccionados en las células
positivas NCR -1. Las células CD107a* se muestran como el % total de células NK. **p < 0,001 (prueba t de
Student). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

La Figura 9 muestra que el tratamiento de NKp46 en una etapa tardia prediabética previene el desarrollo de la
diabetes.

Figura 9 A. Desarrollo de diabetes en ratones NOD tratados con NKp46 — Ig (cuadrados en gris), NCR1 — Ig
(triangulos en negro), CEA — IG (control FP; circulos) o PBS (rombos en negro) comenzando a las 11 — 12 semanas
(s) de edad y continuando hasta las 20 semanas (n = 8 — 9 por grupo). P < 0,001, NKp46 — Ig y NCR1 — Ig contra
control FP y PBS (andlisis de Kaplan — Meyer, prueba logrank). Los datos son representativos de dos experimentos
independientes.

Figura 9 B. Células NK aisladas de linfocitos de sangre periférica de ratones de 16 semanas tratados (tratamiento
mostrado en el eje x) y tefidas con anticuerpo de cabra NCR -1 antiraton. Se muestra la intensidad de fluorescencia
media (MFI) de la tincion de NCR1. *p < 0,05 (prueba t de Student). Los datos son representativos de dos
experimentos independientes.

Figura 9 C. Células CD107a" entre las células NK patogénicas derivadas de los islotes de ratones tratados y tefidas
con CD107a. Los gréaficos son seleccionados en las células NCR -17. Las células CD107a" se muestran como el %
total de células NK. *p < 0,03 para CEA — Ig contra NCR1 —Ig, y p < 0,007 para CEA — Ig contra NKp46 - Ig (prueba
t de Student). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0037] Los presentes inventores revelaron en la presente por primera vez que una proteina de fusion que contiene
el dominio D2 de NKp46 fusionado a la parte Fc de la IgG es eficaz para la prevencién de la diabetes tipo 1, cuando
se administra en la etapa prediabética temprana o tardia. Ademas, se revela en la presente por primera vez que en
una realizacion alternativa, la diabetes de tipo 1 puede evitarse mediante la administracién de anticuerpos
especificos para el dominio D2 de NKp46.

Definiciones

[0038] El término “NKp46” tal y como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier homélogo humano o no
humano, ortélogo o isoforma del receptor de citotoxicidad natural humano conocido como NKp46, que incluye por
ejemplo aquellos con los nimeros de acceso GenBank CAA04714; CAA06872; CAA06873; CAA06874; AAH42788 o
NP_034876.

[0039] Los términos “sujeto” y “paciente” tal y como se utilizan en la presente, se refieren a cualquier sujeto
individual para el que se desea la prevencion o tratamiento de diabetes, que incluyen humanos y mamiferos no
humanos, como primates, bovinos, ovinos, caninos, felinos y roedores. También se incluyen sujetos implicados en
los ensayos de investigacion clinica que no muestran signos clinicos de enfermedad, o sujetos implicados en
estudios epidemioldgicos, o sujetos utilizados como controles.

[0040] Los términos “anticuerpo sin deplecionar” y “anticuerpo no citotoxico” se refieren indistintamente a un
anticuerpo que no asesina sustancialmente, destruye o elimina una célula portadora del antigeno especifico que se
reconoce por el anticuerpo particular. Se entiende que la célula puede ser un organismo unicelular, o puede ser una
célula de un organismo multicelular, y abarca a células sustancialmente aisladas del organismo y / u 6rgano de
origen.

[0041] Las formas singulares “un / una”, y “el / 1a” incluyen referentes plurales a no ser que el contexto indique
claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, referencia a “un anticuerpo” incluye uno o mas de dichos anticuerpos y
equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la materia, etc.

Diabetes
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[0042] La diabetes tipo 1 (también conocida como diabetes inmunomediada) se caracteriza por la pérdida de
células beta productoras de insulina de los islotes de Langerhans en el pancreas dando como resultado la
deficiencia de insulina. La diabetes tipo 1 se asocia a un ataque autoinmune mediado por células T en células beta,
y no se conocen medidas de prevencion para la enfermedad, que causa aproximadamente el 10 % de los casos de
diabetes en Norte América y Europa. Las personas mas afectadas estan saludables y tienen un peso saludable
cuando se produce el inicio de esta. La sensibilidad y reactividad a la insulina son normales, especialmente en las
etapas tempranas. La diabetes tipo 1 puede afectar tanto a nifios como a adultos pero se denominé tradicionalmente
“diabetes juvenil” ya que representa la mayoria de los casos de diabetes en nifios.

[0043] Diabetes tipo 2 (anteriormente conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID), o
diabetes del adulto) es un trastorno caracterizado por la glucosa en sangre alta en el contexto de resistencia a la
insulina y la deficiencia relativa de insulina. Los factores de riesgo asociados con la incidencia de diabetes tipo 2
incluyen obesidad, hipertension, colesterol alto (hiperlipidemia combinada), sindrome metabdlico y antecedentes
genéticos. La diabetes tipo 2 representa alrededor del 90 % de los casos de diabetes en EE. UU., y ha aumentado
de manera significativa en la incidencia durante las Ultimas décadas, debido principalmente a factores de estilo de
vida.

[0044] Los sintomas clasicos de diabetes son poliuria (miccion frecuente), polidipsia (aumento de la sed) y
polifagia (aumento del apetito). Los sintomas pueden desarrollarse con bastante rapidez (semanas o meses) en la
diabetes tipo 1, en particular en nifios. Sin embargo, los sintomas de la diabetes tipo 2 se desarrollan generalmente
de forma mas lenta y pueden ser sutiles o completamente ausentes. La diabetes (los dos tipos) puede también
causar una rapida pérdida significativa de peso (a pesar de una alimentaciéon normal o aumentada) y fatiga mental
irreducible.

[0045] Los pacientes con diabetes tipo 1 pueden asimismo presentar inicialmente cetoacedosis diabética, un
estado extremo de la desregulacién metabdlica caracterizada por el olor de acetona en el aliento del paciente; una
rapida y profunda respiracién conocida como respiracion de Kussmaul; poliuria, nduseas, vomitos y dolor abdominal;
y cualesquiera de los muchos estados alterados de conciencia o excitacion. En casos graves, a esto puede seguir
coma, hasta la morir.

[0046] El diagnostico final de la diabetes de tipo 1y tipo 2 se realiza determinando las concentraciones de glucosa
en sangre.

[0047] Taly como se utiliza en la presente, el término “diabetes manifiesta” se refiere a un diagnéstico de diabetes
completa en un sujeto basado en los niveles de glucosa en plasma, por ejemplo, en humanos con un nivel de
glucosa en plasma en ayunas = 7,0 mmol / | (126 mg / dl); o en una prueba de tolerancia a la glucosa oral, 2 horas
después de la ingesta de una dosis oral de 75 g, un nivel de glucosa en plasma =11,1 mmol / | (200 mg / dl); o
sintomas de hiperglucemia y nivel de glucosa en plasma casual = 11,1 mmol / | (200 mg / dl); o estandares
equivalentes determinados para especies no humanas. Los mencionados anteriormente son criterios de diagnostico
ampliamente aceptados para la diabetes humana (Organizacién Mundial de la Salud 2006. Definicién y diagnostico
de diabetes mellitas e hiperglucemia intermedia. Ginebra, Suiza). La hemoglobulina glicosilada (hemoglobulina A1C)
igual o superior a 6,5 % puede también considerarse un diagndstico para la diabetes humana, a pesar de no ser
aceptada de manera uniforme entre las organizaciones de salud (Mayfield Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus: New Criteria. Am Fam Physician. 1998 Oct 15; 58(6): 1355 - 62, 1369 - 70).

[0048] Tal y como se utiliza en la presente, el término “prediabetes” se refiere a la ocurrencia de cualquiera o
ambas de glucosa en ayunas alterada y tolerancia de glucosa alterada en un sujeto. Por ejemplo en humanos, un
nivel de glucosa en ayunas que oscila entre 100 y 125 mg / dL (5,6 a 6,9 mmol / L) es indicativo de glucosa en
ayunas alterada, y un nivel de glucosa en plasma en o por encima de 140 mg / dL (7,8 mmol / L), pero no mas de
200 mg /dL (11,1 mmol / L), dos horas después de una carga de 75 g de glucosa oral, es indicativo de tolerancia de
glucosa alterada. El término también abarca los estdndares equivalentes determinados para las especies no
humanas.

[0049] Tal y como se utiliza en la presente, el término “hiperinsulinemia” se refiere a la aparicion de niveles
elevados de insulina circulante, por ejemplo un valor de insulina sérica en ayunas por encima de 19 uU / ml para
humanos, o el estandar equivalente determinado por las especies no humanas. La hiperinsulinemia es un marcador
de resistencia a la insulina, un correlato del sindrome metabdlico, y un precursor establecido de diabetes tipo 2
(Carnethon et al., Risk Factors for Progression to Incident Hyperinsulinemia: The Atherosclerosis Risk in
Communities Study, 1987 - 1998).

[0050] Tal y como se utiliza en la presente, el término “insulitis” se refiere a la ocurrencia de la infiltracién linfocitica
en los islotes de Langerhans, de manera que los islotes afectados han perdido la mayoria de sus masas — células
beta y s6lo tienen células beta residuales (por ejemplo, se conserva menos del 20 % de masa — célula beta). Del
mismo modo, los términos “preinsulitis” e “insulitas temprana” se refieren a las etapas tempranas de la infiltracion
linfocitica caracterizadas por un menor grado de pérdida de células beta, de manera que la masa — células beta
conservada en la preinsulitis es de 60 a mas del 80 %, y en la insulitis temprana oscila entre el 20 y el 60 %.
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Proteinas NKp46 y produccién de las mismas

[0051] Los términos “proteina” y polipéptido” se utilizan en la presente indistintamente para referirse a formas
poliméricas de aminodacidos de cualquier longitud, que pueden incluir aminoacidos codificados y no codificados,
aminoacidos modificados quimica o biolégicamente derivatizados, y polipéptidos que tienen segmentos principales
peptidicos modificados. El término incluye proteinas de fusion, que incluyen, pero no se limitan a proteinas de fusion
con una secuencia de amindcidos heteréloga, fusiones con secuencias lider heterélogas u homélogas, con o sin
residuos de metionina N — terminal; proteinas marcadas inmunolégicamente; y similares.

[0052] Una proteina de interés o fragmento de la misma para su uso en la presente invencién puede obtenerse en
una forma aislada por la expresién de un acido nucleico recombinante que codifica el polinucleético o por sintesis
quimica. Tal y como se utiliza en la presente, el término “aislado” describe un compuesto de interés (por ejemplo un
polipéptido) que estd en un entorno diferente en el que el compuesto ocurre naturalmente o se produce. “Aislado”
incluye componentes que estan en muestras que son sustancialmente enriquecidas por el compuesto de interés y / o
en el que el compuesto de interés esta parcial o sustancialmente purificado.

[0053] Tal y como se utiliza en la presente, una “proteina de fusion” o “péptido quimérico” se refiere a una proteina
o polipéptido que comprende un primer segmento que es una primera proteina de origen natural o polipéptido o un
fragmento de la misma fusionada a un segundo segmento que es una proteina o polipéptido diferente o un
fragmento de los mismos fusionado. Una proteina de fusién para su uso en la invencion que contiene el dominio D2
de NKp46 o una parte de unién al ligando de la misma fusionado con la region Fc de la IgG1, ejemplos incluidos en
las SECs ID N2 17 — 22,

[0054] Tal y como se utiliza en la presente, un “conjugado de proteina” o “multimero de proteina” se refieren
indistintamente a una estructura de complejo de dos o mas cadenas polipeptidicas asociadas es decir, subunidades
de proteinas, opcionalmente comprenden uno 0 mas enlaces o separadores. Las subunidades pueden ser distintas
entre si pero también pueden ser idénticas al menos algunas subunidades, y las asociaciones entre y en medio de
varias subunidades y enlaces pueden ser covalentes, no covalentes, iénicas u otros tipos de interacciones.

[0055] EI término “molécula de &acido nucleico recombinante” tal y como se utiliza en la presente se refiere a una
molécula de acido nucleico que se compone de segmentos de acido nucleico unidos por medios de técnicas
biolégicas moleculares.

[0056] El término “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante” tal y como se utiliza en la presente se
refiere a una molécula proteica que se expresa a partir de una molécula de acido nucleico recombinante. El
polipéptido NKp46 puede ser una region extracelular completa de cualquier proteina NKp46. El polipéptido NKp46
puede incluir los dominios D1 y D2 de la region extracelular, o puede limitarse al dominio D2 y estar sustancialmente
desprovisto del dominio D1, por ejemplo, como en las SECs ID N® 1 — 4, o puede incluir una parte pequefa de D1y
una parte mayor de D2, por ejemplo, como en las SEC ID N¢ 5, o puede corresponder a un fragmento relativamente
corto de D2, por ejemplo, como en las SECs ID N2 6 — 8.

[0057] Un dominio D2 para su uso en la invencion puede ser seleccionado de la SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC
ID N2 3, SEC ID N® 4, SEC ID N° 9y SEC ID N? 10. En realizaciones particulares, un fragmento aislado para su uso
en la invenciéon comprende una secuencia aminoacida seleccionada de las SECs ID N2 1 —10.

[0058] Los polipéptidos comprendidos por la invencién incluyen asimismo proteinas de fusion que contienen una
region extracelular o un fragmento del mismo fusionado en una secuencia aminodcida no relacionada. Las
secuencias no relacionadas pueden ser dominios funcionales adicionales o péptidos sefal. Por ejemplo, una
proteina de fusiéon puede incluir el dominio D2 o un fragmento del mismo como primer segmento, y al menos una
proteina heter6loga como segundo fragmento. Ejemplos de proteinas heter6logas adecuadas incluyen
inmunoglobulinas, citocinas, proteinas inmunomoduladores o péptidos, un receptor NK ademés de NKp46,
hormonas, factores de crecimiento y fragmentos de los mismos. En una realizacién particular, la proteina heteréloga
es la regiéon Fc de la IgG1.

[0059] Los polipéptidos pueden ser aquellos con sustituciones conservativas de aminoacidos, por ejemplo, uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, 10 0 mas sustituciones. Las sustituciones conservativas incluyen
normalmente sustituciones en los siguientes grupos: glicina y alanina, valina, isoleucina, y leucina; acido aspartico y
acido glutamico; asparagina, glutamina, serina y treonina; lisina, histidina y arginina; y fenilalanina y tirosina. Los
polipéptidos pueden ser ademas aquellos con deleciones o adiciones de aminodcidos, siempre que dichas
mutaciones no resten valor sustancialmente de la capacidad de la proteina NKp46 en la funcion de prevenir o tratar
la diabetes, en comparacién con la proteina de tipo salvaje.

[0060] Las sustituciones aminoacidas pueden realizarse para eliminar los sitios de glicosilacién en el domino D2.

Dichas sustituciones se revelan por ejemplo en la publicacién de solicitud de patente EE. UU N® 2007 / 0203054. Las
sustituciones de aminoacidos pueden realizarse para eliminar ciertos sitios de unién al ligando en el dominio D2,
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como los sitios de unién a heparina. Dichas sustituciones se revelan por ejemplo en el documento 2005/051973. Las
sustitucion de aminoacidos puede ser en un residuo seleccionado de treonina 125, treonina 225, lisina 157, lisina
170, arginina 160, arginina 166, histidina 163, asparagina 216, o una combinacién de los mismos, donde los
nameros corresponden a las posiciones residuales de NKp46 de la SEC ID N® 29. Ejemplos de una sustitucion
aminoacida incluyen T125A; T225A; T225S; T225N; K157Q; R160Q; H163Q; R166Q; K170T; N216A y cualquier
combinacion de los mismos; donde los nimeros corresponden a las posiciones residuales de NKp46 de la SEC ID
N¢ 29. Se debe entender que en las proteinas y los fragmentos utilizados para la invencion, los nimeros de posicion
de los aminoacidos pueden diferir de los anteriormente mencionados, segun el uso de secuencias que difieren de la
SEC ID N2 29, los ultimos corresponden a la isoforma a NKp46 completa.

[0061] Ejemplos de fragmentos de proteina NKp46 que tienen varias sustituciones aminoacidas en la variante del
dominio D2 incluyen las SECs ID N? 12 — 17. En una realizacién particular, la proteina de fusion comprende una
variante del dominio D2 como primer segmento, en el que la variante comprende al menos una sustitucién
aminoacida en el dominio D2. En una realizacién particular, la proteina de fusion comprende la variante del dominio
D2 como primer segmento, y ademas comprende la region Fc de la IgG1 como segundo segmento. Las proteinas de
fusion comprenden una variante del dominio D2 que incluye las de las SECs ID N° 18 — 22.

[0062] Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se utilizan indistintamente en la presente para referirse a
formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucleétidos, que incluyen
pero no se limitan a, ADN o ARN monocaterinario, bicatenario o multicatenario, ADN genémico, ADNc, hibridos ADN
— ARN, o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina u otras naturales, modificadas quimica o
bioquimicamente, no naturales, o bases nucleétidas derivatizadas. Se incluyen ademas ARNm o ADNc que
comprenden secuencias intronicas (véase por ejemplo Niwa et al. (1999) Cell 99(7): 691 - 702). El segmento
principal del polinucleétido puede comprender grupos de azlcar y fosfato (como se encuentran normalmente en el
ARN o ADN), o grupos fosfato o de azdcar modificados o sustituidos. Alternativamente, el segmento principal del
polinucleétido puede comprender un polimero de subunidades sintéticas como fosforamitidas y por lo tanto puede
ser un oligdbmero oligodesoxinucledsido fosforamidato o un oligdmero mixto de fosforamidato — fosfodiéster
mezclado. Peyrottes et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24:1841 - 1848; Chaturvedi et al (1996) Nucl. Acids Res. 24: 2318
- 2323. Un polinucledtido puede comprender nucleétidos modificados, como nucleétidos metilados y analogos de
nucleétidos, uracilo, otros azucares, y grupos de union como fluororibosa y tioato, y ramas de nucleétidos. La
secuencia de nucledtidos puede ser interrumpida por componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede
modificarse ademas después de la polimerizacién, como por conjugacién con un componente de marcaje, por
recubrimiento, por sustituciéon de uno o mas nucleétidos que se producen de forma natural con un analogo, y por
introduccion de medios para la union del polinucleétido a las proteinas, iones metalicos, componentes de marcaje,
otros polinucle6tidos, o un soporte sélido.

[0063] Un gen o proteina NKp46 pueden identificarse basandose en su similitud con el gen o proteina NKp46,
respectivamente. Las caracteristicas de la invencién utilizadas de los fragmentos del dominio D2 NKp46 aislados
son al menos idénticas al 50 % (0 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 0 98 %) a las secuencias de aminoacidos de las
SECs ID N2 1 — 10. Dichos polipéptidos pueden producirse por métodos recombinantes utilizando &cidos nucleicos
que codifican al correspondiente polipéptido, o pueden extraerse alternativamente a partir de los tejidos, o producirse
quimicamente. La determinacién del porcentaje de identidad entre las dos secuencias se consigue utilizando el
algoritmo matematico de Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873 - 5877. Dicho algoritmo se
incorpora a los programas BLASTN y BLASTP de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215,403 - 410. Las busquedas
nucleétidas de BLAST se realizan con el programa BLASTN para obtener homdlogos de secuencias nucleétidas en
NKp46 que codifican &cidos nucleicos. Las busquedas de las proteinas en BLAST se realizan con el programa
BLASTP para obtener homélogos de secuencias de aminoacidos en el polipéptido NKp46. Para obtener
alineamientos gapped para fines comparativos, se utilizd Gapped BLAST tal y como se describe en Altschul et al
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389 - 3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se utilizan
los parametros por defecto de sus respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

[0064] La hibridacién puede utilizarse también como medida de la homologia entre dos secuencias de acido
nucleico. Un NKp46 que codifica una secuencia de acido nucleico, o una parte de la misma, puede utilizarse como
una sonda de hibridacion segun las técnicas de hibridacion estandar. La hibridacién de una sonda NKp46 en ADN o
ARN de la fuente de prueba (por ejemplo, una célula de mamifero) es un indicativo de la presencia de ADN o ARN
de NKp46 en la fuente de prueba. Las condiciones de hibridacion son conocidas por los expertos en la materia
(véase, por ejemplo Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1 - 6.3.6, (1991)).

[0065] Pueden producirse vectores de expresién de NKp46 recombinantes que contienen un dominio D2 de
NKp46 que codifica la secuencia operablemente unida a elementos reguladores transcripcionales / traduccionales.
Pueden utilizarse métodos ya conocidos por los expertos en la materia para construir dichos vectores de expresion
(Véanse, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Ed.) Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y., (1989); y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology Green Publishing Associates and
Wiley Interscience, N.Y., (1989)).
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[0066] Los acidos nucleicos que codifican NKp46 pueden obtenerse a partir de células de un sujeto humano o no
humano, en particular células NK, utilizando cebadores oligonucleétidos y técnicas de amplificacién, y el ADN
amplificado se une a un vector de expresion apropiado.

[0067] Los vectores de expresion pueden codificarse, ademas en un polipéptido NKp46, una segunda secuencia
no relacionada a NKp46, como un indicador, un marcador, un péptido sefal, o una secuencia proteica heteréloga util
para la prevencion o tratamiento de la diabetes. Las moléculas de acido nucleico recombinantes pueden contener
una secuencia sefal que es la secuencia sefal nativa de NKp46 o una secuencia sefial heterdloga. El polipéptido
NKp46 completo, o un fragmento del mismo, puede fusionarse a dichas secuencias sefial y / o polipéptidos
adicionales. Del mismo modo, las moléculas de &acido nucleico de la invencion pueden codificar la forma madura de
NKp46 o una forma que incluye un polipéptido exégeno que facilita la secrecién.

[0068] En consecuencia, el acido nucleico que codifica NKp46 puede formar parte de un gen hibrido que codifica
secuencias polipeptidicas adicionales. Generalmente, el gen hibrido codificara un polipéptido con un primer
segmento y un segundo segmento; el primer segmento es un fragmento de NKp46 y la segunda porcion es por
ejemplo, una inmunoglobulina, una citocina, una proteina inmunomoduladora o péptido, un receptor NK ademas de
NKp46, una hormona, un factor de crecimiento o un fragmento de los mismos. Un ejemplo de fragmento de la
proteina heteréloga adecuado es un fragmento de inmunoglobulina, en particular la region Fc de la IgG1. En una
realizacién particular, el gen hibrido codifica una proteina de fusién que comprende el dominio D2 o un fragmento del
mismo como primer segmento, y la region Fc de la IgG1 como segundo segmento. Los polinucleétidos utiles para la
produccion de proteinas de fusion de la invencion incluyen las SECs ID N 23 — 28.

[0069] Los sistemas de expresién que pueden utilizarse para la produccion de NKp46 y otras proteinas
recombinantes incluyen pero no se limitan a microorganismos como bacterias, levaduras, sistemas celulares de
plantas, sistemas celulares de insectos o sistemas celulares de mamiferos, que pueden ser transformados,
infectados o transfectados, segln sea el caso, con vectores de expresién recombinantes apropiados o constructos
que contienen una molécula de &cido nucleico relevante. También son utiles como células huésped células primarias
0 secundarias obtenidas directamente de un mamifero y transfectadas con un vector plasmido o infectadas con un
vector viral.

[0070] Pueden entonces utilizarse las células transfectadas o transducidas con dichos vectores de expresion, por
ejemplo, para escalas grandes o pequefias de la produccion in vitro de un polipéptido NKp46 o fragmento del mismo
por métodos conocidos en la disciplina. Dichos métodos implican el cultivo de células en condiciones que maximizan
la produccién del fragmento polipéptido o antigénico y lo aislan de las células o del medio de cultivo.

Anticuerpos

[0071] El término "anticuerpo” se utiliza en este documento en el sentido mas amplio y abarca especificamente
anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos de cadena Unica y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, F (ab ')
2, Fab ', Fab, Fv), siempre y cuando se unan especificamente a un antigeno diana o epitopo de interés.

[0072] El término "epitopo”, como se usa aqui se refiere a esa porcion de un antigeno que es reconocido
especificamente por un anticuerpo particular y hace contacto con la regién de unién a antigeno de ese anticuerpo.
Cuando una proteina o un fragmento de una proteina es inmunogénica en un animal huésped, numerosas regiones
de la proteina pueden inducir la produccién de anticuerpos que se unen especificamente a una regién dada o
estructura tridimensional en la proteina; estas regiones o estructuras se conocen como "epitopos" o "determinantes
antigénicos". Un determinante antigénico puede competir con el antigeno intacto que provocé la respuesta inmune,
para la unién a un anticuerpo. Un epitopo puede ser en si mismo una region de un anticuerpo, por ejemplo, la region
de unién a antigeno, o una region Fc especifico de la especie.

[0073] El término "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un Unico
sitio antigénico. Ademas, en contraste con (policlonales) las preparaciones de anticuerpos convencionales que
tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo como el obtenido de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse
que se requiere la produccion del anticuerpo mediante cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que se van a utilizar segun la presente invencién se pueden hacer por el procedimiento
del hibridoma descrito primero por Kohler et al. (1975) Nature 256: 495, o puede hacerse por métodos de ADN
recombinante (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N°.4,816,567). Los "anticuerpos monoclonales" también
pueden aislarse a partir de bibliotecas de anticuerpos en fagos, como se conoce en la técnica, por ejemplo usando
técnicas como las descritas en Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581
- 597.
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[0074] Las formas "humanizadas" (por ejemplo, murino) de anticuerpos no humanos son anticuerpos quiméricos
que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region
hipervariable del receptor se sustituyen por residuos de una region hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante), como ratén, rata, conejo o primate no humano que tienen la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region marco (FR) Fv de la inmunoglobulina humana se
sustituyen por los correspondientes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas
modificaciones se realizan para refinar aiun mas el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en que todos o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
también comprendera, opcionalmente, al menos una porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc),
tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para més detalles, véase Jones et al, Nature 321: 522 - 525 (1986);
Riechmann et al., Nature 332: 323 - 329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593 - 596 (1992).

[0075] Los anticuerpos quiméricos se preparan tipicamente mediante corte y empalme de los genes (de una
especie) para una molécula de anticuerpo especifico para un antigeno particular, junto con genes de otras especies
de moléculas de anticuerpos con actividad biolégica apropiada. Puede ser deseable transferir las regiones de unién
a antigeno (por ejemplo, Fab ', F (ab")., Fab, Fv, o regiones hipervariables) de anticuerpos de una especie en el
marco de un anticuerpo de otras especies mediante técnicas de ADN recombinante para producir una molécula
quimérica. Los métodos para producir tales moléculas se describen en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°.
4.816.567; 4.816.397; 5.693.762, y 5.712.120. Un anticuerpo monoclonal humano o una(s) porcion(es) del mismo se
pueden identificar mediante el cribado de una biblioteca de ADNc de células B humanas de moléculas de acido
nucleico que codifican anticuerpos que se unen especificamente a un antigeno asociado a un tumor segun el
método general establecido por Huse et al. (Science 246: 1275 81 (1989)). La molécula de acido nucleico puede
entonces clonarse y amplificarse para obtener secuencias que codifican el anticuerpo (o el dominio de union al
antigeno) de la especificidad deseada. La tecnologia de visualizacién de fagos ofrece otra técnica para la seleccion
de anticuerpos que se unen a antigenos asociados a tumores, fragmentos, derivados o analogos de los mismos
(véase, por ejemplo, publicaciones de patente internacional WO 91/17271 y WO 92/01047;. Huse et al., supra.)

[0076] Las técnicas para la produccién de anticuerpos de cadena Unica se describen por ejemplo en las patentes
de EE.UU. N2 4.946.778 y 5.969.108.

[0077] Los anticuerpos biespecificos pueden ser anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de union
para, al menos, dos antigenos diferentes. Por ejemplo, una de las especificidades de unién puede ser para
NKp46D2 y la otra es para cualquier otro antigeno, por ejemplo, un receptor un receptor de NK diferente, por
ejemplo, NKG2D. Los métodos de generacion de anticuerpos biespecificos se describen, por ejemplo, en Suresh et
al., (Methods in Enzymology 121: 210 (1986)).

[0078] Los anticuerpos producidos mediante cualquier método se pueden purificar por métodos conocidos, como
se describe por ejemplo, en Harlow y Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York (1999).

[0079] Los términos "interactia especificamente" y "se une especificamente” y los términos relacionados
gramaticales se utilizan aqui de forma intercambiable para referirse a alta avidez y / o alta afinidad de unién entre un
anticuerpo y su epitopo. La unién de un anticuerpo a su epitopo es mas fuerte que la unién del mismo anticuerpo a
cualquier otro epitopo, particularmente aquellos que pueden estar presentes en moléculas en asociacién con, o en la
misma muestra, que el polipéptido especifico de interés. Los anticuerpos que se unen especificamente a un
polipéptido de interés pueden ser capaces de unirse a otros polipéptidos a un nivel débil, pero todavia detectable
(por ejemplo, al 10% o menos de la unién mostrada al polipéptido de interés). Esta unién débil, o unién de fondo, es
facilmente discernible de la unién especifica del anticuerpo al compuesto o polipéptido de interés, por ejemplo,
mediante el uso de controles apropiados.

[0080] En realizaciones particulares, la invencién implica la deteccién de anticuerpo especifico para NKp46 en una
muestra de fluido bioloégico de un sujeto, después de la administracién al sujeto de una composicién que comprende
un fragmento de proteina aislada de la regién extracelular de NKp46. En otras formas de realizacién, los métodos de
la invencién comprenden la administracién pasiva de anticuerpos preparados para el sujeto.

[0081] Las muestras de fluidos bioldgicos incluyen sangre, plasma, suero, saliva, orina, liquido cefalorraquideo,
semen, lagrimas o moco. En realizaciones particulares, la muestra de fluido bioldgico es plasma o suero.

[0082] Las muestras preparativas incluyen las obtenidas de los sistemas utilizados para la produccion de

anticuerpos, tales como, por ejemplo, liquido ascitico, sobrenadantes de cultivo de células, sobrenadantes de la
biblioteca de fagos y las formas secretadas de los mismos.
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[0083] Los inmunoensayos para la deteccion de muestras del anticuerpo especifico para NKp46 o el anticuerpo
especifico a D2 de NKp46 (también denominados respectivamente en la presente como "anticuerpo anti - NKp46" y
"anticuerpo anti - NKp46D2") son conocidos en la técnica y se pueden utilizar facilmente para la deteccion de
anticuerpos segun la presente invencién. Los inmunoensayos adecuados incluyen, por ejemplo,
radioinmunoensayos, (RIA), inmunoensayos fluorescentes, (FIA), ensayos por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA), inmunoensayos tipo "sandwich", reacciones de precipitacién por difusion en gel, ensayos de
inmunodifusién, reacciones de precipitacion, ensayos de aglutinacion y ensayos de inmunoelectroforesis (véase, por
ejemplo, Harlow y Lane, Using Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York
(1999)).

[0084] La deteccion del anticuerpo anti - NKp46 puede llevarse a cabo utilizando la resonancia de plasmon
superficial, en la que se expone a la muestra el NKp46 unido a un sustrato sélido apropiado. La unién del anticuerpo
especifico para NKp46 en el sustrato so6lido dan como resultado un cambio en la intensidad de la resonancia de
plasmén superficial, que se puede detectar cualitativa o cuantitativamente mediante un instrumento apropiado, por
ejemplo, un aparato Biacore ™.

Composiciones y métodos de administracion farmacéuticas

[0085] Para su uso en los métodos de la invencion, se pueden formular un fragmento de proteina NKp46, una
proteina de fusion o un anticuerpo especifico para un fragmento de proteina NKp46 de una manera convencional
usando uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, estabilizadores o excipientes (vehiculos) para formar
una composicion farmacéutica como se conoce en la técnica, en particular con respecto a los agentes activos de la
proteina. Los portadores son "farmacéuticamente aceptables" en el sentido de que son compatibles con los otros
ingredientes de la composicion y no perjudican al receptor de los mismos.

[0086] Los portadores adecuados tipicamente incluyen solucion salina, etanol, polioles como glicerol o
propilenglicol, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y solucién de Hank. Ademas, la composicién farmacéutica
o formulacion también puede incluir otros portadores, adyuvantes, o, estabilizantes no toxicos, no terapéuticos, no
inmunogénicos y similares. Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad de proteina o sus
anticuerpos, que previenen o mejoran los sintomas de la diabetes tipo 1. La eficacia terapéutica y la toxicidad de
tales compuestos pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandares en cultivos celulares o
animales experimentales, por ejemplo, ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y LD50 (la
dosis letal para el 50% de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice
terapéutico, y puede expresarse como la relacion LD50 / ED50.

[0087] Otros ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen
soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, como emulsiones de aceite en agua, diversos tipos
de agentes humectantes, soluciones estériles etc. Las composiciones que comprenden tales portadores se pueden
formular por métodos convencionales bien conocidos.

[0088] La proteina se puede formular en forma neutra o como sales. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las sales de adicion de acido (formadas con grupos amino libres) y que se forman con acidos inorganicos
como acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos como acético, oxalico, tartarico y maleico. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivar de bases inorganicas como sodio, potasio, amonio,
calcio, o hidroxidos férricos, y bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, 2 - etilamino etanol, histidina y
procaina.

[0089] Las composiciones se pueden formular adecuadamente para la administracién intravenosa, intramuscular,
subcutanea, o intraperitoneal y comprenden convenientemente soluciones acuosas estériles de la proteina, que son
preferiblemente isotdnicas con la sangre del receptor. Dichas formulaciones se preparan tipicamente disolviendo el
ingrediente activo sélido en agua que contiene sustancias fisioldgicamente compatibles como cloruro sédico, glicina,
y similares, y que tiene un pH tamponado compatible con las condiciones fisioldgicas para producir una solucién
acuosa, y que convierten dicha solucién en estéril. Estas se pueden preparar en recipientes unitarios o de multiples
dosis, por ejemplo, ampollas selladas o viales.

[0090] Las composiciones pueden incorporar un estabilizador, como, por ejemplo, polietilenglicol, proteinas,
sacaridas (por ejemplo, trehalosa), aminoacidos, acidos inorganicos y mezclas de los mismos. Los estabilizadores
se utilizan en soluciones acuosas con la concentracién y el pH apropiados. El pH de la soluciéon acuosa se ajusta
para que oscile entre 5,0 - 9,0, preferiblemente entre 6 - 8. En la formulaciéon de la proteina, puede utilizarse un
agente antiabsorcion. Otros excipientes adecuados pueden incluir tipicamente un antioxidante como acido
ascorbico.

[0091] Las composiciones se pueden formular como preparaciones de liberacién controlada que puede lograrse

mediante el uso de polimeros para complejar o absorber las proteinas. Los polimeros adecuados para formulaciones
de liberacién controlada incluyen, por ejemplo, poliéster, poliaminoacidos, polivinilo, pirrolidona, acetato de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2486 673 T3

etilenvinilo, y metilcelulosa. Otro método posible para la liberacidon controlada es incorporar el anticuerpo en
particulas de un material polimérico como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogeles, poli (acido lactico) o copolimeros
de etileno y acetato de vinilo. Alternativamente, en lugar de incorporar estos agentes en particulas poliméricas, es
posible atrapar estos materiales en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervaciéon o
mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
poli (metilmetacrilato) respectivamente, o en sistemas de liberacion de farmacos coloidales, por ejemplo, liposomas,
microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas, y nanocapsulas o en macroemulsiones.

[0092] La composicion de la invencion puede administrarse preferiblemente por via parenteral, como mediante
inyeccion, infusion intravenosa, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal.

[0093] Los anticuerpos se administran generalmente en un intervalo de 0,1 a 20 mg / kg de peso del paciente,
comunmente de 0,5 a 10 mg / kg, y con frecuencia de 1 a 5 mg / kg. A este respecto, es preferible utilizar proteinas
con una semivida en circulacion de al menos 12 horas, preferiblemente de al menos 4 dias, mas preferiblemente de
hasta 21 dias. En algunos casos, puede ser ventajoso administrar una dosis de carga alta seguida de dosis
periddicas de mantenimiento (por ejemplo, semanalmente) durante el periodo de tratamiento. Las proteinas, que
incluyen anticuerpos pueden liberarse mediante los sistemas de liberacién lenta, bombas y otros sistemas de
administracion conocidos para la infusiébn continua. Los regimenes de dosificacion pueden variarse para
proporcionar los niveles de circulacion deseados de una proteina en particular sobre la base de su farmacocinética.
Por lo tanto, se calcularan las dosis de manera que se mantenga el nivel de circulacién deseada de agente
terapéutico.

[0094] Las composiciones farmacéuticas para su uso en los métodos de la invencion pueden, alternativamente,
prepararse y administrarse en formulaciones adecuadas para la administracion oral, topica o transdérmica.

[0095] Cuando se desean preparaciones orales, las composiciones pueden combinarse con excipientes, como
lactosa, sacarosa, almidén, talco estearato de magnesio, celulosa cristalina, metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
glicerina, alginato sddico o goma arabiga.

[0096] Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden fabricar de una manera que es en si conocida
para los expertos en la técnica, por ejemplo, mediante procesos convencionales de mezcla, granulacién, elaboracion
de grageas, encapsulacién de gelatina blanda, disolucion, extraccion, o liofilizacion.

[0097] Los excipientes adecuados son, en particular, rellenos como sacaridos, por ejemplo, lactosa o sacarosa,
manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa y / o fosfatos de calcio, por ejemplo, fosfato tricalcico o fosfato calcico
de hidrégeno; asi como aglutinantes, tales como pasta de almidén, usando, por ejemplo, almidén de maiz, almidén
de trigo, almidon de arroz, almidéon de patata, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio, y / o pirrolidona de polivinilo. Si se desea, pueden afadirse agentes desintegrantes,
como los almidones mencionados anteriormente y también carboximetil - almiddn, polivinilpirrolidona reticulada,
agar, o acido alginico o una sal del mismo, como alginato de sodio. Los auxiliares son agentes reguladores del flujo
y lubricantes, por ejemplo, silice, talco, &cido estedrico o sales del mismo, como estearato de magnesio o estearato
de calcio, y / o polietilenglicol. Los nlcleos de las grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados que, si se
desea, pueden ser resistentes a los jugos gastricos. Para este propdsito, se pueden usar soluciones de sacarido
concentradas, que pueden contener opcionalmente goma, talco, polivinilpirrolidona, polietilenglicol y / o didxido de
titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes arabiga. Con el fin de
producir recubrimientos resistentes a los jugos gastricos, se usan soluciones de preparaciones de celulosa
adecuadas, tales como ftalato de acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa. Pueden anadirse
colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de las grageas, por ejemplo, para la identificaciéon o para
caracterizar combinaciones de dosis de compuestos activos.

[0098] Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente ciertas formas de
realizacién de la invencion. Sin embargo, estos no deben considerarse, de ninguna manera, como limitativos del
amplio alcance de la invencidon. Un experto en la técnica puede idear facilmente muchas variaciones y
modificaciones de los principios descritos en este documento sin apartarse del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

[0099] Los siguientes métodos se emplearon en los Ejemplos descritos en este documento.

[0100] Ratones. Se describid previamente (23) la generacion de ratones knockout NKp46. Todos los experimentos
se realizaron en una unidad especifica, libre de patdgenos, de la Hebrew University Hadassah Medical School (Ein -
Kerem, Jerusalén, Israel), segun las directrices del comité de ética local.

[0101] Células y proteinas de fusién. Las lineas celulares utilizadas fueron: HelLa (carcinoma de cuello uterino

humano); BW (timoma murino) y transfectantes de BW; RMA - s; PD1.6; YAC - 1; RMS (rabdomiosarcoma inducido
por metilcolantreno) y 721.221 (linea celular B transfectada de EBV) y transfectante de 721.221 CEA. Se generaron
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las proteinas de fusion NCR1 - Ig, NKp46 - Ig, NCR1 - T, NKG2D - Ig, CEA - Ig y NKp46D1 - Ig en células COS - 7 y
se purificaron en una columna de proteina G, como se describe (28).

[0102] Tincién inmunohistoquimica y de inmunofluorescencia. Se prepararon secciones embebidas en parafina de
tejidos pancreaticos de la autopsia de humanos no diabéticos, de embriones de ratones NOD (E20), y de ratones
NOD hembra de 1 - 14 semanas de edad y de ratones BALB / ¢ de 8 — 12 semanas. Después de la recuperacién de
antigenos, las secciones se incubaron con las proteinas de fusién de Ig durante dos horas. Las secciones se
incubaron con anticuerpo antihumano policlonal de conejo marcado con biotina (Jackson ImmunoResearch), dirigido
contra la porcién Fc gamma de las proteinas de fusion. Para la tincién inmunohistoquimica, los portaobjetos se
incubaron durante 30 min con un polimero marcado con peroxidasa de rabano picante conjugada con anticonejo
(EnVision ™; Dako) seguido de incubacion (1 - 3 min) con sustrato de 3, 3 'diaminobencidina, y la contratincion con
hematoxilina.

[0103] Para la tincion de inmunofluorescencia, ademas de la incubacién con proteinas de fusién, se incubaron
también secciones de tejidos con insulina policlonal antiratén (DakoCytomation); anticuerpo humano antiraton
antisomatostatina (Beta Cell Biology Consorcio) y antiglucagén de conejo y anticuerpos contra la insulina,
somatostatina y glucagén (Beta Consorcio de Biologia Celular), seguido de incubacion con la siguiente mezcla de
tres anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromo: anticonejillo de indias conjugado con indocarbocianina; -
antiratébn conjugado con carbocianina y anticonejo conjugado con indodicarbocianina (todo de Jackson
ImmunoResearch). Como control, las muestras se tifieron con la proteina de fusién de cada uno y todos los
reactivos (anticuerpos primarios y secundarios) individualmente. Tanto para la inmunohistoquimica como para la
tincion de inmunofluorescencia, se utilizé una proteina de fusién NKp46 - Ig que contiene sélo el dominio de union a
D2y la region del tallo de NKp46.

[0104] Aislamiento de células beta; ensayo de movilizacién del indicador de ensayo BW y CD107a: Se prepararon
islotes pancreaticos de ratones normales y NOD utilizando una soluciéon de colagenasa Xl (Sigma) diluida en
solucion salina equilibrada de Hank (Biological Industries Kibbutz Beit Haemek) a una concentracion de 1 mg/ ml. La
solucion se inyectd primero en el conducto pancreatico antes de extraer el pancreas, seguido por la digestién a 37 °
C durante 15 - 23 min. Se seleccionaron islotes individuales a mano bajo un microscopio y luego se separaron en
una solucién de una sola célula.

[0105] El ensayo para el analisis de la superficie de la célula movilizada CD107a se ha descrito previamente (31).
En algunos experimentos las células NK se preincubaron durante una hora con sueros derivados de una piscina de
cada grupo de ratones tratados, diluida hasta un titulo de 1: 10.000.

[0106] Para la medicion de CD107a in vivo, las células NK derivadas de los islotes de células beta se tifieron para
la expresion CD107a. Para la tincion de citometria de flujo, las células beta se tifieron con 1 mg de GLUT - 2
conjugado con biotina antiraton (R & D Systems) y con 5 yg de proteinas de fusion. Se han descrito (29) la
generacién y el uso de células que expresan BW NKp46 fusionadas a los dominios transmembrana y de cola de la
cadena ¢ de raton CD3 (BW NKp46 - ).

[0107] Diabetes inducida por estreptozotocina. Para el modelo de LDST mudltiple, se inyecté estreptozotocina
(Sigma) disuelta en tampdn de citrato, pH 4,5, a una concentracion de 50 mg / kg a 10 - 12 ratones emparejados por
sexo y edad de 8 - 10 semanas por via intraperitoneal durante 5 dias consecutivos con. El dia 0 se definié como el
primer dia de la inyeccion de estreptozotocina. Las concentraciones de glucosa en sangre se midieron en el dia 7 y
hasta 45 dias después de la primera inyeccion utilizando un glucometro (Accu - Chek ®, Roche ® Diagnostics). El
analisis estadistico de multiples LDST se realizé6 mediante el andlisis de Kaplan - Meier con la prueba de logrank
para comparar curvas de supervivencia de los dos grupos de ratones, y mediante analisis de la varianza con un
modelo de medidas repetidas para la evaluacion de los efectos del tiempo, el efecto de grupo y la interaccién entre
el tiempo y el grupo durante el desarrollo de la diabetes.

[0108] Ensayo de citometria de flujo de anticuerpos y ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. Antes del
aislamiento de linfocitos de pancreas, se retiraron los ganglios linfaticos pancreaticos para evitar la contaminacion de
linfocitos. A continuacion, los tejidos pancreaticos se cortaron en piezas de 1 mm?® y se digirieron con 1,5 mg de
ADNasa tipo | y 15 mg de colagenasa tipo IV (Sigma). Los sobrenadantes se pasaron a través de un filiro de células
de 40 micras y se cargaron en un gradiente de densidad de Ficoll para purificar la poblacién de linfocitos. Se obtuvo
sangre periférica de la vena de la cola. Se utilizé6 un anticuerpo monoclonal especifico para CD16 y CD32 (93,
BioLegend ®) para bloquear los receptores Fc antes de la tincion. Las células NK derivadas de ratones NOD se
detectaron por tincién con anticuerpo policlonal de cabra conjugado con fitoeritrina de raton NCR-1 y NKp46 (R & D
Systems). Para la tincién de las células BW transfectadas con / NKp46, NKp30 o NKp44, 721.221 células, y 721.221
células transfectadas con CEA anticuerpos especificos a NKp46 (BioLegend ®), NKp30 (BioLegend ®), se utilizaron
NKp44 (R & D Systems), y CEA (BioLegend ®). Para la tincion de las células transfectadas con NCR BW - 1, se
utilizé anticuerpo policlonal de cabra conjugado con fitoeritrina a NCR - 1 y NKp46 (R & D Systems). Para la
medicién de la secrecion de IL - 2 de raton a partir de los transfectantes BW o IFN - y a partir de células NK de raton,
se utilizé una enzima estandar de ensayo de inmunoabsorcion ligado con pares de anticuerpos de ratén a la IL - 2
(BioLegend ®) o IFN -y (BD Pharmingen).
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Ejemplo 1. Células beta pancreéticas que expresan ligando (s) para NKp46.

[0109] Como NKp46 es la unica NCR que se expresa en los ratones, se investigd su participaciéon en modelos
murinos para DT1. Debido a que los ligandos celulares para NKp46 y su ortélogo de raton NCR - 1 son actualmente
desconocidos, probamos si NKp46 y NCR - 1 reconocerian ligando (s) en las células beta del pancreas utilizando
proteinas de fusion de NKp46 y NCR - 1 con inmunoglobulina (NKp46 - Ig y NCR1 - Ig, respectivamente; 23, 29).
Como controles negativos se utilizaron la proteina de fusién NKp46D1 - Ig, correspondiente a la porcion extracelular
truncado de NKp46, que carece del dominio de unién al ligando (28), y otra proteina de fusion irrelevante que
contiene la proteina de antigeno carcinoembrionario (CEA - Ig). Como control positivo se utilizé la proteina de fusion
NKG2D - Ig.

[0110] Las células beta aisladas de ratones hembra BALB / ¢, C57BL / 6 y NOD fueron doblemente tefiidas con el
anticuerpo de ratén a GLUT - 2 (que marca especificamente las células beta) y las diversas proteinas de fusién de
inmunoglobulina. Las células beta derivadas de todas las cepas ensayadas murinas fueron reconocidos por las
proteinas de fusion NCR — 1 - Ig y NKp46 - Ig del ratén y, tal como se esperaba debido a la especificidad de especie,
la union mas eficiente se observé con el ratén NCR1 - Ig (Figs. 1A y 1B). El etiquetado de las células beta con
NKp46 - Ig y NCR — 1 - Ig fue especifico, ya que no se observo tincién significativa alguna con la proteina de fusion
de control de CEA — Ig (Figs. 1A y 1B, de control FP), ni con NKp46 — D1 - Ig. Segun los resultados previos que
demuestran que la NKG2D de las células T CD8 + esta implicada en el reconocimiento de las células beta (22, 25),
las células beta fueron reconocidas por NKG2D - Ig (Figs. 1A y 1B). Sin embargo, de manera interesante, no todas
las células beta expresaron ligandos de NKG2D y se observo la expresion mas alta de ligandos de NKG2D en las
células beta NOD (21 %, 11 %, y 47 %, para BALB / ¢, C57BL / 6 y NOD respectivamente; la Fig 1B). Ademas, la
expresion de los ligandos de NKG2D se redujo significativamente durante la progresion de la diabetes (47 % en
ratones NOD de 8 semanas, en comparacion con un 13 % en ratones de 14 semanas de edad, Fig. 1B).

[0111] Es importante destacar que, la mayor parte de las células beta derivadas de todas las cepas de ratones
fueron reconocidas por la proteina de fusién NCR1 - Ig (Fig. 1A). En las células beta derivadas de ratones C57BL /
6, la intensidad de la tincibn NCR1 - Ig se redujo ligeramente (Fig. 1B) en comparacion con las otras cepas, y en
contraste con la expresién del ligando NKG2D, la expresidn del ligando NCR1 era constante durante el desarrollo de
la diabetes (Fig. 1B). En este sentido, podian distinguirse cuatro subpoblaciones de células beta (Fig. 1C y Fig. 1D).
La subpoblacién G1 que comprendia la mayor parte de las células beta es positiva para GLUT - 2 y expresa niveles
moderados de lingando NCR - 1. Las subpoblaciones G2 y G4 son positivas para GLUT - 2 (niveles bajos en G4) y
expresan altos (G2) o baja (G4) niveles de ligando para NCR - 1. La subpoblacion G3 es positiva para GLUT - 2, y
negativo para el ligando NCR - 1.

[0112] Para confirmar aun mas que NKp46 reconoce ligandos especificos de células beta, se utilizé6 un ensayo de
indicador de BW generado previamente (29). En este sistema de la porcion extracelular de NKp46 esta fusionada a
los dominios transmembrana y de la cola de la cadena ¢ de raton CD3 (NK — P46 - CDS3;. Fig. 2A) y, por lo tanto, el
reconocimiento del ligando conduce a la secrecién de IL - 2 de ratén. Se observo la secrecién sustancial de la IL - 2
en células BW NK — P46 - CD3 transfectadas incubadas con células beta derivadas de todas las cepas de raton (Fig.
2B). Se observaron niveles muy bajos de IL - 2 en la secrecion de células BW parentales incubadas con las células
beta, y en células BW NK — P46 - CDS3 transfectadas incubadas con las células HelLa (Figura 2B), las células
derivadas de tejido exocrino de pancreas o linfocitos de sangre periférica.

[0113] Para demostrar que también existen ligandos para NKp46 sobre las células beta humanas y que la tincion
especifica se puede observar en el tejido endocrino de todo el pancreas, se realizé la tincion inmunohistoquimica. Se
observd una intensa tincién NKp46 - Ig de las células beta en los islotes de tejidos pancreaticos derivados de
humanos, ratones NOD hembra, y ratones BALB / ¢ (Fig. 3A). En los ratones NOD hembra, la insulitis observada se
manifiesta por la infiltracion de células mononucleares, y las células de los islotes pancreaticos residuales se tifieron
con NKp46 - Ig.

[0114] Para investigar la importancia del ligando NKp46 en la patogénesis de la diabetes tipo 1, se realiz6 la
tincion inmunohistoquimica de los islotes NOD antes y después del desarrollo de la insulitis, incluyendo el periodo
embrionario. No se detectaron ligandos NKp46 en los islotes de embriones (E20, Fig. 3B). Sin embargo, los ligandos
de NKp46 aparecieron gradualmente en la etapa posnatal, y estaban presentes antes del desarrollo de la insulitis
(semana 2), y a lo largo de la progresion de la insulitis (semanas 6 y 14;. Fig. 3B). La insulitis en DM1 de ratones
NOD se acompafa de sialitis autoinmune, y los ligandos NKp46 se expresaron en las glandulas salivales de ratones
NOD hembra y BALB / ¢ (Fig. 3C). En los ratones NOD, se ve la infiltracién salival de células mononucleares de la
glandula (flechas, Fig. 3C). Otros tejidos examinados en ratones NOD hembra y BALB / ¢ (de pulmén, musculo,
higado, bazo, tiroides) no se reconocieron mediante NKp46 - Ig (Fig. 3D).

[0115] Para apoyar la observacién de que el ligando para NKp46 en el tejido pancreatico se expresa
especificamente en las células beta productoras de insulina y no en otras células de los islotes (por ejemplo,
glucagén o células productoras de somatostatina), se realiz6 la tincién de inmunofluorescencia doble y triple de
tejido pancreatico derivado de ratones BALB / ¢ (Fig. 3E), NOD (Fig. 3F) y humano (Figura 3G). Como se muestra en
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las Figs. 3E - G, se produjo un solapamiento sustancial de tincion con NKp46 - Ig y antiinsulina, lo que indica que
NKp46 tifie unicamente células beta. La tincion era especifica, ya que no se observo tincion con la proteina de fusion
de control NKp46D1 - Ig (Figs. 3E - G; control FP), o CEA - Ig, y no hubo coincidencia para la tinciéon con
antisomatostatina o antiglucagén y reconocimiento de NKp46 - Ig (Fig. 3H). Otros tejidos normales examinados,
como el tiroides humano y el bazo no se reconocieron mediante NKp46 - Ig (Fig. 31). Tomados en conjunto, los
cuatro métodos diferentes usados indican que un ligando especifico para NKp46 se expresa en las células beta en
humanos y ratones.

Ejemplo 2. Las células beta inducen la degranulacién de las células NK de manera dependiente de NKp46.

[0116] Las dos funciones principales de las células NK son la citotoxicidad directa y la secrecién de citoquinas,
incluyendo el interferén - y (IFN —y) y el factor de necrosis tumoral (TNF). Nuestro siguiente objetivo era, por tanto,
determinar si NKp46 podria activarse por las células beta. Para probar la induccion de la secrecion de citoquinas se
utilizaron células NK obtenidas a partir de ratones knockout NCR - GFP/GFPy de ratones heterocigéticos NCR -

GFP (23). En estos ratones knockout, una proteina fluorescente verde de codificacion de gen indicador (GFP) se
inserta en el locus de NCR - 1 y por Io tanto se elimina el gen NKp46, y todas las células NK se marcan de verde.
Los ratones heterocig6ticos NCR - */ G son normales y muestran funciones similares a la de ratones de tipo
salvaje (23).

[0117] Para ensayar la secrecién de mtogumas a partir de celulas NK, se aislaron células NK que expresan GFP a
partir de los esplenocitos de NCR - y de ratones NCR - +/ GFP y se incubaron junto con las células beta
derivados de ratones NOD, BALB / ¢ y C57BL /6. Niel IFN - \é,gpFlg 4A) ni el TNF se secretan, con independencia de
expresion de NCR - 1. Sin embargo, las células NK NCR - secretaron menos IFN - y de lo que lo hicieron
las células NCR - 1*/¢ cuando se incubaron junto con una linea celular de rabdomiosarcoma de ratén (RMS). Por
lo tanto, se concluyé que la interaccion de NKp46 con su ligando (s) sobre las células beta no conduce a la
secrecion de citoquinas.

[0118] A continuacién se examiné la degranulaciéon de NK (indicando la movilizacion de CD107a en la superficie
celular; Refs 30, 31.) en lugar de la citotoxicidad directa, porque las células beta del ratdén casi no proliferan y por lo
tanto es casi imposible marcarlas con isétopos radiactivos. Las células NK obtenidas de los bazos de ratones NCR -
1+ /GF y NCR - 1 GFP 7 GFP " ge incubaron con las células beta denvadas de ratones BALB / ¢ y NOD.
Significativamente, se observd menos degranulacién en el NCR - 1 GFP 7 GFP g mcubaron con las celulas beta
derivadas de cada cepa de ratén (Fig. 4B). Por el contrario, en las células NK, NCR - +/ GFP y NCR -

mostraron degranulacién similar en respuesta a las células YAC - 1, que son destruidas de manera |ndepend|ente de
NCR1 (23), y se observo un minimo de degranulacion de las células NK con el control negativo de Hela (Fig. 4B).

[0119] Por ultimo, se analiz6 el estado de la degranulacion en vivo de las células NK pancreéticas patdgenas, que
estan presentes en los islotes de ratones NOD durante el desarrollo de la diabetes. Se aislaron las células NK de los
ganglios linfaticos pancredticos y de islotes de células beta de los ratones NOD hembra prediabéticos (12 semanas
de edad) y se tifieron para la expresion CD107a. Se observd degranulacion sustancial de las células de islotes
pancreaticos NK patégenos, mientras que se encontré poca o ninguna degranulacién en las células NK en de los
nddulos linfaticos del pancreas (Fig. 4C). Segun los resultados anteriores, no se observé secreciéon de IFN - y a partir
de las células NK pancreaticas patégenas. Por lo tanto, las células NK patégenas presentes in vivo en los islotes
pancreaticos se habian degranulado.

Ejemplo 3. Desarrollo de la diabetes alterada en ausencia de NCR - 1

[0120] Nuestro siguiente objetivo fue poner a prueba la funcién de NKp46 en el desarrollo de la diabetes in vivo. A
ratones knockout y emparejados por sexo y edad NCR - 1 GFP/ GFP y ratones heterocigotos NCR - 1*/%P seles
inyectd estreptozotocina por via intraperitoneal durante 5 dias consecutivos, y se midieron las concentraciones de
glucosa en sangre desde el dia 7 de la inyeccion y hasta 45 dias después. En ausencia de NCR - 1, el desarrollo de
la diabetes se vio afectada significativamente (p = 0,008, andlisis de Kaplan - Meier con la prueba de logrank; Fig.
5A). Ademas, con el fin de evaluar el efecto de la ausencia de NKp46 en la gravedad de la diabetes, se examinaron
los niveles medios de glucosa en sangre en los ratones que habian desarrollado la diabetes. La hiperglucemia,
definida como los niveles de glucosa en sar;gre sin ayuno > 250 mg / dl en dos mediciones consecutivas, fue menos
severa en ratones diabéticos NCR - 7 ¢ (Fig. 5B, p < 0,001, modelo ANOVA).

[0121] El efecto "protector” en los ratones knockout NCR - 1 se asocié con una disminucion de la insulitis, segun
se determina usando una escala insulitis patolégica publicada (32). Segun esta escala, la insulitis se calcula como el
porcentaje de islotes por ratdén en cada etapa de la insulitis (0 - sin infiltracién; 1 - infiltracion menor; 2 - periinsulitis
menor; 3 — periinsulitis clara; 4 - insulitis con invasion intraislote por células mononucleares). En los ratones de tipo
salvaje, se observaron las 4 etapas y alrededor del 6 % de los islotes mostraron insulitis en fase 4, mientras que en
los ratones knockout, alrededor del 45 % de los islotes no tenia ninguna infiltracién (en comparacion con menos del
30 % en ratones de tipo salvaje) y no se observo la insulitis en fase 4 (Fig. 5C). Estos resultados indican que NKp46
es importante para el desarrollo de la diabetes y la destruccion de los islotes en el modelo LDST.
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Ejemplo 4. Aparicion de células NK en el pancreas durante el desarrollo de la diabetes

[0122] Mientras NKp46 se expresa en las células beta normales, la diabetes no se desarrolla en cada individuo.
Una hipotesis para explicar este hecho es que las células NK'y T que normalmente no se encuentran en el pancreas
aparecen en este 6rgano durante el desarrollo de la diabetes. Para probar esta hipétesis, se control6 la aparicion de
células NK en los tejidos pancreaticos en dos modelos murinos de DT1.

[0123] Se siguieron las células NK durante el periodo embrionario (E20), preinsulitis (3 - 4 semanas), insulitis
temprana (6 - 8 semanas), prediabetes (12 - 14 semanas, ratones con niveles de glucosa normal en ayunas, pero la
prueba de tolerancia a la glucosa patolégica intraperitoneal), y la etapa de la diabetes tardia (2 - 3 semanas después
del diagnéstico de la diabetes). El porcentaje méas alto (en torno al 4 %) de las células NK que expresan NCR - 1 en
el pancreas se encontraba en la etapa de prediabética (Figs. 6A y 6B). En la fase tardia del desarrollo de la diabetes,
el porcentaje de células NK se redujo significativamente (alrededor del 0,7 %). También se controlé la apariciéon de
las células NK Lpor la expresion de GFP) en los tejidos pancreaticos de inyectados en ratones knockout con LDST
NCR - 1%/ durante el periodo embrionario (E20), preinsulitis (dia 0; dia de la inyeccién LDST), a principios de
insulitis (7 dias después de la inyeccién LDST), prediabetes (dia 9 después de la inyeccién LDST) y diabetes
manifiesta tarde (dia 45 después de la inyeccién LDST). Se observaron la mayoria de las células NK del pancreas
en la etapa de prediabético, el dia 9 después de la inyeccion, el mismo dia en el que, por lo general, comienza la
transicion de la insulitis a la diabetes en este modelo (Figs. 5B y 6). Las pocas células NK observadas en el periodo
embrionario y en la etapa de preinsulitis en ambos modelos contaminaron, probablemente, linfocitos.

[0124] Mediante el control de las células positivas para CD3 también se pudo seguir la apariciéon de células T en el
pancreas y se encontr6 que de manera similar a las células NK, las células T no se encuentran normalmente en el
pancreas y aparecen en el pancreas de forma concomitante con las células NK. Por lo tanto, en condiciones
normales, a pesar del hecho de que las células beta del pancreas tanto de ratones como de humanos expresan
ligandos para NKp46, la diabetes no se desarrolla probablemente porque las células NK y células T estan ausentes
en el pancreas.

Ejemplo 5. Las proteinas NKp46 previenen el desarrollo de la diabetes cuando se inyecta a tiempo.

[0125] Nuestro siguiente objetivo fue demostrar que NKp46 si esté implicada en el desarrollo de la diabetes en el
raton NOD modelo y en paralelo, para desarrollar una nueva herramienta terapéutica para el tratamiento de la
diabetes tipo 1. Se demostré que el tratamiento de ratones NOD con anticuerpos monoclonales antiNKG2D sin
deplecionar atendan el desarrollo de la diabetes afectando la funcién de las células T CD8 + autorreactivas (25). Sin
embargo, no se encuentra disponible ningun anticuerpo bloqueante o deplecionado dirigido contra el receptor NKp46
murino. Sin embargo, hemos tenido éxito en la induccidn de anticuerpos especificos antiNKp46 en ratones NOD por
inyecciones repetidas de la proteina de fusién NKp46 - Ig. Utilizamos NKp46 - Ig y NCR1 - Ig, y, para evitar la union
no especifica, también se utilizé6 una versién adicional del receptor murino NCR - 1 que carece de sitios de unién al
complemento y sitios de unién (NCR1 - t).

[0126] Se inyecté a ratones hembra NOD (n = 8 - 9) las diversas proteinas de fusién por via intraperitoneal a una
dosis de 0,005 g por kg de peso corporal, o PBS dos veces a la semana, a partir de las 6 semanas de edad. Los
ratones tratados con PBS solo comenzaron a desarrollar la diabetes a las 10 semanas de edad y el 67 % eran
diabéticos a las 24 semanas, y en ese momento, se interrumpi6 el tratamiento (Fig. 7). Sorprendentemente, la
diabetes no se observé en ninguno de los ratones NOD tratados con NKp46 durante las primeras 19 semanas de
tratamiento. Ademas, la mayoria de los ratones NOD tratados con proteina de fusiébn se mantuvo viva y sin
enfermedad hasta las 36 semanas de edad. Sin embargo, el 89 % de los ratones tratados con PBS se convirtieron
en diabéticos y la mayoria de ellos murieron antes de las 33 semanas de edad (Fig. 7). Esta diferencia entre los
grupos fue estadisticamente significativa (p = 0,000015, analisis de Kaplan - Meyer con la prueba de logrank).

[0127] La tincién con hematoxilina y eosina de tejido pancreatico derivado de todos los ratones tratados con la
proteina de fusién mostré muchos islotes residuales con, en general, sélo insulitis leve, una situacion similar a la del
tejido pancreatico derivado de ratones NOD hembras sanos y no tratados de 30 semanas de edad. Sin embargo, no
se detectaron islotes pancreaticos en los ratones inyectados con PBS. No se observaron efectos secundarios en los
ratones tratados, ya sea mediante examen macroscopico o analisis histologico.

[0128] Para investigar el mecanismo responsable del efecto protector mediado por las proteinas de fusién NKp46,
se recogieron los sueros de los diferentes grupos de ratones durante el curso del experimento. La inyeccion de las
distintas variantes NKp46 - Ig dio como resultado la generacién de anticuerpos especificos dirigidos contra NKp46 y
NCR - 1, pero la inyeccion de PBS no lo hizo. Los anticuerpo antiNKp46 y anti NCR — 1 fueron principalmente del
isotipo IgM, y estuvieron presentes en el suero a partir de las 2 y 4 semanas, respectivamente, tras la inyeccion de la
proteina de fusion, y se mantuvieron en el suero durante un maximo de 36 semanas de edad (al final del
experimento).

[0129] Para obtener informacion sobre el mecanismo por el cual las proteinas solubles de fusion NKp46 inhibieron
el desarrollo de la diabetes, lo primero que se excluyé fue la posibilidad de que estas proteinas de fusion actuaran
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mediante la deplecion de las células NK o por la supresion de la aparicién de las células NK en el pancreas,
sefialando que se ha encontrado un porcentaje similar de las células NK en la sangre periférica y en los tejidos
pancreaticos de los grupos de ratones tratados con PBS y con proteina de fusion. La observacion de que los
porcentajes de células NK en los tejidos pancreaticos de los ratones tratados NKp46 - Ig sanos no se alteraron
después de los diversos tratamientos contrasta con la reduccion del porcentaje de células T CD8 + en los pancreas
sanos de los ratones tratados con un anticuerpo antiNKG2D (25). Ademas, el ligando NKp46 desconocido se
expreso en niveles similares en las células beta derivadas de los ratones tratados proteina de fusion y el grupo PBS.
La participacién potencial de la porcion Fc también se descartd porque la version truncada de la proteina de fusion,
que carece de dominio de unién al complemento y de unién a FC, era casi tan eficaz como las otras proteinas de
fusién suprimiendo la diabetes (Fig. 7).

[0130] Para probar si los anticuerpos anti NKp46 / NCR - 1 generados durante la inyeccién de proteina de fusion
podian bloquear la degranulacion de las células NK, se cultivaron células NK derivadas de los bazos de ratones
NOD hembra no diabéticos de 8 semanas de edad con las células beta obtenidas a partir de ratones NOD hembra
prediabéticos y realizaron el ensayo de movilizacion CD107a. La Figura 8A muestra que la desgranulacion de las
células NK se redujo significativamente (p < 0,05) después de la preincubacion con suero derivado de ratones
tratados con las proteinas de fusion NKp46, mientras que los sueros normal o sueros derivados de los ratones
tratados con PBS no alteraron la degranulacion de NK (p = 0,3, la Fig. 8A).

[0131] Como la inyeccidon de anticuerpos antiKG2D, o un ligando NKG2D soluble, induce la internalizacién del
receptor NKG2D (22, 34), se determiné si el receptor de NCR - 1 también era regulada a la baja debido a la
generacién de anticuerpos especificos NKp46 en la proteina de fusion tratada ratones. Se observé una reduccion
significativa en la expresiéon del receptor de NCR - 1 en las células NK derivadas de ratones tratados con las
proteinas de fusién en comparaciéon con los ratones tratados con PBS (Fig. 8B). La reduccién de NCR - 1 fue
sistémica, como la reduccion similar observada en las células NK derivadas de la sangre o el pancreas. La tincion
con anti - IgG de ratén fue similar en las células NK de los grupos PBS y los tratados con proteinas de fusion, lo que
indica que las células NK no fueron simplemente recubiertas con los anticuerpos antiratén NKp46.

[0132] Nuestro siguiente objetivo fue determinar si la regulacion a la baja de NKp46 afectaria a la degranulacion
de las células NK obtenidas a partir de los grupos de ratones tratados. Para este propdsito, se aislaron las células
NK a partir de esplenocitos de ratones 36 semanas de edad y en este punto, 12 semanas después del final de la
terapia, la ratones tratados con PBS ya eran diabéticos. En los ratones diabéticos tratados con PBS, se observé una
degranulacién baja pero todavia significativa de las células NK, mientras que las células NK derivadas de varios
grupos sanos tratados con NKp46 no se degranularon tras la interaccion con las células beta (p <0,001, Fig. 8C). La
relativamente baja funcién de las células NK derivadas del grupo tratado con PBS en comparacion con los ratones
de control sanos de 8 semanas de edad (Fig. 8A), podria ser debido al efecto de la hiperglucemia.

[0133] Por ultimo, para demostrar que el deterioro en la actividad de las células NK era especifico para el receptor
de NKp46, se investigd la capacidad de la degranulacion de células NK derivadas de ratones tratados con proteinas
de fusion o PBS después de la incubacion con las células diana dependientes de NKp46 (como PD1. 6 y RMAS;.
Refs 23, 35), o células diana independientes de NKp46, dependientes de NKG2D (como YAC - 1;. Ref. 23). Todas
las células diana cuya muerte es dependiente de NKp46 indujeron una expresién minima de CD107a en las células
NK derivadas de las diversas proteinas de fusion NKp46, mientras se observé una expresién sustancial de CD107a
con las células NK derivadas de los ratones tratados con PBS. En contraste, las células NK derivadas de todos los
grupos expresaron CD107a después de la incubacion con células YAC - 1 (p = 0,38, Fig. 8D). Estos resultados
indican que la falta de citotoxicidad de células NK se restringe principalmente al receptor de NKp46 y que el principal
mecanismo de la disfuncion NKp46 es la regulacion a la baja del receptor. Por lo tanto, NKp46 es crucial para el
desarrollo de la diabetes y en la ausencia de NKp46 o cuando se deteriora la funcion de NKp46, la diabetes, en la
mayoria de los casos, se evita.

Ejemplo 6. La administracién in vivo de proteinas de fusién NKp46 a ratones NOD hembra en la etapa prediabética
tipo 1 previene el desarrollo de diabetes.

[0134] Parainvestigar si nuestra modalidad de tratamiento puede prevenir o retrasar la aparicién de diabetes en la
etapa tardia de prediabetes y para demostrar que la inyeccion de la proteina de fusion de Ig no dio lugar a un efecto
no especifico, se inyectd a ratones NOD hembra no diabéticos de 11 - 12 semanas de edad PBS, NKp46 - Ig, NCR —
1 - Ig o la proteina de fusién irrelevante CEA - Ig. Como era de esperar, todos los ratones desarrollaron anticuerpos
especificos dirigidos contra la proteina de fusion inyectada, incluyendo el control de CEA - Ig. Se detectaron los
anticuerpos antiNCR - 1 en el suero alrededor de 4 semanas después de la primera inyeccion (probablemente
porque la tolerancia tenia que rota) y en la proteina de fusién de otros grupos de anticuerpos especificos que se
detectaron ya 2 semanas después de la inyeccion. La mayoria de los anticuerpos generados en todos los grupos de
ratones inyectados fueron del isotipo IgM.

[0135] Se inyectaron a ratones NOD las diversas proteinas de fusion o PBS, a partir de 11 - 12 semanas de edad

y hasta las 20 semanas de edad. El diagnostico de la diabetes, el plan y la dosis de la inyeccién de proteina de
fusién fueron los mismos que en el experimento de inyeccion temprana (Figura 7). CEA - Ig no impidié el desarrollo
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de la diabetes e incluso caus6 una ligera aceleracion de la enfermedad en comparacion con el grupo tratado con
PBS (Fig. 9A). Sin embargo, el 67 % de los ratones tratados con NCR — 1 - Ig, y todos los ratones tratados con
NKp46 — Ig permanecieron sin diabetes hasta 20 semanas de edad y durante las primeras 6 semanas después de
detener la terapia (Fig. 9A). La diferencia entre los grupos fue estadisticamente significativa (p = 0,001, andlisis de
Kaplan - Meier con la prueba de logrank). La generacién de anticuerpos dio lugar a una especifica regulacion a la
baja de NCR - 1 (Fig. 9B) que se observo 2 y 4 semanas después de las inyecciones de NKp46 - Igy NCR -1 - Ig,
respectivamente. El tratamiento de NCR — 1 - Ig fue menos eficiente en comparacién con el tratamiento con NKp46 -
Ig probablemente porque se observaron los anticuerpos antiNCR - 1 s6lo alrededor de 4 semanas después de la
inyeccién inicial. Por Gltimo, para comprobar si la baja regulacion de NCR - 1 se traduciria en una reduccion de la
degranulacién de células NK in vivo, se obtuvieron células NK pancreaticas patdégenas derivadas de los islotes de
cada uno de los grupos de ratones tratados y se tifieron para expresar CD107a. Como puede verse en la Fig. 9C,
mientras que alrededor del 30 % de las células NK pancredticas patdgenas derivadas de las células beta del CEA -
Ig, o de grupos tratados con PBS expresaron CD107a, en los grupos tratados con NKp46 y NCR - 1, menos del 15%
de las células NK tenia una expresién sustancial de CD107a.

[0136] Tomados en conjunto, estos hallazgos indican que NKp46 es critica para el desarrollo de la diabetes y que
la terapia con NKp46 podria utilizarse para prevenir el desarrollo de diabetes en la etapa de prediabetes tarde,
cuando las células beta se enfrentan a la destruccion inmediata por las células NK.
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Phe Leu Leu
35

Gly Lys Val
50

Arg Gly Thr
65

Phe Pro Ser

Thr Ser Leu

Asp His Thr
115
<210> 3

<211> 134
<212> PRT

Pro

Val
20

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

100

Ala

Thr

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

85

Pro

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 3

ES 2486 673 T3

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

70

Val

Glu

Ser

Tyr

Gly

Phe

55

Phe

Lys

Asp

Val

Cys

Arg

40

Pro

Gly

Leu

Pro

His

Arg

25

Ser

Leu

Ser

Leu

Thr
105

24

Pro

10

Leu

Ser

Gly

Tyr

Val

90

Phe

Gly

Asp

His

Pro

Asn

75

Thr

Pro

Pro

Thr

Val

Val

60

Asn

Gly

Asp

Glu

Ala

Gln

45

Thr

His

Asp

His

Val

Thr

30

Arg

Thr

Ala

Ile

Ala
110

Ile
15

Ser

Ala

Trp

Glu

95

Leu

Ser

Met

Tyr

His

Ser

80

Asn

Trp
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Tyr Asp

Gly Glu

Phe Leu

Gly Lys
50

Arg Gly
65

Phe Pro

Thr Ser

Thr Tyr

Trp Asp
130

<210> 4
<211> 117

<212> PRT

Thr

Lys

Leu

35

vVal

Thr

Ser

Leu

Leu

115

His

Pro

Val

20

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

100

Leu

Thr

Thr

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

85

Pro

Thr

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido

<400> 4

ES 2486 673 T3

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

70

Val

Glu

Thr

Gln

Ser

Tyr

Gly

Phe

55

Phe

Lys

Asp

Glu

Val

Arg

40

Pro

Gly

Leu

Pro

Thr
120

His

Arg

25

Ser

Leu

Ser

Leu

Thr

105

Gly

25

Pro

10

Leu

Ser

Gly

Tyr

Val

20

Phe

Leu

Gly

Asp

His

Pro

Asn

75

Thr

Pro

Gln

Pro

Thr

Val

Val

60

Asn

Gly

Ala

Lys

Glu

Ala

Gln

45

Thr

His

Asp

Asp

Asp
125

Val

Thr

30

Arg

Thr

Ala

Ile

Thr

110

His

Ile
15

Ser

Gly

Ala

Trp

Glu

95

Trp

Ala

Ser

Met

Tyr

His

Ser

80

Asn

Gly

Leu
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ES 2486 673 T3

Tyr Asp Thr Pro Thr Leu Ser Val His
1 5
Gly Glu Lys Val Thr Phe Tyr Cys Arg
20 25
Phe Leu Leu Leu Lys Glu Gly Arg Ser
35 40
Arg Gly Thr Tyr Arg Cys Phe Gly Ser
65 70
Phe Pro Ser Glu Pro Val Lys Leu Leu
85
Thr Ser Leu Ala Pro Glu Asp Pro Thr
100 105
Asp His Thr Ala Gln
115
<210> 5
<211>135
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido
<400> 5
Arg Val Gly Glu Leu Trp Ser Glu Pro Ser
1 5 10
Val Thr Glu Met Tyr Asp Thr Pro Thr Leu
20 25
Glu Val Ile Ser Gly Glu Lys Val Thr Phe
35 40
Ala Thr Ser Met Phe Leu Leu Leu Lys Glu
50 55
Gln Arg Gly Tyr Gly Lys Val Gln Ala Glu
65 70
Thr Thr Ala His Arg Gly Thr Tyr Arg Cys
85 90
His Ala Trp Ser Phe Pro Ser Glu Pro Val
100 105
Asp Ile Glu Asn Thr Ser Leu Ala Pro Glu

115

120

26

Pro Gly
10

Leu Asp

Ser His

Tyr Asn
75

Val Thr
90

Phe Pro

Asn Leu
Ser Val
Tyr Cys
Gly Arg
Phe Pro
75

Phe Gly

Lys Leu

Asp Pro

Pro Glu Val Ile Ser

Thr Ala Thr Ser Met

15

30

Val Gln Arg Gly Tyr

Asn

Gly

Asp

Leu

His

Arg

45

Ser

Leu

Ser

Leu

Thr
125

45

His Ala Trp Ser

80

Asp Ile Glu Asn

95

His Ala Leu Trp

Asp

Pro

30

Leu

Ser

Gly

Tyr

vVal

110

Phe

110

Leu Val

Gly Pro

Asp Thr

His Val

Pro Val

Asn Asn

95

Thr Gly

Pro Ala
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ES 2486 673 T3

Asp Thr Trp Gly Thr Tyr Leu
130 135

<210>6
<211> 40
<212> PRT

<213> Secuencia artificial <220>

<223> Péptido
<400> 6

Glu Asn Thr Ser Leu Ala Pro Glu Asp Pro Thr Phe Pro Ala Asp Thr
1 5 10 15

Trp Gly Thr Tyr Leu Leu Thr Thr Glu Thr Gly Leu Gln Lys Asp His
20 25 30

Ala Leu Trp Asp His Thr Ala Gln
35 40

<210>7
<211> 23

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400>7

Phe Leu Leu Leu Lys Glu Gly Arg Ser Ser His Val Gln Arg Gly Tyr
1 5 10 15

Gly Lys Val Gln Ala Glu Phe
20

<210>8
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido
<400> 8

Phe Leu Leu Leu Lys Glu Gly Arg Ser Ser His Val Gln Arg Gly Tyr
1 5 10 15

Gly Lys Val Gln
20

<210>9

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido
<400>9

27
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Leu

Tyr

Gln

Ser

Met

65

Ser

Leu

Thr

Gly

<210>10

Lys

Pro

Leu

Asn

50

Gly

Tyr

Ile

Ser

Leu
130

Leu

Lys

35

His

Pro

Asn

Thr

Ser

115

Gln

<211>134
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 10

Tyr Asp Thr Pro Asn Leu Trp Val Tyr Pro Gln Pro Glu Val Thr Leu

1

Val

Pro

20

Thr

Ile

Val

Asp

Gly

100

Leu

Lys

Val

Glu

Ala

Gln

Thr

Tyr

85

Gly

Asp

Asp

5

Thr

Val

Thr

Asn

Arg

70

Ala

Val

Tyr

Ser

ES 2486 673 T3

Gly

Thr

Ser

Lys

55

Ala

Trp

Glu

Trp

Ala
135

Leu

Leu

Lys

40

Tyr

His

Ser

Asn

Glu

120

Phe

Tyr

Gly

25

Phe

Gly

Arg

Phe

Ser

105

Phe

Trp

28

Asp

Glu

Phe

Asn

Gly

Pro

920

Se:

Asp

Asp

10

Thr

Asn

Leu

Ile

Thr

75

Ser

Leu

Leu

His

Pro

val

Leu

Gln

60

Tyr

Glu

Ala

Ser

Thr
140

Asn

Thr

Lys

45

Ala

Arg

Pro

Pro

Thr

125

Thr

Leu

Phe

30

Glu

Glu

Cys

Val

Thr

110

Asn

Gln

Trp

Phe

Arg

Phe

Phe

Thr

95

Asp

Glu

15

Val

Cys

Gly

Pro

Gly

Leu

Pro

Ser
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Gly Glu Asn Val
20

Phe Phe Leu Leu
35

Gly Asn Ile Gln
50

Arg Gly Thr Tyr
65

Phe Pro Ser Glu

Ser Ser Leu Ala
100

Phe Asp Leu Ser
115

Trp Asp His Thr
130

<210> 11
<211> 538
<212> PRT

Thr

Lys

Ala

Pro

85

Pro

Thr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 11

Met Ser Ser Thr
1

Gln Arg Ile Ser
20

Ala Glu Pro His
35

Cys Gln Gly Asn
50

Leu Pro Ala Leu Leu

5

Ala Gln Gln Gln Thr
25

Phe Met Val Pro Lys
40

Tyr Gly Ala Val Glu

Phe

Glu

Glu

Cys

70

Val

Thr

Asn

Gln

ES 2486 673 T3

Phe

Arg

Phe

55

Phe

Thr

Asp

Glu

55

Cys

Gly

40

Pro

Gly

Leu

Pro

Ser
120

Gln

25

Ser

Met

Ser

Leu

Thr

105

Gly

10

29

Leu

Asn

Gly

Tyr

Ile

90

Ser

Leu

Cys Val

Leu Pro

Glu Lys

Tyr Gln

Lys

His

Pro

Asn

75

Thr

Ser

Gln

Gly

Lys

Gln

Leu
60

Thr

Ile

Val

60

Asp

Leu

Lys

Leu Cys

Pro Phe

Ala

Gln

45

Thr

Tyr

Gly

Asp

Asp
125

Thr

30

Asn

Arg

Ala

Vval

Tyr

110

Ser

15

30

Ser

Lys

Ala

Trp

Glu

95

Trp

Ala

Leu Ser

Ile Trp

Val Thr Ile Cys

45

His Phe

Glu Gly

Lys

Tyr

His

Ser

80

Asn

Glu

Phe
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Ser

65

Val

Ser

Leu

His

Arg

145

Ser

Leu

Ser

Leu

Thr

225

Gly

Leu

Leu

Leu

Lys

Cys

Asp

Pro

130

Leu

Ser

Gly

Tyr

Val

210

Phe

Leu

Arg

Val

Ala
290

Phe

Phe

Ile

Leu

115

Gly

Asp

His

Pro

Asn

195

Thr

Pro

Gln

Met

Glu

275

Ser

Ala

Tyr

Tyr

100

Val

Pro

Thr

Val

Val

180

Asn

Gly

Ala

Lys

Gly

260

Asp

Thr

Val

Ile

85

Arg

Val

Glu

Ala

Gln

165

Thr

His

Asp

Asp

Asp

245

Leu

Trp

Trp

Asp

70

Pro

Val

Thr

Val

Thr

150

Arg

Thr

Ala

Ile

Thr

230

His

Ala

Leu

Glu

ES 2486 673 T3

Arg

Asp

Gly

Glu

Ile

135

Ser

Gly

Ala

Trp

Glu

215

Ala

Phe

Ser

Gly
295

Pro

Met

Glu

Met

120

Ser

Met

Tyr

His

Ser

200

Asn

Leu

Leu

Arg

280

Arg

Lys

Asn

Leu

105

Tyr

Gly

Phe

Gly

Arg

185

Phe

Thr

Thr

Trp

Val

265

Lys

Arg

Pro

Ser
90

Trp
Asp
Glu
i.eu
Lys
170
Gly
Pro
Ser

Tyr

Asp

250

Leu

Arg

Arg

30

Pro

75

Arg

Ser

Thr

Lys

Leu

155

Val

Thr

Ser

Leu

Leu

235

His

Val

Thr

Leu

Glu

Met

Glu

Pro

vVal

140

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

220

Leu

Thr

Ala

Arg

Asn
300

Arg

Ala

Pro

Thr

125

Thr

Lys

Ala

Pro

205

Pro

Thr

Ala

Leu

Glu
285

Thr

Ile

Gly

Ser

110

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

190

Val

Glu

Thr

Gln

val

270

Arg

Gln

Asn

Gln

95

Asn

Ser

Tyr

Gly

Phe

175

Phe

Lys

Asp

Glu

Asn

255

Trp

Ala

Thr

Lys

80

Tyxr

Leu

Val

Cys

Arg

160

Pro

Gly

Leu

Pro

Thr

240

Leu

Phe

Ser

Leu
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Asp

305

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

385

His

Lys

Gln

Leu

Pro

465

Asn

Leu

Val

Gln

Pro

Ala

Pro

Val

Val

370

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

450

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
530

Glu

Pro

Lys

Val

355

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

435

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

515

Ser

<210> 12
<211> 159
<212> PRT

Pro

Glu

Asp

340

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

420

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

500

Cys

Leu

Lys

Phe

325

Thr

Val

Val

Ser

Leu

405

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

485

Leu

Ser

Ser

Ser

310

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

390

Asn

Pro

Gln

Val

Val

470

Pro

Thr

Val

Leu

ES 2486 673 T3

Ser

Gly

Met

His

vVal
375

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

455

Glu

Pro

Val

Met

Ser
535

Asp

Ala

Ile

Glu

360

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

440

Leu

Trp

Val

Asp

His

520

Pro

Lys

Pro

Ser

345

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

425

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

505

Glu

Gly

31

Thr

Ser

330

Arg

Pro

Val

Tyr

410

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

490

Ser

Ala

Lys

His

315

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

395

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

475

Ser

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

val

Thr

380

Val

Cys

Ser

Pro

Val

460

Gly

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

365

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

445

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
525

Pro

Phe

Val

350

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

430

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

510

His

Pro

Pro

335

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

415

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

495

Gly

Tyr

Cys
320

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

400

Asn

Glu

Tyr

Asn

480

Phe

Asn

Thr
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 12

Met Gly Met

1

Leu

Asp

Glu

Leu

65

Lys

Gly

Pro

Ser

Leu
145

<210> 13

Gly

Thr

Lys

50

Leu

Val

Thr

Ser

Leu

130

Leu

Met

Pro

35

vVal

Leu

Gln

Tyr

Glu

115

Ala

Thr

<211> 159
<212> PRT

Pro

Leu

20

Thr

Thr

Gln

Ala

Arg

100

Pro

Pro

Thr

<213> Secuencia
<220>
<223> Péptido

<400> 13

Val

Leu

Phe

Glu

Glu

85

Cys

Val

Glu

Glu

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

70

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr
150

ES 2486 673 T3

Ser

Ser

Val

Cys

55

Gln

Pro

Gly

Leu

Pro

135

Gly

Leu

Cys

His

40

Arg

Ser

Leu

Ser

Leu

120

Thr

Leu

Gln

Leu

25

Pro

Leu

Ser

Gly

Tyr

105

Val

Phe

Gln

32

Pro

10

Gly

Gly

Asp

Gln

Pro

90

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

75

Val

Asn

Gly

Asp

Asp
155

Ala

Leu

Glu

Ala

60

Gln

Thr

His

Asp

Thr

140

His

Thr

Arg

Val

45

Thr

Gln

Thr

Ala

Ile

125

Trp

Ala

Leu

Val

30

Ile

Ser

Gly

Ala

Trp

110

Glu

Gly

Leu

Tyr

15

Pro

Ser

Met

Tyr

His

95

Ser

Asn

Thr

Trp

Leu

Tyr

Gly

Phe

Gly

80

Arg

Phe

Thr

Tyr
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Met

Leu

Asp

Glu

Leu

65

Thr

Gly

Pro

Ser

Leu
145

Gly

Gly

Thr

Lys

50

Leu

Val

Thr

Ser

Leu

130

Leu

Met

Met

Pro

35

Val

Leu

Gln

Tyr

Glu

115

Ala

Thr

<210> 14

<211> 159
<212> PRT
<213> Secuencia

<220>

<223> Péptido

<400> 14

Pro

Leu

20

Thr

Thr

Gln

Ala

Arg

100

Pro

Pro

Thr

Met

Val

Leu

Phe

Glu

Glu

85

Cys

Val

Glu

Glu

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

70

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr
150

ES 2486 673 T3

Ser

Ser

Val

Cys

55

Gln

Pro

Gly

Leu

Pro

135

Gly

Leu

Cys

His

40

Arqg

Ser

Leu

Ser

Leu

120

Thr

Leu

Gln

Leu

25

Pro

Leu

Ser

Gly

Tyr

105

Val

Phe

Gln

33

Pro

10

Gly

Gly

Asp

Gln

Pro

90

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

75

Val

Asn

Gly

Asp

Asp
155

Ala

Leu

Glu

Ala

60

Gln

Thr

His

Asp

Thr

140

His

Thr

Arg

Val

45

Thr

Gln

Thr

Ala

Ile

125

Trp

Ala

Leu

Val

30

Ile

Ser

Gly

Ala

Trp

110

Glu

Gly

Leu

Tyr
15

Pro

Ser

Tyr

His

95

Ser

Asn

Thr

Trp

Leu

Tyr

Gly

Phe

Gly

80

Arg

Phe

Thr

Tyr
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Leu

Asp

Glu

Leu

65

Lys

Gly

Pro

Ser

Leu
145

Gly

Gly

Thr

Lys

50

Leu

Val

Thr

Ser

Leu

130

Leu

<210> 15

<211> 159
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Met

Pro
35

Val

Leu

Gln

Tyr

Glu

115

Ala

Thr

<223> Péptido
<400> 15

Pro

Leu

20

Ala

Thr

Lys

Ala

Arg

100

Pro

Pro

Thr

Val

Leu

Phe

Glu

Glu

85

Cys

Val

Glu

Glu

ES 2486 673 T3

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

70

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr
150

Ser

Ser

vVal

Cys

55

Arg

Pro

Gly

Leu

Pro

135

Gly

Leu

Cys

His
40

Arg

Ser

Leu

Ser

Leu

120

Thr

Leu

Gln

Leu

25

Pro

Leu

Ser

Gly

Tyr

105

Val

Phe

Gln

34

Pro
10

Gly

Gly

Asp

His

Pro

920

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

75

Val

Asn

Gly

Asp

Asp
155

Ala

Leu

Glu

Ala
60

Gln

Thr

His

Asp

Thr

140

His

Thr

Arg

Val
45

Thr

Arg

Thr

Ala

Ile

125

Trp

Ala

Leu

Val

30

Ile

Ser

Gly

Ala

110

Glu

Gly

Leu

Tyr
15

Pro

Ser

Tyr

His

95

Ser

Asn

Thr

Trp

Leu

Tyr

Gly

Phe

Gly

80

Arg

Phe

Thr

Tyr
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Met Gly Met Pro Met

Leu Gly Met Leu Val
20

Asp Thr Pro Thr Leu
35

Glu Lys Val Thr Phe
50

Leu Leu Leu Lys Glu
65

Lys Val Gln Ala Glu
85

Gly Thr Tyr Arg Cys
100

Pro Ser Glu Pro Val
115

Ser Leu Ala Pro Glu
130

Leu Leu Thr Thr Glu
145

<210> 16

<211> 159

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 16

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly
70

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr
150

ES 2486 673 T3

Ser

Ser

Val

Cys
55

Arg

Pro

Gly

Leu

Pro

135

Gly

Leu

Cys

His

40

Arg

Ser

Leu

Ser

Leu

120

Ala

Leu

Gln

Leu

25

Pro

Leu

Ser

Gly
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Met Phe

Tyr Gly
80
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Lys

Gly

Pro

Ser

Leu

145

Pro

Ala

Pro

Val

Val

225

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
305

Val Gln

Thr

Ser

Leu

130

Leu

Glu

Pro

Lys

Val

210

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

290

Lys

Tyr

Glu

115

Ala

Thr

Pro

Glu

Asp

195

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

275

Glu

Asn

Ala

Arg

100

Pro

Pro

Thr

Lys

Phe

180

Thr

Val

Val

Ser

Leu

260

Ala

Pro

Gln

Glu

85

C_ys

Val

Glu

Glu

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

245

Asn

Pro

Gln

Val

ES 2486 673 T3

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr

150

Ser

Gly

Met

His

Vval

230

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
310

Pro

Gly

Leu

Pro

135

Gly

Asp

Ala

Ile

Glu

215

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

295

Leu

Leu

Ser

Leu

120

Ala

Leu

Lys

Pro

Ser

200

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

280

Thr

Thr

Gly

Tyr

105

vVal

Phe

Gln

Thr

Ser

185

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

265

Thr

Leu

Cys

47

Pro

90

Asn

Thr

Pro

Lys

His

170

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

250

Lys

Ile

Pro

Leu

Val

Asn

Gly

Asp

Asp

155

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

235

Val

Cys

Ser

Pro

Val
315

Thr

His

Asp

Thr

140

His

Cys

Leu

Glu

Lys

220

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

300

Lys

Thr

Ala

Ile

125

Trp

Ala

Pro

Phe

val

205

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

285

Arg

Gly

Ala

Trp

110

Glu

Gly

Leu

Pro

Pro

190

Thr

Asn

Arg

val

Ser
270

Lys

Asp

Phe

His

95

Ser

Asn

Thr

Trp

Cys

175

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

255

Asn

Gly

Glu

Tyr

Arg

Phe

Thr

Tyr

Asp

160

Pro

Lys

vVal

Tyr

Glu

240

His

Lys

Gln

Leu

Pro
320
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Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser
370

Lys Ser
385

<210> 22
<211> 393
<212> PRT

Ile Ala

Thr Thr
340

Lys Leu
355

Cys Ser

Leu Ser

ES 2486 673 T3

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

325

Pro Pro Val

Thr Val Asp

Val Met His
375

Leu Ser Pro
390

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido

<400> 22

330

335

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

345

Lys Ser Arg Trp Gln Gln

360

Glu Ala

Gly Lys

48

Leu His Asn
380

365

His

350

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln
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Met

Leu

Asp

Glu

Leu

65

Lys

Gly

Pro

Thr

Lys

50

Leu

Val

Thr

Ser

Met

Met

Pro

35

Val

Leu

Gln

Tyr

Glu
115

Pro

Leu

20

Thr

Thr

Lys

Ala

Arg

100

Pro

val

Leu

Phe

Glu

Glu

85

Cys

val

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gly

70

Phe

Phe

Lys

ES 2486 673 T3

Ser

Ser

vVal

Cys

55

Pro

Gly

Leu

Leu
Cys
His
40

Arg
Ser
Leu

Ser

Leu
120

Gln

Leu

25

Pro

Leu

Ser

Gly

Tyr

105

val

49

Pro
10

Gly

Asp

His

Pro

.90

Asn

Thr

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

75

Val

Asn

Gly

Ala

Leu

Glu

Ala

60

Gln

Thr

His

Asp

Thr

Arg

Val

45

Thr

Arg

Thr

Ala

Ile
125

Leu

val

30

Ile

Ser

Gly

Ala

Trp

110

Glu

Tyr

15

Pro

Ser

Met

Tyr

His

95

Ser

Ala

Leu

Gly

Phe

Gly

80

Arg

Phe

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ser

Leu

145

Pro

Ala

Pro

Val

Val

225

Gln

Gln

Pro

Thr

305

Ser

Tyr

Tyr

Leu

130

Leu

Glu

Pro

Lys

Val

210

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

290

Lys

Asp

Lys

Ser

Ala

Thr

Pro

Glu

Asp

195

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

275

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
355

Pro

Thr

Lys

Phe

180

Thr

Val

Val

Ser

Leu

260

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

340

Leu

Glu

Glu

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

245

Asn

Pro

Gln

Val

Val

325

Pro

Thr

Asp

Thr

150

Ser

Gly

Met

His

Val

230

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

310

Glu

Pro

vVal

ES 2486 673 T3

Pro

135

Gly

Asp

Ala

Ile

Glu

215

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

295

Leu

Trp

Val

Asp

Thr

Leu

Lys

Pro

Ser

200

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

280

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
360

Phe

Gln

Thr

Ser
185

Arg

Pro

Val

Tyr

265

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

345

Ser

50

Pro

Lys

His

170

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

250

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

330

Ser

Arg

Asp

Asp

155

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

235

Val

Cys

Ser

Pro

val

315

Gly

Asp

Trp

Thr

140

His

Cys

Leu

Glu

Lys

220

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

300

Lys

Gln

Gly

Gln

Trp

Ala

Pro

Phe

Val

205

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

285

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
365

Gly

Leu

Pro

Pro

190

Thr

Asn

Arg

Vval

Ser

270

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

350

Gly

Thr

Trp

Cys

175

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

255

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

335

Phe

Asn

Tyr

Asp

160

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

240

His

Lys

Gln

Leu

Pro

320

Asn

Leu

Val
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ES 2486 673 T3

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
370

375

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

385

<210> 23

<211> 1197
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN

<400> 23

aagcttgccg
ctgctgggga
accctctegg
cgtctagaca
cagcgcggat
cgagggacat
ccagtgaagc
acctttecctg
catgccctct
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagcegcggg
caccaggact
gcccccateg
accctgeece
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctge

<210> 24

ccaccatggg
tgetggtege
ttcatcectgg
ctgcaacaag
acgggaaggt
accgatgttt
tcectggtcac
acacttgggg
gggatccgga
aattcgaggg
tctcececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atecccagcga
ccacgecctcece
acaagagcag

acaaccacta

<211> 1197
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

390

aatgcccatg
ttectgecte
acccgaggtg
catgttctta
ccaggcggag
tggctcctat
aggcgacatt
cacctacctt
gcccaaatct
tgcaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgecegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

gggtctctge
ggacggctca
atctcgggag
ctgctcaagg
ttcceceectgg
aacaaccatg
gagaacacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttecctet
acatgegtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtct

agecctctcee

51

380

aaccgctgge
gggtacccta
agaaggtgac
agggaagatc
gcecctgtgac
cctggtcttt
gccttgeacce
agacgggact
ctcacacatg
tcececccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagagce
tcagecctgac
gcaatgggca
ccttettect

tctecatgcetc

tgtcteceggg

caccttgtac
tgacacaccc
cttctactgc
cagccacgta
cacagcccac
ccccagtgag
tgaagaccce
ccagaaagac
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agcccteccca
acaggtgtac
ctgeectggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1197
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<220>

<223> ADN

<400> 24
aagcttgeceg
ctgctgggga
accctctegg
cgtctagaca
cagcagggat
cgagggacat
ccagtgaagc
acctttecctg
catgccctct
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggg
caccaggact
gcccccateg
accetgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacecgtgg

gaggctctge

<210> 25

ccaccatggg
tgetggtege
ttcatcctgg
ctgcaacaag
acgggaaggt
accgatgttt
tcctggtcac
acacttgggg
gggatccgga
aattcgaggg
tctececeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctece
acaagagcag

acaaccacta

<211> 1197
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN

<400> 25

ES 2486 673 T3

aatgcccatg
ttectgecte
acccgaggtg
catgttctta
ccaggcggag
tggctcctat
aggcgacatt
cacctacctt
gcccaaatcect
tgcacegtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcec
tgagctgacce
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

gggtctctge
ggacggctca
atctcgggag
ctgctccagg
ttcccectgg
aacaaccatg
gagaacacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttectcet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggcet
gggaacgtct

agcctctccece

52

aaccgcetgge
gggtacccta
agaaggtgac
agggacaatc
gccctgtgac
cctggtettt
gccttgcace
agacgggact
ctcacacatg
tcecceccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtcect
tctccaacaa
cccgagagece
tcagecctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctecatgcectce

tgtctcecggg

caccttgtac
tgacacaccc
cttctactge
cagccaggta
cacagcccac
ccccagtgag
tgaagacccce
ccagaaagac
ccecacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctecca
acaggtgtac
ctgectggtce
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1197
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aagcttgccg ccaccatggg aatgcccatg gggtctctge aaccgctgge caccttgtac

ctgctgggga
accctctegg
cgtctagaca
cagcagggat
cgagggacat
ccagtgaagc
acctttecctg
catgccctcet
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggyg
caccaggact
gcececccateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacegtgg

gaggctctge
<210> 26

tgctggtege
ttcatcctgg:
ctgcaacaag
acgggacagt
accgatgttt
tcectggtcac
acacttgggg
gggatccgga
aattcgaggg
tcteceeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagega
ccacgcctce
acaagagcag

acaaccacta

<211> 1197
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN

<400> 26

ES 2486 673 T3

ttecectgecte
acccgaggtg
c;tgttctta
ccaggcggag
tggctectat
aggcgacatt
cacctacctt
gcccaaatcet
tgcaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
categecegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

ggacggctca
atctcgggag
ctgectcecagg
ttececcectgg
aacaaccatg
gagaacacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtct

agcctctcce

53

gggtacccta

agaaggtgac
agggacaatc
gcecctgtgac
cctggtettt
gccttgecacc
agacgggact
ctcacacatg
tcccceccaaa
tggtggacgt
aggtgecataa
tcagecgtect
tctccaacaa
cccgagagec
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgcte

tgtctceggg

tgacacaccc
cttctactge
cagccaggta
cacagcccac
ccccagtgag
tgaagaccce
ccagaaagac
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctcecca
acaggtgtac
ctgecctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1197
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aagcttgcecg

ctgctgggga

gccctctegg

cgtctagaca
cagcgcggat

cgagggacat

ccagtgaagce
acctttectg
catgcecctct
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gccccecateg
accctgececce
aaaggcttcf
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctge

<210> 27

ccaccatggg
tgctggtcge
ttcatectgg
ctgcaacaag

acgggaaggt

accgatgttt

tcetggtceac
acacttgggé
gggatccgga
aattcgaggg
tctcececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcceggga
atcccagecga

ccacgcctce

acaagagcag

acaaccacta

<211> 1197
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN

<400> 27

ES 2486 673 T3

aatgcccatg
ttecectgecte
acccgaggtg
catgttctta
ccaggcggag

tggctcctat
aggcgacatt

cacctacctt
gcccaaatct
tgcaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

gggtctctge
ggacggctca
atctcgggag
ctgctcaagg
ttcecececetgg

aacaaccatg

gagaacacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttectcet
acatgecgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget

gggaacgtct

agcctctece

54

aaccgctgge
gggtacccta
agaaggtgac
agggaagatc
gccctgtgac

cctggtcttt

gccttgcacce
agacgggact
ctcacacatg
tcececcccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagecgtect
tctccaacaa
cccgagagcc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcect
tctcatgete

tgtecteceggg

caccttgtac
tgacacaccc
cttctactge
cagccacgta
cacagccecac

ccccagtgag

tgaagaccce
ccagaaagac
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccceca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgecat

taaatga

60

120

180

240

300

360
420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1197



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

aagcttgcecg
ctgctgggga
accctctegg
cgtectagaca
cagcgcggat
cgagggacat
ccagtgaage
gcctttectg
catgcecctet
ccagcacctg

accctcatga

gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gccececcateg
accctgecece
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

<210> 28

ccaccatggg
tgectggtege
ttcatcectgg
ctgcaacaag
acgggaaggt
accgatgttt
tcctggtecac
acacttgggg
gggatccgga
aattecgaggg

tctceccggac

tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagcga
ccacgecctee
acaagagcag

acaaccacta

<211> 1197

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN

<400> 28

ES 2486 673 T3

aatgcccatg
ttecctgecte
acccgaggtg
catgttctta
ccaggcggaqg
tggctcctat
aggcgacatt
cacctacctt
gcccaaatct
tgcaccgtca

ccctgaggte
ctggtacgtg

caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcce
tgagctgace
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

gggtctctge
ggacggctca
atctegggag
ctgctcaagg
ttcececectgg
aacaaccatg
gagaacacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggegtgg
tacecgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tcecgacgget

gggaacgtct

agcctctcce

55

aaccgctgge
gggtacccta
agaaggtgac
agggaagatc
gcecctgtgac
cctggtcettt
gcecttgecace
agacgggact
ctcacacatg

tccececccaaa

tggtggacgt
aggtgcataa

tcagegtcct
tctccaacaa
cccgagagece
tcagecctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tecteatgete

tgtctecggg

caccttgtac
tgacacaccce
cttectactge
cagccacgta
cacagcccac
ccccagtgag
tgaagaccce
ccagaaagac
cccaccgtge
acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccceca
acaggtgtac
ctgectggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgecat

taaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1197
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aagcttgccg
ctgectgggga
accctctegg
cgtctagaca
cagcgcggat
cgagggacat
ccagtgaagc
acctttcectg
catgccectet
ccagcacctg
accctecatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcccccateg
accctgcccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacecgtgg

gaggctctge

<210> 29

<211> 304

ccaccatggg
tgctggtcge
ttcatcctgg
ctgcaacaag
acgggaaggt
accgatgttt
tcctggtcac
acacttgggg
gggatccgga
aattcgaggg
tctceceggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagega
ccacgcctce
acaagagcag

acaaccacta

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido

<400> 29

ES 2486 673 T3

aatgcccatg
tteectgecte
acccgaggtg
catgttctta
ccaggcggag
tggctcctat
aggcgacatt
cacctacctt
gcccaaatct
tgcacecgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccéaagcc
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgetggac
gtggcagcag

cacgcagaag

gggtctctge
ggacggctca
atctcgggag
ctgctcaagg
ttccecectgg
aacaaccatg
gaggccacca
ttaaccacag
tctgacaaaa
gtcttcectcect
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tecegacgget

gggaacgtct

agcctctecce

56

aaccgctggce
gggtacccta
agaaggtgac
agggaagatc
gccctgtgac
cctggtettt
gccttgeace
agacgggact
ctcacacatg
tccceccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcect
tctccaacaa
cccgagagcec
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttecttect
tetecatgetce

tgtectcecggg

caccttgtac
tgacacaccc
cttctactge
cagccacgta
cacagcccac
ccccagtgag
tgaagacccc
ccagaaagac
cccacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtecctg
agcccﬁccca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140

1197
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Met

Gln

Ala

Cys

Ser

65

Val

Ser

Leu

His

Arg
145

Ser

Arg

Glu

Gln

50

Leu

Lys

Cys

Asp

Pro

130

Leu

Ser

Ile

Pro

35

Gly

Phe

Phe

Ile

Leu

115

Gly

Asp

Thr

Ser

20

His

Asn

Ala

Tyr

Tyr

100

Val

Pro

Thr

Leu

Ala

Phe

Tyr

Val

Ile

85

Arg

Val

Glu

Ala

Pro

Gln

Met

Asp

70

Pro

val

Thr

Val

Thr
150

ES 2486 673 T3

Ala

Gln

vVal

Ala

55

Arg

Asp

Gly

Glu

Ile

135

Ser

Leu

Gln

Pro

40

Val

Pro

Met

Glu

Met

120

Ser

Met

Leu

Thr

25

Lys

Glu

Lys

Asn

Leu

105

Tyr

Gly

Phe

57

Cys

10

Leu

Glu

Tyr

Pro

Ser
90

Trp

Asp

Glu

Leu

Val

Pro

Lys

Gln

Pro

75

Arg

Ser

Thr

Lys

Leu
155

Gly

Lys

Gln

Leu

60

Glu

Met

Glu

Pro

Val

140

Leu

Leu

Pro

vVal

45

His

Arg

Ala

Pro

Thr

125

Thr

Lys

Cys

Phe

30

Thr

Phe

Ile

Gly

Ser

110

Leu

Phe

Glu

Leu

15

Ile

Ile

Glu

Asn

Gln

95

Asn

Ser

Tyr

Gly

Ser

Trp

Cys

Gly

Lys

80

Tyr

Leu

Val

Cys

Arg
160
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Ser

Leu

Ser

Leu

Thr

225

Gly

Leu

Ser

Gly

Tyr

Val

210

Phe

Leu

Arg

Leu Val

Arg Ala

290

His

Pro

Asn

195

Thr

Pro

Gln

Met

Glu

275

Ser

<210> 30

<211> 287
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido

<400> 30

Val

Val

180

Asn

Gly

Ala

Lys

Gly

260

Asp

Thr

Gln

165

Thr

His

Asp

Asp

Asp

245

Leu

Trp

Trp

Arg

Thr

Ala

Ile

Thr

230

His

Ala

Leu

Glu

ES 2486 673 T3

Gly

Ala

Trp

Glu

215

Trp

Ala

Phe

Ser

Gly
295

Tyr

His

Ser

200

Asn

Gly

Leu

Leu

Arg

280

Arg

Gly

Arg

185

Phe

Thr

Thr

Trp

Val

265

Lys

Lys

170

Gly

Pro

Ser

Tyr

Asp

250

Leu

Arg

Arg

58

val

Thr

Ser

Leu

Leu

235

His

Val

Thr

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

220

Leu

Thr

Ala

Arg

Asn
300

Ala

Arg

Pro

205

Pro

Thr

Ala

Leu

Glu

285

Thr

Glu

Cys

190

Val

Glu

Thr

Gln

Val

270

Arg

Gln

Phe

175

Phe

Lys

Asp

Glu

Asn

255

Trp

Ala

Thr

Pro

Gly

Leu

Pro

Thr

240

Leu

Phe

Ser

Leu
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Met Ser

1

Gln Arg

Ala Glu

Cys Gln

ES 2486 673 T3

Ser Thr Leu Pro Ala Leu Leu

5

Ile Ser Ala Gln Gln Gln Thr

20

25

Pro His Phe Met Val Pro Lys

35

40

Gly Asn Tyr Gly Ala Val Glu

55

59

Cys

10

Leu

Glu

Tyr

Val

Pro

Lys

Gln

Gly Leu Cys

Lys Pro Phe
30

Gln Val Thr
45

Leu His Phe
60

Leu
15
Ile

Ile

Glu

Ser

Trp

Cys

Gly
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Ser

65

Val

Ser

Leu

His

Arg

145

Ser

Leu

Ser

Leu

Thr

225

Arg

Val

Ala

Leu

Lys

Cys

Asp

Pro

130

Leu

Ser

Gly

Tyxr

Val

210

Phe

Met

Glu

Ser

<210> 31

<211> 209

Phe

Phe

Ile

Leu

115

Gly

Asp

His

Pro

Asn

195

Thr

Pro

Gly

Asp

Thr
275

Ala

Tyr

Tyr

100

Val

Pro

Thr

Val

Val

180

Asn

Gly

Asp

Leu

Trp
260

Val

Ile

85

Arg

Val

Glu

Ala

Gln

165

Thr

His

Asp

His

Ala

245

Leu

Glu

Asp

Pro

Val

Thr

VvVal

Thr

150

Arg

Thr

Ala

Ile

Ala

230

Phe

Ser

Gly

ES 2486 673 T3

Arg

Gly

Glu

Ile

135

Ser

Gly

Ala

Trp

Glu

215

Leu

Leu

Arg

Arg

Pro

Met

Glu

Met

120

Ser

Met

Tyr

His

Ser

200

Asn

Trp

Val

Lys

Arg
280

Lys

Asn

Leu

105

Tyr

Gly

Phe

Gly

Arg

185

Phe

Thr

Asp

Leu

Arg

265

Arg

60

Pro

Ser

90

Trp

Asp

Glu

Leu

Lys

170

Gly

Pro

Ser

His

Val

250

Thr

Leu

Pro

75

Arg

Ser

Thr

Lys

Leu

155

val

Thr

Ser

Leu

Thr

235

Ala

Arg

Asn

Glu

Met

Glu

Pro

Val

140

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

220

Ala

Leu

Glu

Thr

Arg

Ala

Pro

Thr

125

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

205

Pro

Gln

Val

Arg

Gln
285

Ile

Gly

Ser

110

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

190

Val

Glu

Asn

Trp

Ala

270

Thr

Asn

Gln

95

Asn

Ser

Tyr

Gly

Phe

175

Phe

Lys

Asp

Leu

Phe

255

Ser

Leu

Lys

80

Tyr

Leu

Val

Cys

Arg

160

Pro

Gly

Leu-

Pro

Leu

240

Leu

Arg
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 31

ES 2486 673 T3

61
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Gln

Val

Cys

Arg

65

Pro

Gly

Leu

Pro

Thr

145

Leu

Phe

Ser

Ser Ser
Arg Ile

His Pro
35

Arg Leu
Ser Ser
Leu Gly
Ser Tyr

Leu Val
115

Thr Phe
130

Gly Leu
Leu Arg
Leu Val

Arg Ala
195

<210> 32
<211> 192

Thr

Ser

20

Gly

His

Pro

Asn

100

Thr

Pro

Gln

Met

Glu

180

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Val

Val

85

Asn

Gly

Ala

Lys

Gly

165

Asp

Thr

Pro

Gln

Glu

Ala

Gln

70

Thr

His

Asp

Asp

Asp

150

Leu

Trp

Trp

ES 2486 673 T3

Ala

Gln

VvVal

Thr

55

Arg

Thr

Ala

Ile

Thr

135

His

Ala

Leu

Glu

Leu

Gln

Ile

40

Ser

Gly

Ala

Trp

Glu

120

Trp

Ala

Phe

Ser

Gly
200

Leu

Met

25

Ser

Met

Tyr

His

Ser

105

Asn

Gly

Leu

Leu

Arg

185

Arg

Leu

62

Cys
10

Tyr

Gly

Phe

Gly

Arg

90

Phe

Thr

Thr

Trp

Val

170

Lys

Val

Asp

Glu

Leu

Lys

75

Gly

Pro

Ser

Tyr

Asp

155

Leu

Arg

Arg

Thr

Lys

Leu

60

Val

Thr

Ser

Leu

Leu

140

His

Val

Thr

Leu

Leu

Pro

vVal

45

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

125

Leu

Thr

Ala

Arg

Asn
205

Thr
30

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

110

Pro

Thr

Ala

Leu

Glu

190

Thr

Leu

15

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

95

Val

Glu

Thr

Gln

vVal

175

Arg

Gln

Ser

Ser

Tyr

Gly

Phe

80

Phe

Lys

Asp

Glu

Asn
160

Trp

Ala

Thr
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 32

Met Ser Ser
1

Gln Arg Ile

Val His Pro
35

Cys Arg Leu
50

Arg Ser Ser
65

Pro Leu Gly

Gly Ser Tyr

Leu Leu Val
115

Pro Thr Phe
130

Leu Arg Met
145

Leu Val Glu

Arg Ala Ser

Thr

Ser

20

Gly

Asp

His

Pro

Asn

100

Thr

Pro

Gly

Asp

Thr
180

Leu

Ala

Pro

Thr

Vval

Val

85

Asn

Gly

Asp

Leu

Trp

165

Trp

Pro

Gln

Glu

Ala

Gln

70

Thr

His

Asp

His

Ala

150

Leu

Glu

ES 2486 673 T3

Ala

Gln

val

Thr

55

Arg

Thr

Ala

Ile

Ala

135

Phe

Ser

Gly

Leu

Gln

Ile

40

Ser

Gly

Ala

Trp

Glu

120

Leu

Leu

Arg

Arg

Leu

Met

25

Ser

Met

Tyr

His

Ser

105

Asn

Trp

Val

Lys

Arg

185

63

Cys

10

Tyr

Gly

Phe

Gly

Arg

Phe

Thr

Asp

Leu

Arg

170

Arg

Val

Asp

Glu

Leu

Lys

75

Gly

Pro

Ser

His

Val

155

Thr

Leu

Gly

Thr

Lys

Leu

60

vVal

Thr

Ser

Leu

Thr

140

Ala

Arg

Asn

Leu

Pro

Val

45

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

125

Ala

Leu

Glu

Thr

Cys

Thr

30

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

110

Pro

Gln

Vval

Gln
190

Leu

15

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

95

Val

Glu

Asn

Trp

Ala

175

Thr

Ser
Ser
Tyr
Gly
Phe
80

Phe
Lys
Asp
Leu
Phe
160

Ser

Leu
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Pro

Ile

Pro

Gly

Phe

65

Phe

Phe

Leu

Arg

Lys

145

His

Pro

<210> 33
<211> 323

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 33

Thr
Asn
Ser
Ala
50

Ala
Phe
Tyr
Val
Pro
130
Thr

Ile

Val

Leu

Thr

Ile

35

Gln

Leu

Ile

Gln

Val

115

Glu

Ala

Gln

Thr

Thr

Glu

20

Met

Ser

Glu

Ser

Ser

100

Thr

vVal

Thr

Asn

Arg
180

Ala

5

Lys

Val

Ala

Arg

Gln

85

Gly

Thr

Ser

Lys

165

Ala

Leu

Glu

Thr

Ser

Pro

70

Met

Glu

Leu

Leu

Lys

150

Tyr

His

Leu

Thr

Asn

Glu

55

Lys

Thr

Leu

Tyr

Gly

135

Phe

Gly

Arg

ES 2486 673 T3

Cys

Leu

Gly

40

Tyr

Pro

SEI

Trp

Asp

120

Glu

Phe

Asn

Gly

Leu

Pro

25

Asn

Gln

Ser

His

Ser

105

Thr

Asn

Leu

Ile

Thr
185

Gly

10

Lys

Ser

Leu

Arg

Thr
90

Lys

Pro

Val

Leu

Gln

170

Tyr

64

Leu

Pro

Val

Tyr

Ser

75

Ala

Ser

Asn

Thr

Lys

155

Ala

Arg

Cys

Ile

Asn

Phe

60

Met

Gly

Ser

Leu

Phe

140

Glu

Glu

Cys

Leu

Ile

Ile

45

Glu

Asn

Ile

Asn

Trp

125

Phe

Arg

Phe

Phe

Ser

Lys

Tyr

Pro

110

Val

Cys

Gly

Pro

Gly
190

Gln

15

Ala

Cys

Ser

Val

Thr

95

Leu

Tyr

Gln

Ser

Met

175

Ser

Arg

Lys

Gln

Phe

Arg

Cys

Lys

Pro

Leu

Asn

160

Gly

Tyr
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Asn Asp

Thr Gly
210

Ser Leu
225

Gln Lys

Ile Gly

Glu Asp

Thr Asn
290

Glu Glu
305

Gly Ala

Tyr

195

Gly

Asp

Asp

Leu

275

Trp

Gln

Leu

<210> 34

<211> 325
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Val

Tyr

Ser

Ala

260

Leu

Glu

Arg

<223> Péptido
<400> 34

Trp

Glu

Trp

Ala

245

Cys

Ser

Cys

Asn

Ser

Asn

Glu

230

Phe

Ile

Lys

Arg

Ala
310

Phe

Ser

215

Phe

Trp

Ile

Arg

Arg

295

Ile

ES 2486 673 T3

Pro

200

Ser

Asp

Asp

Leu

Lys

280

Arg

Ser

Ser

Leu

Leu

His

Ile

265

Asp

Trp

Met

Glu

Ala

Ser

Thr

250

Thr

His

Arg

Met

65

Pro

Pro

Thr

235

Thr

Leu

Glu

Met

Glu
315

val

Thr

220

Asn

Gln

val

Glu

Gln

300

Leu

Thr
205

Asp

Glu

Asn

Trp

Ala

285

His

Lys

Leu

Pro

Ser

Leu

Leu

270

Asn

Tyr

Ala

Leu

Thr

Gly

Ile

255

Leu

Arg

Phe

Thr

Ile

Ser

Leu

240

Arg

Thr

Leu

Glu

Pro
320
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Met Leu Pro Thr Leu
1 5

Gln Arg Ile Asn Thr
20

Ala Lys Pro Ser Ile
35

Cys Gln Gly Ala Gln
50

ES 2486 673 T3

Thr Ala

Glu Lys

Met Val

Ser Ala
55

Leu Leu

Glu Thr
25

Thr Asn
40

Ser Glu

66

Cys Leu

10

Leu Pro

Gly Asn

Tyr Gln

Gly Leu Cys

Lys Pro Ile
30

Ser Val Asn
45

Leu Tyr Phe
60

Leu

15

Ile

Ile

Glu

Ser

Trp

Trp

Gly
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Ser Phe
65

Val Arg

Thr Cys

Leu Lys

Tyr Pro

130

Gln Leu
145

Ser Asn

Met Gly

Ser Tyr

Leu Ile

210

Thr Ser

225

Gly Leu

Ile Arg

Leu Thr

Arg Leu
290

Phe

Phe

Phe

Leu

115

Gln

Lys

His

Pro

Asn

195

Thr

Ser

Gln

Ile

Glu

275

Thr

Ala

Phe

Tyr

100

Val

Pro

Thr

Ile

Val

180

Asp

Gly

Leu

Lys

Gly

260

Asp

Asn

Leu

Ile

85

Gln

Vval

Glu

Ala

Gln

165

Thr

Tyr

Gly

Asp

Asp

245

Leu

Trp

Trp

Glu

70

Ser

Ser

Thr

Val

Thr

150

Asn

Arg

Ala

Val

Tyr

230

Ser

Ala

Leu

Glu

ES 2486 673 T3

Arg

Gln

Gly

Gly

Thr

135

Ser

Lys

Ala

Trp

Glu
215

Trp

Ala

Cys

Ser

Cys
295

Pro

Met

Glu

Leu

120

Leu

Lys

Tyr

His

Ser

200

Asn

Glu

Phe

Ile

Lys

280

Arg

Lys

Thr

Leu

105

Tyr

Gly

Phe

Gly

Arg

185

Phe

Ser

Phe

Trp

Ile

265

Arg

Arg

67

Pro

Ser
90

Trp

Asp

Glu

Phe

Asn

170

Gly

Pro

Ser

Asp

Asp

250

Leu

Lys

Arg

Ser

75

His

Ser

Thr

Asn

Leu

155

Ile

Thr

Ser

Leu

Leu

235

His

Ile

Asp

Trp

Arg

Thr

Lys

Pro

Val

140

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ala

220

Ser

Thr

Thr

His

Arg
300

Ser

Ala

Ser

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Arg

Pro

205

Pro

Thr

Thr

Leu

Glu

285

Met

Met

Gly

Ser

110

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

190

Val

Thr

Asn

Gln

Val

270

Glu

Gln

Asn

Ile

95

Asn

Trp

Phe

Arg

Phe

175

Phe

Thr

Asp

Glu

Asn
255

Trp

Ala

His

Lys

80

Tyr

Pro

Val

Cys

Gly

160

Pro

Gly

Leu

Pro

Ser

240

Leu

Leu

Asn

Tyr
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ES 2486 673 T3

Phe Glu Glu Glu Gln Arg Asn Ala Ile Ser Met Met Glu Leu Lys Ala
320

305 310

Thr Pro Gly Ala Leu
325

<210> 35

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido
<400> 35

Thr Gln Thr Leu Asp Pro
1 5

Cys Pro Pro Cys Pro Ala
20

Leu Phe Pro Pro Lys Pro
35

Glu Val Thr Cys Val Val
50

Lys Phe Asn Trp Tyr Val
65 70

Lys Pro Arg Glu Glu Gln
85

Leu Thr Val Leu His Gln
100

Lys Val Ser Asn Lys Ala
115

Lys Ala Lys Gly Gln Pro
130

Ser Arg Asp Glu Leu Thr
145 150

Glu

Pro

Lys

val

55

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

135

Lys

Pro

Glu

Asp

40

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

120

Glu

Asn

Lys

Phe

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

68

315

Ser Ser
10

Glu Gly

Leu Met

Ser His

Glu Val

75

Thr Tyr

90

Asn Gly

Pro Ile

Gln Val

Val Ser
155

Asp

Ala

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Lys

Pro

Ser

45

Asp

Asn

vVal

Glu
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Reivindicaciones

1. Una composicion que comprende, al menos, una proteina y un portador farmacéuticamente aceptable, en la que
la proteina se selecciona del grupo formado por:

una proteina que comprende un fragmento aislado de la region extracelular de NKp46;
un anticuerpo especifico para la region extracelular de NKp46,y
una combinacién de los mismos,

para su uso en la prevencion o el tratamiento de la diabetes tipo 1.

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1,

en la que la proteina es una proteina que comprende un fragmento aislado de la region extracelular de NKp46; o en
la que la NKp46 es NKp46 humana, preferiblemente en el que la NKp46 humana es una isoforma seleccionada del
grupo formado por una isoforma a, una isoforma b, una isoforma c y una isoforma d.

3. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que el fragmento aislado de
la region extracelular de NKp46 comprende el dominio D2 o un fragmento del mismo.

4. La composicién para su uso segun la reivindicacion 3,

en la que el fragmento aislado esté sustancialmente desprovisto del dominio D1; o

en la que el fragmento aislado comprende el dominio D2 o un fragmento del mismo, y un fragmento del dominio D1;
0

en la que el dominio D2 se selecciona del grupo formado por la SEQ ID N°: 1; SEQID N %:2; SEQ ID N ¢: 3; SEQ ID
N 4; SEQID N%: 9y SEQ ID N°%: 10; o

en la que el fragmento aislado comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las
SEQ ID NOS: 1-10; 0

en la que el fragmento aislado corresponde a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las
SEQ ID NOS: 1-10; 0

en la que el fragmento aislado comprende una variante de dominio D2, en la que la variante comprende al menos
una sustitucion de aminodacidos en el dominio D2, preferiblemente en la que la sustitucion de al menos un acido
amino esta en un residuo seleccionado del grupo formado por treonina 125, treonina 225, lisina 157, lisina 170,
arginina 160, arginina 166, histidina 163, asparagina 216, y una combinacién de los mismos, en la que los nimeros
corresponden a las posiciones de los residuos de la SEQ ID N 29, mé&s preferiblemente en la que la sustitucion de
aminoacidos se selecciona entre el grupo formado por T125A; T225A; T225S; T225N; N216A; K157Q; R160Q;
H163Q; R166Q; K170T y una combinacién de los mismos, en la que los numeros corresponden a las posiciones de
los residuos de NKp46 de la SEQ ID N?: 29; o, alternativamente, preferiblemente en el que la variante de dominio D2
se selecciona del grupo que consiste de las SEQ ID N2: 12 — 16.

5. La composicién para su uso segun la reivindicacién 3, en la que la proteina que comprende un fragmento aislado
de la region extracelular de NKp46 se selecciona del grupo formado por una proteina de fusiéon y un conjugado de
proteina.

6. La composicion para su uso segun la reivindicacion 5, en la que la proteina de fusién comprende un primer
segmento y un segundo segmento, en la que el primer segmento comprende el dominio D2 o un fragmento del
mismo, y en la que el segundo segmento comprende al menos una proteina heteréloga seleccionada del grupo
formado por: una inmunoglobulina, una citoquina, una proteina inmunomoduladora o péptido, un receptor de NK
distinta de NKp46, una hormona, un factor de crecimiento y fragmentos de los mismos.

7. La composicién para su uso segun la reivindicacién 6,

en la que la proteina heteréloga es un fragmento de inmunoglobulina, preferiblemente en la que el fragmento de
inmunoglobulina es la region Fc de la IgG1 o, alternativamente, preferiblemente en la que el dominio D2 o fragmento
de la misma se selecciona del grupo formado por las SEQIDN®:1-10y 12-16;0

en la que la proteina de fusiébn comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las
SEQ ID N% 17 - 22; o en la que la proteina de fusion comprende una variante del dominio D2 como primer
segmento, en la que la variante comprende al menos una sustitucion de aminoacidos en el dominio D2 en un residuo
seleccionado del grupo formado por treonina 125, treonina 225, lisina 157, lisina 170, arginina 160, arginina 166,
histidina 163, asparagina 216, y una combinacion de los mismos; en la que los nimeros corresponden a las
posiciones de los residuos de la SEQ ID N?: 29; preferiblemente en la que la proteina de fusion comprende la regién
Fc de la IgG1 como segundo segmento; mas preferiblemente en la que el primer segmento comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo formado por las SEQ ID N%: 12 - 16; o

en la que la citoquina se selecciona del grupo formado por IL - 2, IL - 4 e IL - 10; 0 en el que la proteina
inmunomoduladora o péptido se selecciona del grupo formado por la proteina de choque térmico 60 (Hsp60) 0 un
fragmento de la misma, roquinimex, el antigeno de fijaciéon al complemento de fiebre Q (QFA), anticuerpo antiCD3 y
una combinacién de los mismos; o en la que el receptor de NK diferente de NKp46 es NKG2D; o en la que la
hormona se selecciona del grupo formado por insulina, glucagén y una combinacion de los mismos.
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8. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la composicion comprende un anticuerpo
especifico para la region extracelular de NKp46 en el que el anticuerpo es un anticuerpo sin deplecionar.

9. La composicion para su uso segun la reivindicacion 8 en la que el anticuerpo es especifico para el dominio D2.

10. La composicién para su uso segun la reivindicacion 9,

en la que el anticuerpo se selecciona del grupo formado por un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico,
un anticuerpo de cadena sencilla y un anticuerpo humanizado; o

en la que la composicion comprende tanto una proteina que comprende un fragmento aislado de la region
extracelular de NKp46; como un anticuerpo especifico para la regién extracelular de NKp46, en la que el anticuerpo
es un anticuerpo sin deplecionar.

11. La composicién para su uso segun la reivindicacion 1,
en la que la diabetes tipo 1 se selecciona del grupo formado por preinsulitis, insulitis temprana, prediabetes, diabetes
manifiesta y una combinacion de los mismos.

12. La composicién para su uso segun la reivindicacion 11,

en donde la composicion se administra después de la deteccion de al menos uno de los niveles de glucosa en
ayunas en sangre y de los niveles de tolerancia a la glucosa en la materia; o

donde se determinan antes de y después de la administracion de la composicion que comprende ademas al menos
uno de los niveles de glucosa en sangre en ayunas y los niveles de tolerancia a la glucosa en el sujeto; o

en la que la composicién se administra como una sola dosis o de dosis mdltiples, preferiblemente en mdultiples dosis
a intervalos semanales; o

en la que la composicién se administra por una via seleccionada de entre el grupo que consiste en administracion
parenteral, oral, transdérmica y tépica; o

en la que la composiciébn se administra en combinacion con al menos un agente inmunomodulador o
inmunoestimulador, preferiblemente en la que el agente inmunomodulador o inmunoestimulador se selecciona del
grupo formado por bacilo de Calmette - Guérin (BCG), proteina de choque térmico 60 (Hsp60) o un fragmentos de la
misma, roquinimex, antigeno al complemento de fiebre Q (QFA), anticuerpo antiCD3, a - galactosliceramida, un
adyuvante y una combinacion de los mismos.

13. Una proteina que comprende un fragmento aislado de la regién extracelular de NKp46 para su uso en la
prevencion o el tratamiento de la diabetes tipo 1.

14. Un anticuerpo especifico para la regién extracelular de NKp46 para su uso en la prevencion o el tratamiento de
la diabetes tipo 1, en la que el anticuerpo es un anticuerpo sin deplecionar.
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