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DESCRIPCION

Un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, y usos del mismo en el tratamiento o la prevencion de
una enfermedad

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere a un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, un vector
recombinante que porta el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, un huésped que comprende el
vector recombinante, una composicion farmacéutica que comprende uno o mas seleccionados entre el gen que
codifica un mutante de glucoquinasa humana, el vector recombinante y el huésped, uso del gen que codifica un
mutante de glucoquinasa humana, el vector recombinante y el huésped en la fabricacion de un medicamento para
controlar la glucemia o un medicamento para prevenir y tratar alteraciones del metabolismo de carbohidratos, uso
del gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, el vector recombinante y el huésped en la fabricacion de
un medicamento para prevenir y tratar diabetes mellitus, un procedimiento para controlar la glucemia o prevenir y
tratar alteraciones del metabolismo de carbohidratos mediante el uso de estos, y un procedimiento para prevenir y
tratar la diabetes mellitus mediante el uso de los mismos.

TECNICAS ANTECEDENTES

[0002] La glucoquinasa (GK) es un importante miembro de la familia de hexosa quinasa, cuya actividad
bioldgica basica es catalizar la fosforilacion de glucosa. El gen que codifica glucoquinasa humana esta ubicado en el
brazo corto del Cromosoma 7 y comprende diez exones. La GK consiste en 465 aminoacidos, esta presente
especificamente en hepatocitos maduros y células beta de los islotes de Langerhans, e implicada en muchas de
etapas clave en el glucometabolismo y la secrecion de insulina.

[0003] Actualmente, se ha demostrado que la intensidad en la respuesta de secrecion de insulina in vivo es
proporcional a la tasa metabdlica para glucosa en células beta de insulina. De este modo, la enzima que controla la
tasa de flujo de entrada de glucosa en las células se considera un sensor de glucosa que regula la liberacion de
insulina, y la GK es el sensor de glucosa en células beta de los islotes de Langerhans. Cuando es transferida al
interior de una célula beta a través del transportador 2, la glucosa es fosforilada bajo la accion de la glucoquinasa e
introducida en la ruta glucolitica para dar ATP, cuya cantidad es proporcional a la cantidad de glucosa introducida en
la célula beta; EI ATP puede cerrar el canal de iones potasio en la membrana plasmatica de la célula beta, causando
despolarizacion, que, a su vez, da como resultado flujo de entrada de iones calcio y eventualmente secrecion de
insulina. Dado que la actividad de GK esta controlada directa o indirectamente por la concentracién de glucosa en
sangre, la alteracion de la tasa metabdlica para glucosa dentro de la célula beta puede regular la secrecién de
insulina. Ademas, dado que la enzima solamente puede controlar la concentracién de glucosa en sangre facilitando
la sintesis de glucdgeno hepatico y catalizando la conversién en glucosa en glucosa-6-fosfato, la anomalia de
actividad de GK desempefia un papel clave en la aparicion y desarrollo de alteraciones del metabolismo de
carbohidratos.

[0004] Se descubrié mediante algunas investigaciones que en pacientes y algunos modelos animales (por
ejemplo, ratas en ayunas) que padecian diabetes mellitus de tipo 2, la actividad GK en hepatocitos de ratas con
diabetes mellitus de tipo 2 inducida por una dieta rica en grasa se reduce significativamente en comparacién con el
control normal; se demostr6 ademas mediante otros resultados de investigacién que el aumento de la actividad GK
puede reducir el nivel de glucemia significativamente. Se confirmé en el presente estudio que la variacion del gen
GK esta asociada estrechamente con la apariciéon de un subtipo de diabetes mellitus de tipo 2, es decir, diabetes
juvenil de aparicion tardia (MODY), en la que la mutacion del gen desempefia un papel principal en la aparicion de
MODY.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0005] El objetivo técnico a resolver por la presente invencién es como proporcionar un gen que codifica un
mutante de glucoquinasa humana a partir del cual el mutante de glucoquinasa humana se expresa con actividad GK
mayor que la de tipo silvestre, de modo que se proporcionarda una manera novedosa para controlar la glucemia,
tratando alteraciones del metabolismo de carbohidratos, asi como diabetes mellitus, particularmente diabetes
mellitus de tipo 2.

[0006] La presente invencién proporciona un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, en el
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que el gen tiene:

(1) una secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2; o

(2) una secuencia de nucleétidos que es idéntica a la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 2
excepto el marco abierto de lectura (ORF) que va desde la posicion 487 a la 1884 de la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2, y cuyo ORF codifica la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por el ORF
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2.

[0007] En la técnica anterior se cree, en general, que, debido a la mutacién de sentido erréneo, mutacion sin
sentido, y mutacion del marco de lectura en bases en el ORF de un gen que codifica una proteina, puede alterar la
estructura primaria de la secuencia de aminoacidos de un producto proteico codificado por el gen, solamente la
mutacion que se produce dentro de un exén del gen que codifica una proteina puede dar como resultado
habitualmente cambios relativamente destacables del rendimiento del producto proteico. Actualmente, la funcidn
para un intron del gen que codifica una proteina aln no esta clara, y en términos generales, la alteracion del intron
puede tener apenas un efecto esencial sobre el rendimiento del producto proteico. Los inventores de la presente
invencion han descubierto inesperadamente que un gen de glucoguinasa humana mutante que tiene una mutacion
gue se produce dentro de una region intronica del gen de glucoquinasa humana de tipo silvestre puede expresar un
mutante de glucoquinasa humana que muestra una actividad GK aumentada significativamente en comparacién con
la del tipo silvestre.

[0008] La presente descripcidon también proporciona un mutante de glucoquinasa humana, en el que el gen
que codifica un mutante de glucoquinasa humana es el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana
descrito en la presente invencion.

[0009] La presente invencién también proporciona un vector recombinante que comprende un vector y un gen
de interés portado en éste, en el que el gen de interés es el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana
descrito en la presente invencion.

[0010] La presente invencién también proporciona un huésped, en el que el huésped comprende el vector
recombinante descrito en la presente invencion.

[0011] La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
excipiente farmacéuticamente aceptable y uno o mas seleccionados entre un gen que codifica un mutante de
glucoquinasa humana descrito en la presente invencion, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y
un huésped descrito en la presente invencion.

[0012] La presente invencion también proporciona el uso de un gen que codifica un mutante de glucoquinasa
humana descrito en la presente invencién, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y un huésped
descrito en la presente invencién en la fabricacion de un medicamento para controlar la glucemia o un medicamento
para prevenir y tratar alteracion del metabolismo de carbohidratos.

[0013] La presente invencion también proporciona el uso de un gen que codifica un mutante de glucoquinasa
humana descrito en la presente invencién, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y un huésped
descrito en la presente invencién en la fabricacion de un medicamento para prevenir y tratar diabetes mellitus.

[0014] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de control de la glucemia o de
prevencion y tratamiento de alteraciones del metabolismo de carbohidratos, en el que un agente seleccionado entre
el grupo que consiste en un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana descrito en la presente invencion,
un mutante de glucoquinasa humana descrito en la presente invencién, un vector recombinante descrito en la
presente invencioén, y un huésped descrito en la presente invencion es administrado al paciente que lo necesita.

[0015] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de prevencion y tratamiento de
diabetes mellitus, en el que un agente seleccionado entre el grupo que consiste en un gen que codifica un mutante
de glucoquinasa humana descrito en la presente invencion, un mutante de glucoquinasa humana descrito en la
presente invencion, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y un huésped descrito en la presente
invencion es administrado al paciente que lo necesita.

[0016] El mutante de glucoquinasa humana expresado por un gen de la presente invencién muestra una
actividad significativamente mayor que la del tipo silvestre, proporcionando de este modo un medio novedoso y
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eficaz para controlar la glucemia o para prevenir y tratar alteraciones del metabolismo de carbohidratos,
especialmente diabetes mellitus.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0017]

La figura 1 es la fotografia de electroforesis obtenida después del ligamiento del plasmido pIRES2-EGFP linealizado
y el gen de interés (ejemplo 1).

La figura 2 es la curva para la relacién funcional entre la unidad de insulina (4 unidad/ml) en el eje X y el recuento de
1251 eneleje Y.

La figura 3 es una representacion esquematica para la estructura del vector del plasmido pIRES2-EGFP.

La figura 4 es la fotografia de electroforesis para la identificacion de células min6 transfectadas con éxito con el
vector plasmidico recombinante.

La figura 5 es la fotografia microscépica para células min6 transfectadas con éxito con el vector plasmidico
recombinante.

La figura 6 es la fotografia de electroforesis para la identificacion del plasmido lanzadera circular recombinante
pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP o el plasmido lanzadera circular recombinante pShuttle2-CMV-G261-IRES2-
EGFP.

La figura 7 es la fotografia de electroforesis para la identificacion del adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 o el
adenovirus recombinante pAd-GFP-G262.

REALIZACIONES DETALLADAS

[0018] La presente invencién proporciona un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana, en el
que el gen tiene:

(1) una secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2; o

(2) una secuencia de nucleétidos que es idéntica a la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 2
excepto el marco abierto de lectura (ORF) que va de la posicion 487 a 1884 de la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2, y cuyo ORF codifica la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por el ORF
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2.

[0019] Preferentemente, el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana tiene la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. Un gen que codifica la glucoquinasa humana puede aislarse de leucocitos
de un cuerpo humano sano, que tiene la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 de la lista de
secuencias, es decir, el gen de tipo silvestre que codifica la glucoquinasa humana (nimero de entrada al GenBank
BC001890, M88011, NM033508 y NM033507). La secuencia de nucleétidos del gen que codifica un mutante de
glucoquinasa humana de acuerdo con la presente invencion tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2 tiene una
delecion de una base C en la posicién 2643 en comparacion con la del gen de tipo silvestre.

[0020] Debe entenderse que un experto en la materia puede sintetizar una secuencia de nucleétidos diferente
de la SEQ ID NO: 2 mientras que codifica el mutante de glucoquinasa humana de la presente invencion, de acuerdo
con la degeneracion de codones y el sesgo de uso de codones en diferentes especies. Es decir, es una secuencia
de nucledtidos que es idéntica a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 excepto el marco abierto
de lectura que va de la posicién 487 a 1884 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2, y cuyo
ORF codifica la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por el ORF de la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2.

[0021] La presente descripcion también proporciona un mutante de glucoquinasa humana, en el que el gen
que codifica un mutante de glucoquinasa humana es el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana
descrito en la presente invencion.

[0022] Es bien conocido en la técnica que entre 20 clases de los diferentes aminoacidos que constituyen una
proteina, todas las demas 18 clases de los diferentes aminoacidos son codificadas individualmente por 2-6 de los
codones, excepto Met (ATG) o Trp (TGG) que son codificados individualmente por un Gnico codon (Véase, Apéndice
D en Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, pag. 950). En otras palabras, dado que el coddn que codifica un aminoacido es mas de uno en la mayoria de
los casos debido a la degeneracion del codén genético y la sustitucion del tercer nucleétido en un codén de triplete a
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menudo da como resultado ningn cambio en la composicién de aminoacidos, las secuencias de nucleétidos que
codifican proteinas con una secuencia de aminoacidos idéntica pueden ser diferentes. De acuerdo con la tabla de
codones bien conocida, el experto en la materia ha adquirido las secuencias de nucleétidos mencionadas
anteriormente desde la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 descrita de acuerdo con la
invencién, mediante procesos biolégicos (por ejemplo, enfoques basados en PCR, procedimientos de mutacion
puntual) o sintesis quimica, y las usé en técnicas recombinantes y terapias génicas, de este modo esta porcion de
las secuencias de nucledtidos deben estar incluidas todas dentro del alcance de la presente invencién. Ademas, las
secuencias de ADN descritas en el presente documento también pueden utilizarse mediante procedimientos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, procedimientos descritos por Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 ed. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), a través de la modificacion de la secuencia
de acido nucleico proporcionada en la presente invencion.

[0023] La presente invencion también proporciona un vector recombinante que comprende un vector y un gen
de interés portado en éste, en el que el gen de interés es un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana
descrito en la presente invencion.

[0024] Los genes de interés también pueden incluir una secuencia reguladora, por ejemplo, un promotor,
terminador y potenciador para la expresion de uno o mas de los genes de interés. El gen de interés también puede
incluir un gen marcador (por ejemplo, genes que codifican la 3-galactosidasa, la proteina verde fluorescente u otras
proteinas fluorescentes) o un gen cuyo producto regula la expresion de otros genes. Ademas de ser un ADN, el gen
de interés también puede ser ARNm, ARNt o ARNr, y también pude incluir la secuencia reguladora de la
transcripcion relevante habitualmente asociada con la transcripcién de la secuencia, tal como, por ejemplo, una
sefial de terminacidn de la transcripcion, un sitio de poliadenilacion y un elemento potenciador cadena abajo.

[0025] El vector puede ser diversos vectores capaces de portar el gen de interés que se usan habitualmente
en la técnica y diversos vectores capaces de portar el gen de interés que estan disponibles y mejorados por el
desarrollo tecnolégico. Por ejemplo, el vector es plasmidos (ADN desnudo), liposomas, conjugados moleculares,
polimeros y virus.

[0026] El plasmido (ADN desnudo) puede portar un gen de interés, y el plasmido que porta el gen de interés
puede inyectarse directamente o introducirse a través de técnicas de pistola génica, electroporacién y electrofusion
en células en un tejido. Ademas, la onda ultrasénica facilita el aumento de la eficiencia de transferencia para el
plasmido. La onda ultrasénica en combinacion con agente de contraste ultrasénico de microburbujas puede
aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica, aumentando de este modo significativamente la eficiencia
de transferencia y de expresion para el ADN desnudo. Dado que esta técnica para la permeacion de la membrana
plasmatica puede fabricar transitoriamente poros en la superficie de la membrana plasmatica, el ADN tiene una
probabilidad de ser introducido en la célula.

[0027] El liposoma es una gotita que consiste en laminillas bimoleculares lipidicas y pueden mediar en la
entrada del gen de interés a través de la membrana plasmatica. El lipido puede ser fosfolipidos naturales que
predominan en lecitina (fosfatidilcolina, PC) y derivados de yema de huevo y soja; también pueden fosfolipidos
sintéticos, tal como dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoil fosfatidiletanolamina (DPPE), diestearoil
fosfatidilcolina (DSPC), y asi sucesivamente; y también pueden comprender colesterol. El liposoma preferido es un
liposoma cationico, que resulta principalmente de mezclar los lipidos cargados positivamente y los lipidos neutros
auxiliares a equivalentes molares. Un complejo puede formarse eficazmente entre el liposoma cargado
positivamente y el ADN cargado negativamente, y transferirse a las células a través de endocitosis.

[0028] El polimero es un complejo estable de polimero/ADN formado mediante neutralizacion eléctrica debido
a la union de las cargas positivas en un polimero catiénico (por ejemplo, poli-L-lisina) a las cargas negativas en el
ADN. EI complejo resultante del polimero catidnico y el ADN aun esta cargado con cargas positivas, puede unirse al
receptor cargado negativamente en la superficie de la célula, y a continuacion introducirse en la célula.

[0029] El conjugado molecular es la entidad en la que un gen de interés de ADN exdgeno esta unido
covalentemente sobre un ligando, un anticuerpo monoclonal, o una proteina de la envuelta viral contra un receptor
especifico en la superficie celular y el gen exdgeno se introduce en un tipo particular de la célula mediante la
propiedad de union especifica.

[0030] Dado que un virus habitualmente puede entrar en un tipo de célula particular con alta eficiencia,
expresar sus propias proteinas y generar viriones nacientes, por lo tanto, el virus modificado sirve en primer lugar
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como un vector para terapia génica. Por ejemplo, se puede hacer referencia al vector de retrovirus, vector de
adenovirus, vector de virus adenoasociado, vector de virus del herpes simplex, etc. Entre ellos, el virus
adenoasociado pertenece al miembro no patdégeno de la familia Parvoviridae, que puede proliferar exclusivamente
dependiendo de un virus auxiliar. El virus adenoasociado tiene un genoma muy pequefio. Por ejemplo, el virus
adenoasociado de tipo 2 tiene un genoma de ADN monocatenario que consiste en 4681 nucleétidos, que
comprenden dos genes, es decir, el gen rep (que codifica proteinas responsables de regular la replicacion viral, la
expresion de genes estructurales y la integracion en el genoma del huésped) y el gen cap (que codifica la proteina
estructural de la capsida), con una repeticion terminal de 145 pb presente en un extremo del genoma. El virus
adenoasociado puede infectar células en la fase de division y en la fase estacionaria, insertarse en el cromosoma de
la célula huésped o expresarse de forma estable a largo plazo en forma de ADN concatémero extracromosomico.
Puede transformar eficazmente los tipos celulares del cerebro, el misculo esquelético, el higado, etc., y posee
caracteristicas tales como antigenicidad, baja toxicidad, ausencia de patogenicidad, etc.

[0031] Preferentemente, el vector se selecciona entre el grupo que consiste en el vector de clonacion, el
vector de expresion eucariota, el vector de expresion procariota y el vector lanzadera (por ejemplo, el plasmido
lanzadera pShuttle2) para implementar la amplificacion y la expresién del gen de interés. Cuando se usa en terapia
génica, un vector de expresion inducible se usa preferentemente, por ejemplo, pIRES2-EGFP. Mas preferentemente,
el vector se selecciona entre el grupo que consiste en pIRES2-EGFP, pCMVp-NEO. BAN, pEGFT-Actin y un vector
de adenovirus. El vector mas preferido es el vector de adenovirus. El adenovirus es un virus sin envuelta con un
genoma de ADN bicatenario lineal, existe muy extendido en la naturaleza, y se clasifica en al menos mas de 100
serotipos. El genoma de adenovirus tiene aproximadamente 36 kb de longitud y tiene una repeticién terminal inversa
respectivamente en uno de ambos extremos con una sefial de empaquetamiento del virus siendo interna. Hay cuatro
unidades de transcripcién temprana (E1, E2, E3 y E4) responsables de la regulacion y una unidad de transcripcion
tardia responsable de codificar proteinas estructurales virales en el genoma de adenovirus. Como un vector para
terapia génica, el vector de adenovirus presenta las siguientes ventajas: 1) una capacidad de empaquetamiento
relativamente grande para un gen exdgeno, siendo de este modo posible insertar un gran fragmento del gen
exogeno, de hasta 35 kb de longitud; 2) tiene eficiencia de infeccidn elevada, siendo de este modo posible transducir
de forma eficiente diversos tipos celulares en tejidos humanos con una eficiencia de transduccion experimental in
vitro de aproximadamente el 100%; 3) puede transducir las células que no se dividen; 4) proporciona el virus
recombinante con valores cuantitativos elevados en cultivo celular; 5) entra en una célula huésped sin integracién en
el genoma de la célula huésped y solamente se expresa de forma transitoria, mostrando de este modo una
seguridad relativamente alta. Actualmente, la version mas nueva del vector de adenovirus tiene todos (un vector no
viral) o la mayoria de los genes de adenovirus (un vector de mini-adenovirus) delecionados, y solamente las
repeticiones terminales inversas y la secuencia de sefial de empaquetamiento retenidas, asi que un gen de hasta 35
kb de longitud puede insertarse en el vector, una respuesta inmunitaria celular mas débil es desencadenada por el
vector, una region de fijacién a la matriz nuclear introducida en el vector puede permitir que el gen exdégeno se
exprese durante largo tiempo y aumentar la estabilidad del vector.

[0032] La presente invencion también proporciona un huésped, en el que el huésped comprende un vector
recombinante descrito en la presente invencién. Por un lado, la transformacién de un huésped con el vector
recombinante que comprende el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana de la presente invencién
puede usarse para investigar la relacion entre el mutante de glucoquinasa humana y el glucometabolismo, asi como
la secrecién de insulina, por otro lado, puede usarse para preparar el mutante de glucoquinasa activo. Se prefiere
que el huésped se seleccione entre uno o mas de E coli, células 239, células min-6, y células beta de los islotes de
Langerhans humanas. Entre estos, el E. coli como una cepa de ingenieria genética puede tanto comprender el
vector de clonacién recombinante de la presente invencion para implementar la amplificacion del gen que codifica un
mutante de glucoquinasa humana de la presente invencion como comprender el vector de expresion recombinante
de la presente invencion para implementar la expresién del mutante de glucoguinasa humana de la presente
invencion en una gran cantidad. Cuando el vector recombinante es un vector de adenovirus recombinante, el vector
puede amplificarse en células 239. La célula min-6 es una cepa de células beta de los islotes de ratén con una
capacidad relativamente potente para secretar insulina, y puede actuar como el huésped para el vector de expresion
eucariota de la presente invencién para producir el mutante de glucoquinasa humana de la presente invencion y
ensayar la actividad GK del mismo. La célula beta de los islotes de Langerhans humana puede ser una linea celular
disponible en el mercado y también ser células beta de los islotes de Langerhans humanas de sujetos, por ejemplo,
de pacientes con diabetes mellitus. Durante el transcurso de la terapia génica, se prefiere que las células beta de los
islotes de Langerhans humanas de un sujeto en si, se retrasplanten en el sujeto después de transducirlas con un
gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana de la presente invencion, para evitar el rechazo inmunolégico
posterior.
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[0033] La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
excipiente farmacéuticamente aceptable y uno o mas seleccionados entre un gen que codifica un mutante de
glucoquinasa humana descrito en la presente invencidn, un mutante de glucoquinasa humana descrito en la
presente descripcion, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y un huésped descrito en la
presente invencion.

[0034] El excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a cargas sélidas, semisoélidas o liquidas no
téxicas, diluyentes, materiales de recubrimiento u otros agentes auxiliares para formulaciones, por ejemplo, que
incluyen, aunque sin limitarse a, solucién salina, solucion salina tamponada, glucosa, agua, glicerol, etanol y
mezclas de los mismos. La composicidon farmacéutica es adecuada para administracion parenteral, sublingual,
intracistemal, intravaginal, intraperitoneal, intrarrectal, intrabucal o transepidérmica.

[0035] La administracion parenteral incluye inyeccidn e infusién intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intratoracica, subcutdnea e intraarticular. La linea farmacéutica adecuada para administracion parenteral incluye
soluciones dispersiones, suspensiones o emulsiones estériles acuosas 0 no acuosas, y polvos formulados en una
solucién o dispersion estéril inyectable inmediatamente antes del uso. Vehiculos, diluyentes, disolventes o
excipientes acuosos 0 no acuosos apropiados incluyen agua, etanol, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa, aceites vegetales y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Estas
composiciones también pueden comprender conservantes, agentes humectantes, emulsionantes, protectores y
adyuvantes de dispersion, por ejemplo, inositol, sorbitol y sacarosa. Se prefiere agregar reguladores osméticos tales
como carbohidratos, cloruro sédico y cloruro potasico.

[0036] La administracion transepidérmica incluye la administracion en la piel, la mucosa y la superficie del
pulmén y el ojo. Dicha composiciéon farmacéutica incluye pulverizados, pomadas, gotas, parches transdérmicos,
dispositivos de lontéforos, inhaladores, etc. La composicion para administraciéon intrarrectal o intravaginal es
preferentemente un supositorio, que puede prepararse mezclando el vector recombinante de la presente invencion
con excipientes no estimulantes apropiados, tales como manteca de cacao, polietilenglicol o base de cera para
supositorios, en el que el excipiente o vehiculo permanece soélido a temperatura ambiente y se vuelve liquido a la
temperatura corporal, fundiéndose en el recto o la vagina y liberando el compuesto activo.

[0037] Preferentemente, la composicion farmacéutica es una inyeccién que comprende un excipiente
farmacéuticamente aceptable y uno o mas seleccionados entre un gen que codifica un mutante de glucoquinasa
humana descrito en la presente invencion y un vector recombinantes descrito en la presente invencion.

[0038] Dicho excipiente farmacéuticamente aceptable es un tampén fosfato con un valor de pH de 4,0-9,0; y
102-101° copias del gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana o 102-10'° copias del vector recombinante
estan comprendidas en un mililitro de la inyeccién.

[0039] La inyeccién comprende ademas un protector y/o un regulador osmatico; el contenido del protector es
del 0,01-30% en peso tomando como base la inyeccion, el protector es uno o mas seleccionado entre inositol,
sorbitol y sacarosa; el contenido del regulador osmético permite que la presion osmética de la inyeccion sea de 200-
700 mOsm/kg con el regulador osmético siendo cloruro sédico y/o cloruro potasico.

[0040] Cuando la inyeccién se usé en la administracion, al sujeto se le administré la inyeccion que contenia
102-10%° copias, preferentemente 10°-108 copias, y mas preferentemente 108-108 copias del gen que codifica un
mutante de glucoquinasa humana; o que contiene 102-10° copias, preferentemente 10%-101° copias y mas
preferentemente 108-10%° copias del vector recombinante; se prefiere ademas que el vector recombinante es un
vector de adenovirus recombinante que se administra en la cantidad que varia entre 103-10'° unidades formadoras
de placas (ufp), preferentemente 105-10%° ufp, y mas preferentemente 10°%-10° ufp. Cuando la composicion
farmacéutica de la presente invencién se inyecta, la dosis de inyeccion puede ser la usada habitualmente en la
técnica, como maximo 500 pl, tipicamente 1-200 pl, preferentemente 1-10 pl; sin embargo, también puede usarse
una dosis de hasta 10 ml dependiendo del sitio de inyeccion. Dado que un experto en la materia es capaz de
determinar facilmente la via de administracion y las dosis 6ptimas, las vias de administracion y dosis anteriores son
para referencia solamente. La dosis puede determinarse de acuerdo con diversos parametros, especialmente la
edad, el peso corporal del paciente a tratar, la gravedad de la enfermedad, trastorno o afeccion, asi como la via de
administracion. La inyeccién de la composicién farmacéutica descrita en la presente invencion también puede
administrarse sistematicamente, y la inyeccién de la composiciéon farmacéutica de la presente invencién también
puede inyectarse en un sitio local (por ejemplo, en el misculo esquelético).
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[0041] La presente descripcion también proporciona el uso de un gen que codifica un mutante de
glucoquinasa humana descrito en la presente invencidon, un mutante de glucoquinasa humana descrito en la
presente descripcion, un vector recombinante descrito en la presente invenciéon, y un huésped descrito en la
presente invencién en la fabricacion de un medicamento para controlar la glucemia o un medicamento para prevenir
y tratar alteracion del metabolismo de carbohidratos.

[0042] La presente invencion también proporciona el uso de un gen que codifica un mutante de glucoquinasa
humana descrito en la presente invencion, un vector recombinante descrito en la presente invencion, y un huésped
descrito en la presente invencién en la fabricacion de un medicamento para prevenir y tratar diabetes mellitus.

[0043] En el presente documento se describe un procedimiento de control de la glucemia o de prevencion y
tratamiento de alteraciones del metabolismo de carbohidratos, en el que un agente seleccionado entre el grupo que
consiste en un gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana descrito en la presente invencién, un mutante
de glucoquinasa humana descrito en la presente descripcion, un vector recombinante descrito en la presente
invencion, y un huésped descrito en la presente invencion es administrado al paciente que lo necesita.

[0044] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de prevencién y tratamiento de
diabetes mellitus, en el que un agente seleccionado entre el grupo que consiste en un gen que codifica un mutante
de glucoquinasa humana descrito en la presente invencion, un mutante de glucoquinasa humana descrito en la
presente invencion, un vector recombinante descrito en la presente invencién, y un huésped descrito en la presente
invencion es administrado al paciente que lo necesita.

Ejemplo 1: sintesis quimica de un gen que codifica u n mutante de glucoquinasa humana (G262) de la
presente invencién

[0045] El gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana con la secuencia de nucledtidos tal como se
muestra en la SEQ ID NO: 2, tiene una longitud completa de 2748 pb. Después del analisis de secuencia, se
demostré que hay tres sitios de restriccion Unicos, Hindlll, Sacl y BamHI, que estan ubicados en las posiciones 2443,
1327 y 2250 de la SEQ ID NO: 2, respectivamente. La estrategia de sintesis fue la siguiente: sintesis de los
fragmentos de ADN parciales que usan respectivamente el enfoque de triéster de fosforamidita en fase sélida,
ligamiento de los fragmentos sintetizados, secuenciacion y verificacion del gen ligado, y correccion del ligamiento
erréneo, en el que las etapas detalladas fueron las siguientes:

1. Se sintetizé un fragmento A con un total de 1360 pb que va desde el extremo 5’ hasta el sitio de restriccién de Sac
| del gen;

2. Los resultados de la secuenciacion e identificacion indicaron que todo el fragmento A se obtuvo a partir de la
etapa 1, todo el fragmento se sometié a modificacion terminal y a continuacién se ligé entre los sitios Hindlll/Sacl del
vector PCR2. | (Invitrogen, Co.);

3. Se sintetizé un fragmento B con un total de 939 pb que va desde el sitio de restriccion de Sacl hasta el sitio de
restriccion de BamHI del gen;

4. Los resultados de la secuenciacion e identificacion indicaron que todo el fragmento B se obtuvo a partir de la
etapa 3, todo el fragmento se sometié a modificacion terminal y a continuacién se ligd entre los sitios BamHI/Sacl del
vector PCR2. [;

5. Se sintetiz6 un fragmento C con un total de 551 pb que va desde el sitio de restriccion de BamHI hasta el extremo
3' del gen;

6. Los resultados de la secuenciacién e identificacién indicaron que todo el fragmento C se obtuvo a partir de la
etapa 5, todo el fragmento se ligd en el vector que comprende el fragmento B, dando como resultado un fragmento D
de un total de 1457 pb.

7. Los resultados de la secuenciacién e identificacion indicaron que todo el fragmento D se obtuvo a partir de la
etapa 6. Los fragmentos A y D a ligar se digirieron con la enzima de restriccion Sacl para producir fragmentos de
ADN con un extremo cohesivo, se llevd a cabo una reaccion de ligamiento de ADN en la que estaba implicada la
ADN polimerasa T4. El gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana con la secuencia de nucleétidos tal
como se muestra en la SEQ ID NO: 2, se obtuvo eventualmente. Todas las enzimas y tampones usados se
adquirieron de Clontech, Co., y se realizaron digestion de restriccion y ligamiento de acuerdo con el protocolo
proporcionado por Clontech, Co.

[0046] Dado que habia algunas secuencias protectoras en todos los extremos de los fragmentos sintetizados

para facilitar la modificacion terminal de los fragmentos después de sintetizarlos, de este modo la longitud de la
secuencia sintetizada era un poco mas larga que la longitud real. La secuencia protectora se refiere a una secuencia
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protectora de 8 a 20 bases que se afiade artificialmente a cualquier lado de un sitio de restricciéon terminal presente
en el extremo de un ADN con el fin de eliminar la incapacidad de una enzima de restriccion para unirse normalmente
a y escindir el ADN en el sitio de restriccion en presencia del impedimento estérico, siendo la secuencia de bases
protectora de Clontech Co., el fabricante de enzimas de restriccién. Puesto que las cadenas de ADN serian
degradadas en primer lugar desde su extremo, la presencia de las bases protectoras puede proteger al sitio de
restriccion de resultar dafiado durante la manipulacion. La modificacion se refiere a un proceso en el que el
fragmento de ADN es digerido enzimaticamente con una enzima de restriccion para retirar las bases protectoras. La
enzima de restriccion y la ligasa T4 utilizadas, asi como los tampones de reaccién y sistemas experimentales
utilizados fueron todos de Clontech Co, lo que proporcionaba la introduccién de los productos correspondientes y los
protocolos de funcionamiento estandar de los mismos.

[0047] La secuencia génica ligada correctamente en la etapa 7 se amplificé por PCR, y el resultado de
secuenciacion del gen fue consistente con la SEQ ID NO: 2. El gen resultante se almacend a -20°C para ligamiento
en un vector de expresion.

Ejemplo comparativo 1: preparacion de un gen que cod ifica glucoquinasa de tipo silvestre humana (G261)

[0048] El gen que codifica glucoquinasa de tipo silvestre humana se preparé de acuerdo con la secuencia de
nucleotidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1 con referencia al protocolo en el ejemplo 1.

Ejemplo 2: Construccién de un vector de expresion
1-1) linealizacién del vector del plasmido pIRES2-EGFP

[0049] El plasmido pIRES2-EGFP es una estructura circular (véase, en la figura 3) y es necesario linealizarlo
antes de transfectarlo en células. La enzima de restriccién BstBlI (TTCGAA) (New England Biolabs, NEB Co.) se
selecciond, puesto que la enzima tiene una restriccidn Unica en el plasmido y, por lo tanto, la digestion por restriccion
no tiene ningln efecto sobre la expresion de la proteina. El IRSE significa que un sitio de entrada al ribosoma interno
caracterizado porque, cuando el IRSE esta presente después de un ORF, se permite que otra secuencia codificante
después del IRSE sea traducida después de que la traduccién del ORF hubiera terminado. De este modo, los dos
genes que codifican una proteina individualmente que tienen un ORF independiente se expresaron como una
proteina de fusion.

ADN del plasmido pIRES2-EGFP DNA 10 ug

Tampédn de digestion por restriccion 5 pl

Enzima de restriccion 10 Unidades

Agua desionizada hasta llevar el sistema a 50 pl

se incubaron a 37°C durante 3 horas, se sometieron a extraccién con fenol/cloroformo para dar el ADN total, se
precipitaron mediante etanol anhidro para dar un sedimento de ADN. El sedimento de ADN se lav6 con etanol al
70% y se disolvié de nuevo en agua desionizada. Se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1,2% para
detectar el peso molecular del plasmido y purificar el vector del plasmido pIRES2-EGFP linealizado. El plasmido
purificado se almacené a -20°C hasta que se uso.

1-2) Ligamiento del plasmido pIRES2-EGFP linealizado y el gen de interés

[0050]
El vector del plasmido pIRES2-EGFP lineal recuperado 0,3 ug
ADN del gen de interés (en el ejemplo 1 o el ejemplo comparativo 1) 3 pg
Ligasa T4 10 unidades
Tampén de ligamiento 1,0
Agua desionizada hasta llevar el sistema a 10 pl

se incubaron a 14°C durante 12 h, se sometieron a extraccion con fenol/cloroformo para dar el ADN total, se
precipitaron mediante etanol anhidro para dar un sedimento de ADN. El sedimento de ADN se lav6 con etanol al
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70% y se disolvi6 de nuevo en agua desionizada. El peso molecular del plasmido se identific6 mediante
electroforesis (véase la figura 1 para el resultado de electroforesis del ejemplo 1, en el que el carril 1 es el resultado
de electroforesis para el ADN total ligado del ejemplo 1, el carril 2 es el marcador de tamafio de peso molecular, y la
banda con un peso molecular mayor de 5000 en el carril 1 es la banda ligada con éxito) y los vectores del plasmido
pIRES2-EGFP que portan los genes de interés (en el ejemplo 1 o el ejemplo comparativo) se purificaron
individualmente y se recuperaron. El plasmido purificado se almacené a -20°C hasta que se uso.

[0051] La enzima de restriccion y la ligasa T4 utilizadas, asi como los tampones de reaccion y los sistemas
experimentales utilizados fueron todos de NEB Co, y se manipulan de acuerdo con la introduccién de los productos
correspondientes y los protocolos de funcionamiento estandar de los mismos.

2) Construccion de un vector de expresion de adenovirus
[0052]

2-1) El serotipo 5 de adenovirus humano y el adenovirus delecionado en E1/E3 se seleccionaron en el ejemplo para
construir un vector de plasmido lanzadera recombinante en las siguientes etapas.

a) se proporcion6 un vector lanzadera pShuttle2-CMV (BD Co.) (CMV indica el citomegalovirus);

b) el plasmido en la etapa a) se digiri6 doblemente con enzimas de restriccion EcoRV + Notl;

c) se realiz6 desfosforilacion terminal con fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP);

d) se recuperé el fragmento de vector de 3,4 kb;

e) el vector del plasmido pIRES2-EGFP obtenido en las etapas 1-2 anteriores se digiri6 doblemente con enzimas de
restriccion EcoRV+Notl, y el G262-IRES2-EGFP o0 G261-IRES2-EGFP resultante de la digestién por restriccion se
ligé respectivamente en el fragmento del vector de plasmido lanzadera obtenido en la etapa d) en presencia de
ligasa T4, generando de este modo el plasmido lanzadera circular recombinante pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP
o el plasmido lanzadera circular recombinante pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP;

f) los plasmidos lanzadera obtenidos en la etapa e) se digirieron con la enzima de restriccion Nhel,

g) Los extremos escindidos enzimaticamente en la etapa f) se rellenaron con fragmento de Klenow de ADN
polimerasa |;

h) el fragmento de 4,1 kb se recuper6 (el fragmento es un fragmento de ADN en el que se inserté el gen exdgeno y
cuyas secuencias parciales provenientes del vector estaban ubicadas en ambos extremos).

2-2) identificacion del plasmido lanzadera circular pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP o el plasmido lanzadera
circular pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP obtenido.

El plasmido lanzadera circular pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP o pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP se escindio
enzimaticamente con EcoRI. El producto resultante de la digestion por restriccion se identificd en una electroforesis
en gel de agarosa al 1,2%; El clon positivo daria dos bandas con un peso molecular de 4,7 kb y 2,8 kb,
respectivamente, mientras que el clon negativo daria una banda de 3,4 kb solamente. El resultado de identificacion
se mostré en la figura 6, en la que M es un marcador de tamafio de peso molecular (las bandas en la escala de ADN
de 1 kb de arriba hacia abajo fueron 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1,6 kb, 1 kb, 517 pb, 396 pb y 230 pb,
respectivamente), Los carriles 1-4 (dos muestras de pShuttle2-CMV-G261-IRES2-EGFP y dos muestras de
pShuttle2-CMV-G262-IRES2-EGFP) representaban todos los clones positivos.

2-3) El CMV-GFP-IRES-GFP se transfiri6 desde pShuttleGFP-CMV-TrkC sobre el vector de adenovirus pAd, que
genera el plasmido de adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 o pAd-GFP-G262. Todos los plasmidos blancos
usados anteriormente fueron vectores comerciales adquiridos de Clontech Co., y las condiciones experimentales y
los kits usados fueron todos kits comerciales. El kit usado en la transferencia fue Adeno-X Expression System 1 de
Clontech (Clontech 631513), y la transferencia se implementé de acuerdo con el protocolo experimental
proporcionado por Clontech Co.

2-4) Identificacién de los plasmidos de adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 y pAd-GFP-G262

La digestion por restriccion con Xhol se realizé en los plasmidos de adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 y pAd-
GFP-G262, respectivamente. El producto resultante de la digestion por restriccion se identifico en una electroforesis
en gel de agarosa al 1,2%; el clon positivo daria bandas con el siguiente peso molecular de 14 kb, 11,8 kb, 4,9 kb,
2,6 kb, 2,47 kb, 1,45 kb y 0,6 kb, respectivamente, mientras que el clon negativo daria bandas con el siguiente peso
molecular de 14 kb, 11,8 kb, 4 kb, 2,47 kb, 1,45 kb y 0,6 kb, respectivamente. El resultado de identificacion se
mostré en la figura 7, en la que M es el marcador de tamafio de peso molecular (las bandas en la escala de ADN de
1 kb de arriba hacia abajo fueron 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1,6 kb, 1 kb, 517 pb, 396 pb y 230 pb,
respectivamente), Los carriles 1-5 (dos muestras del plasmido de adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 vy tres
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muestras del plasmido de adenovirus recombinante pAd-GFP-G262) representaban todos los clones positivos.

2-5) Empaguetamiento, amplificacién, recogida y purificacién del adenovirus recombinante

El ADN de adenovirus recombinante identificado correctamente en la etapa 2-4) se transfectd en células 239 para
ser empaguetado y a continuacién la solucion madre de virus se almacend. El adenovirus empaquetado se amplificé
y a continuacién la solucion madre de virus se almacend (soluciéon madre de virus secundaria). Ademas, la solucion
madre de virus secundaria amplificada se sometié a dos ciclos de amplificacién a gran escala. Después de que la
amplificacion estaba completa, el virus se recogié y se sometié a centrifugacion por gradiente de densidad de CsCl
para purificacion, y el CsCl residual en la solucién de virus se retird por didlisis.

[0053] La manipulacién detallada fue la siguiente:

a) se sembraron células 293 (la célula de rifidbn embrionario humano transformada con E1) en una o dos placas de
cultivo celular (60 mm) 24 h antes de la transfeccién, y se cultivaron hasta una tasa de confluencia del 50-70%
cuando se transfectaron;

b) Antes de la transfeccion, el plasmido de interés se escindié enzimaticamente con Pac | (6 ug de ADN por una
placa de cultivo celular de 60 mm). El plasmido escindido enzimaticamente se precipitdé mediante etanol y se
redisolvié en 20 ul de agua estéril.

c) Las células se transfectaron con 6 pg de plasmido tratado con Pacl usando PEI u otros agentes de transfeccion.
d) Después de 8 h de transfeccion, el licor mixto de transfeccién se retird y se afiadieron 4 ml de medio de cultivo
completo DMEM (que contenia 10% de CBS y 1% de Pen/Strep);

e) Después de 7 a 10 dias de transfeccion, las células se rasparon de la placa de cultivo y se transfirieron a un tubo
conico de 50 ml. Después de centrifugar, las células se resuspendieron en 2,0 ml de PBS o el medio de cultivo
completo. La suspension se congel6 en nitrégeno liquido y se descongeld en un bafio de agua a 37°C con agitacion
brusca. La etapa se repitié cuatro veces. Después de la centrifugacion, el sobrenadante resultante se almacené a -
20°C.

f) Las células 293 se sembraron en una placa de cultivo celular de 60 mm, se cultivaron a una tasa de confluencia
del 50-70%, y se inocularon con sobrenadante que contenia virus en un porcentaje de volumen del 30-50%. La lisis
celular aparente y el efecto citopatico (CPE) se observaron 3 dias después de la infeccion;

g) Cuando de 1/3 a 1/2 de las células se desprendian y flotaban, lo que sucedia habitualmente 3-5 dias después de
la infeccién, el virus se recogio. La presencia del adenovirus recombinante puede confirmarse adicionalmente
mediante transferencia de Western o PCR (se afiadieron 5 pl del sobrenadante que contenia virus a 10 pl de
proteasa K de calidad de PCR y se incubaron a 55°C durante 1 h; a continuacion, la muestra mixta se llevé a
ebullicién durante hasta 5 minutos y se centrifugé; 1-2 pl del sobrenadante resultante se usaron en una reaccion de
PCR).

h) El sobrenadante que contenia virus se recogi6 siguiendo el protocolo en la etapa f). En este caso, una solucién
madre de virus con un valor cuantitativo viral de al menos 107 viriones/ml (particulas infecciosas/ml) puede recogerse
tipicamente. Cada ciclo de la amplificacion era para elevar el valor cuantitativo viral una orden de magnitud.

i) Para amplificacion adicional, el sobrenadante que contenia virus obtenido en la etapa h) se inocul6 adicionalmente
a las células en una placa de cultivo celular de 100 mm, el virus resultante se recogié de acuerdo con el protocolo en
la etapa f) y se inocul6 en las células 293 en una placa de cultivo celular de 150 mm para obtener una cantidad
suficiente del virus de progenie.

j) Se afiadieron secuencialmente soluciones al 15% de CsCl y al 40% de CsCl a un tubo de centrifugacién Beckman
para formar una solucién en gradiente de CsCl.

k) El sobrenadante que contenia virus con viriones enriquecidos eventualmente se afiadié gota a gota a la solucion
en gradiente de CsCI.

I) Se realizé una ultracentrifugacién a 30.000 rpm a 4°C durante 16 h.

m) Se formaron dos bandas después de la centrifugacién. La banda superior con un color mas apagado contenia
principalmente capsidas de adenovirus vacias sin infectividad; mientras que la banda inferior con un color mas claro
contenia viriones vivos que era necesario recoger. La banda inferior se recogié con una aguja de calibre 16.

n) La recoleccion se dializé contra un TBS (Tris 10 mM, NacCl al 0,9%, pH 8,1) durante 1 h y a continuacién contra
TBS que contenia glicerol al 10% dos veces (una hora cada vez) para retirar CsClI;

0) El adenovirus purificado se dividi6 en alicuotas en tubos EP.

p) La cantidad de la proteina total en el dializado se determind en un espectrofotémetro Eppendorf (Eppendorf
Biophotometer) con 1 ug de proteina viral correspondiente a 4x10° viriones,

q) Para almacenamiento a largo plazo, almacenado a -70°C, para almacenamiento a corto plazo, a 4°C; la cantidad
de la solucién madre de reserva no era menor de 1E+11 unidades de VP/recipiente de alicuotas después de la
division en alicuotas; la amplificacion a gran escala descrita anteriormente significa alcanzar la cantidad del virus por
encima de 1E+12 unidades de VP/recipiente de alicuota.

r) Dado que existe una diferencia en la eficiencia de infeccion del adenovirus para diferentes lineas celulares y el
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efecto citotoxico del viribn es tenido en cuenta, la dosis viral necesaria se determina habitualmente mediante el
método de dilucion en gradiente sucesiva. Las células diana se infectaron con el virién en una cantidad relativa a un
namero de células de 1:1, 10:1, 100:1 y 1000:1; Se afiadié polibreno (polimetobormuro de 1,5-dimetil-1,5-
diazaundecametileno) en un volumen relativo al medio de 1:1000. La placa se centrifugé a 37°C durante 30 min.

s) El medio se sustituyé 8-12 h después de la infeccidn y el virus se recogié. 2-6) Control de calidad sobre
empaquetamiento del adenovirus recombinante.

[0054] La cantidad total de virus infeccioso 21,05x10'? UFP/3 ml

2-7) Almacenamiento del adenovirus recombinante

[0055]

Tampodn de almacenamiento: sacarosa al 4%, MgClz 2m M, Tris 10mM, pH 8,0
Temperatura de almacenamiento: -80°C

Ejemplo 3: Transfeccion de la célula min-6

1. El medio basal para células min-6

[0056]
DMEM (Gibco 11995) 830 ml
FBS (Gibco. US) 150 mi
P/S 10 ml
Hepes (1 M) 10 ml
[B-mercaptoetanol wou
[0057] Las placas de Petri tenian su superficie no tratada para cultivo celular y eran todas matraces de ficol.

Condiciones de incubacion: 37°C; CO:2 al 5%; 95% de humedad relativa

[0058] Los vectores del plasmido pIRES2-EGFP preparados en el ejemplo 2 que portan el gen de interés
(ejemplo 1 o ejemplo comparativo 1) se transfectaron a una linea celular min6é de acuerdo con el protocolo de
Lipofectmine 2000 (invitrogen). Las etapas detalladas fueron las siguientes:

Dia 1: Las células congeladas en nitrégeno liquido se revivieron y se sembraron en un matraz de cultivo de 25 cm?.
Dia 2: El medio de cultivo se sustituye.

Dia 3: Las células se digirieron con una solucion de tripsina al 0,2% (Gibco) una vez cultivadas a una tasa de
confluencia del 90% y se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 2x10% células/ml (con el
antibidtico retirado en ese momento).

Dia 4: Se mezclaron 4 ug de los vectores linealizados, 10 pl de Lipofectmine, y Opti-M hasta 100 pl y se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Toda la mezcla se afiadié a los medios de cultivo para células
min6 y se mezclaron suavemente hasta homogeneidad. La mezcla resultante se dej6 reposar a 37°C en CO: al 5%
al 95% de humedad relativa durante 24 h. Al mismo tiempo, se establecié un control negativo.

Dia 5: El medio de cultivo se sustituye. (Como alternativa, pueden usarse los medios de cultivo que contienen el
antibiético).

Dia 6: El medio de cultivo se sustituye y se suplementa con el antibiético G418 (400 pg/ml) para cribar las lineas
celulares transfectadas de forma estable (véase en la figura 5, se observé en un campo oscuro que la proteina verde
fluorescente se habia expresado) durante 8 dias sucesivos.

[0059] Después de que una linea celular que expresaba de forma estable la proteina GCK exdgena se cribo,
se identificé a su nivel gendmico mediante PCR. Para este fin, el inventor de la presente invencién disefié un par de
cebadores especificos para la secuencia del vector (cebador directo 5-GCGGAGAAGCCTTGGATATT-3' (SEQ ID
NO: 3); cebador inverso: 5'-TTTGATAGCGTCTCGCAGAA-3' (SEQ ID NO: 4)), y se confirm6é mediante experimentos
y alineamiento de secuencia que los cebadores eran incapaces de iniciar amplificaciéon a partir del genoma de una
linea celular min-6, pero eran capaces de producir un amplicon de 653 pb a partir del vector introducido. El inventor
también disefi6 un par de cebadores especificos del genoma de min-6 (cebador directo: 5'-
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CAAGCCCTGTAAGAAGCCACT-3' (SEQ ID NO: 5); cebador inverso: 5-TGCTTCCAGCTA CTTGAGGTC-3' (SEQ
ID NO:6), y se confirmd también mediante experimentos y alineamiento de secuencia que los cebadores eran
incapaces de amplificar cualquier producto especifico a partir del vector introducido y capaces de producir un
producto de 956 pb a partir del genoma de una linea celular min-6.

[0060] Por lo tanto, dos productos amplificados con diferente tamafio pueden observarse después de la
amplificacion del genoma de min-6 que porta el ADN exdgeno (Véase en la figura 4).

Extraccion de ADN gendémico de células min-6

Formulacion de los reactivos que se necesitan

Tampon de lisis de Proteinasa K (tampon de Proteinasa K SNET)

20 mmol/l de Tris-Cl (pH 8,0)

5 mmol/l de EDTA (pH 8,0)

400 mmol/l de NaCl

1% (m/v) de SDS

400 pg/ml de Proteinasa K

[0061] Las células se digirieron con proteinasas pancreaticas antes de la extraccion del ADN gendémico de
acuerdo con las siguientes etapas:

A La proteinasa se afiadié y se incubd a 56°C durante una noche.
B Etanol anhidro en volimenes de dos veces se afiadid y se agitd uniformemente hasta homogeneidad.
C La mezcla resultante se dejo reposar a -80°C en un frigorifico.
D Se realiz6 centrifugaciéon a 12.000 g durante 15 min

E El sobrenadante se deseché.

F El sedimento de ADN se lavé con etanol al 75%.

G Se realiz6 centrifugacion a 12.000 g durante 10 min.

H El sedimento de ADN se lavé con etanol al 75%.

| Se realiz6 centrifugacién a 12.000 g durante 10 min.

J El sedimento de ADN se secd.

K El sedimento de ADN se disolvié en agua purificada.

[0062] El ADN se cuantificé con un espectrofotometro UV y se diluyé con agua purificada de acuerdo con la
concentracion de ADN para proporcionar una concentracion final de ADN de 50 ng/ul para una solucion de trabajo.
La solucion madre se almacené en una unidad frigorifica a -20°C hasta estar lista para usar, y su diluciéon se
almaceno en un frigorifico a 4°C y sirvié como plantilla de PCR (til en una reacciéon de PCR. Sistema de reaccién de
PCR de 10 pl

10xtampén de PCR (libre de Mg?*) 1,0

dNTP (25 mM) 0,2l

MgClz (25 mM) 1,0

Cebador 1(Directo/Inverso) 1,0 pmol

Cebador 2(Directo/Inverso) 1,0 pmol

DMSO (Dimetilsulfoxido) 0,5ul

ADN polimerasa AmpliTag Gold 0,05 pl (5 U/ul)

ADN gendmico plantilla DNA (50 ng/ul) 2, 0 pl

H20 Enrasada hasta 10,0 ul del sistema total

Programa de reaccion PCR TouchDown
1 = 95°C durante 8 min

2 = 94°C durante 30 s

3 =68°C durante 1 min

-1,0°C por ciclo

4 =72°C durante 45 s

5 =volver a 2, 12 ciclos

6 = 95°C durante 30 s

7 =54°C 1 durante 5s
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+1 s por ciclo

8 =72°Cdurante 45 s

9 = volver a 6, 30 ciclos

10 = 72°C durante 60 min

11 = 4°C durante mantenimiento (permanente)

[0063] El producto amplificado por PCR se identific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2%. El
resultado de identificacion se mostré en la figura 4, en la que el Carril 0 es: plasmido G262, Carril 1: genoma de
G261 min-6, Carril 2: genoma de G261min-6, Carril 3: genoma de G262min-6, Carril 4: genoma de G262min-6, Carril
5: plasmido G261, Carril 6: plasmido G261, Carril 7: genoma de min-6 de tipo silvestre, Carril 8: control negativo
(agua), Carril 9: control negativo (agua), Carril 10: plasmido G262, Carril 11: genoma de min-6 de tipo silvestre, Carril
12: genoma de G261min-6, Carril 13: genoma de G262min-6 y Carril M: ADN marcados de tamafio en peso
molecular.

2. Las células min-6 se sembraron uniformemente en una placa de 12 pocillos con replicacion en tetra pocillos por
muestra. Las células se sincronizaron mediante privacion de suero: el sobrenadante de cultivo se retiré pipeteando,
las células se lavaron dos veces con tampén bicarbonato de Krebs-Ringer sin azlcar (KRBB) y se pretrataron con
KRBB sin azucar + BSA al 0,1% BSA durante 2 h. La formulaciéon del medio de KRBB sin azlcar + BSA al 0,1% fue
la siguiente:

KRBB 11

NaCl 6,9496 g

KCI 354 mg

NaHCO3 420 mg

MgSOa4 144,4 mg

KH2PO4 160,6 mg

HEPES 4,766 g

CacClz anhidro PH 7,4 281,915 mg

BSA 0,1% (concentracion final)

3. El sobrenadante de cultivo se retiré pipeteando, y a continuacién las células se trataron con KRBB G2.8+BSA al
0,1% o KRBB G25 + BSA al 0,01% durante 1 hora, en la que el G2.8 indicaba la concentracién de glucosa de
504,448 mg/l y G25 indicaba la concentracion de glucosa de 4,504 g/l.

4. El sobrenadante se recogio de 3 pocillos y se almacené a -20°C hasta que se ensayo.

5. Las células en el cuarto pocillo se digirieron y se contaron en un hemocitdmetro para calcular estadisticamente el
namero de la célula en cada muestra.

6. Las intensidades de secrecion de insulina a partir de células min-6 en la condicién de concentraciones de glucosa
elevadas se determinaron mediante radioinmunoensayo.

[0064] En el radioinmunoensayo, existe una relacion funcional entre el contenido de insulina en la muestra y
el recuento de 251 cpm en la muestra. Por lo tanto, se debe trazar una curva patrén en cada experimento para
calcular una relacion funcional entre el contenido de insulina y el recuento de 25| cpm. La preparacion de una curva
patron y la medicion de las muestras.

Tabla 1 contenido de insulina y recuento de 25| cpm en los patrones

pU/ml | CPM
Patron1l | 2 9692
Patron 2 | 4 8191
Patron 3 | 15 6471
Patron 4 | 40 3636
Patron 5 | 175 2151
Patron 6 | 300 1519

[0065] Tal como se muestra en la figura 2, basandose en el contenido de insulina y el recuento de 251 cpm en

los patrones, la relacién funcional entre la unidad de insulina (uunidad/ml) X y el recuento de 2% Y se establecié de
la siguiente manera:
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y =-1649,8 Ln (x) + 10590 Formula 1
[0066] De este modo,
X = exp [(10590 - y)/1649,8] Foérmula 2
[0067] Los recuentos de 25| cpm en sobrenadantes de cultivo de tipo silvestre (wt), G261min-6 y G262min-6

se determinaron realmente y a continuacién se coinvirtieron en cantidades de la insulina secretada mediante el
calculo con la Formula 2.

Tabla 2 La cantidad de la insulina secretada
uUu/ml(x) | CPM (y)
Wit 53,0261 4045
G261 | 54,79043 3991
G262 | 64,065 3733

[0068] Puede verse a partir de la tabla 2 que G262 muestra un efecto de promover significativamente la
secrecién de insulina, lo que sugiere que la actividad glucoquinasa del G262 es significativamente mayor que la del
tipo silvestre.

Ejemplo 4: Experimento in vivo del adenovirus recombinante en animalesl.
Cria del animal experimental (rata GK)

[0069] Ratas GK como el animal experimental se adquirieron de National Rodent Laboratory Animal
Resources, Filial de Shanghai, China. Como un animal experimental, ratas GK, las ratas SLAC/GK que padecia
diabetes de tipo 2, se criaron en 1975 por la Universidad de Tohoku. Estas se establecieron cribando los individuos
hiperglucémicos de las ratas WISTAR cruzadas sin repeticién de ancestros. La hembra alcanza la maduracién
sexual a 8-10 semanas de edad y los machos a las 10-12 semanas de edad. El periodo de gestacion dura de 21 a
23 dias, el tamafio de camada es de 7-9, la tasa de concepcion es del 60%, y la lactancia dura 28 dias. Las ratas GK
se usan ampliamente en la investigacion de la diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM, diabetes de tipo
I). Después de la aparicién de orina diabética, hiperglucemia, secrecion de insulina atenuada, etc., aparecen
rapidamente en ratas GK, siendo complicadas por retinopatia, microangiopatia, neuropatia, nefropatia en fases
tardias. En contraste con otro modelo animal de roedor de diabetes de tipo Il, la rata GK es un modelo no obeso. Se
seleccionaron ratas GK de 20 a 10 semanas de edad en el ejemplo y se les proporcioné acceso ad libitum a comida
y agua durante una semana.

2. Administracién del adenovirus recombinante del ejemplo 2
(1) Formulacién de la inyeccion

[0070] Un conjunto de tampones fosfato se formularon respectivamente de acuerdo con las dosis mostradas
en la tabla 3, y a continuacion se esterilizaron a 121°C durante 60 min. En condiciones estériles, la solucién madre
de adenovirus recombinante de las etapas 2-6 en el ejemplo 2 se filtré con una membrana de filtro de Millipore de
0,45 pum. Los restos celulares se retiraron. El filtrado se recogié en un tubo de centrifugacién estéril y se
centrifugaron a 8000 rpm durante 1 h. El sobrenadante se desechd. El sedimento de virus resultante se dispersé en
los tampones fosfato autoclavados anteriores tomando como base los valores cuantitativos mostrados en la tabla 3,
dando las inyecciones de la presente invencion.

Tabla 3

Medicamentos Recetal | Receta? | Receta3 | Recetad Recetab
tampodn fosfato (% en peso) 99 95 90 85 80
inositol (% en peso) 1 0 0 10 15
sorbitol (% en peso) 0 5 0 5 0
sacarosa (% en peso) 0 0 10 0 5
regulador osmatico y concentracion (mol/l) | cloruro cloruro cloruro cloruro cloruro

sédico potésico | sddico potasico sédico

0,9 0,5 0,9 0,5 0,9
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Presion osmaética (mOsm/kg) 200 300 400 450 500
Valor cuantitativo del virus (ufp/ml) 108 107 108 10° 1010
[0071] El adenovirus recombinante pAd-GFP-G261 o pAd-GFP -G262 del ejemplo 2 se inyecto

respectivamente una vez al dia a una dosis de 10%° ufp/Kg de peso corporal a través de la vena caudal durante 3
dias consecutivos. Cada formulacion se inyectd en dos ratas.

(2) Método para determinar cuantitativamente la glucemia

[0072] La determinacion cuantitativa de la glucemia se realizé en 0,5 ml de la muestra de sangre recogida de
la vena angular del ojo de rata, usando el monitor de glucemia HEA-214 de OMRON de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

(3) Resultados para la determinacion de glucemia en ratas

[0073] Los animales inyectados con el vector de virus recombinante que expresa la glucoquinasa de tipo
silvestre (G261) se numeraron 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Los animales inyectados con el vector de virus
recombinante que expresa la glucoquinasa mutante (G262) se numeraron 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20. Se
recogieron muestras de sangre en blanco de todas las ratas y se determiné cuantitativamente el nivel de glucemia
antes de la inyeccion. Las muestras de sangre después de la inyeccion se recogieron 8 veces en diversas fases y se
determiné cuantitativamente el nivel de glucemia. Los puntos temporales para el muestreo y los resultados
determinados se mostraron en las tablas 4y 5.
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[0074] Puede verse a partir de los datos registrados en las tablas 4 y 5 que la actividad in vivo del mutante de
glucoquinasa humana de la presente invencion para reducir el nivel de glucemia y la estabilidad del mismo son
mucho mejores que las de la glucoquinasa humana de tipo silvestre. El nivel de glucemia en el modelo en rata de
diabetes mellitus de tipo Il puede estar controlado eficazmente inyectando en el cuerpo del animal el adenovirus
recombinante que comprende el gen que codifica un mutante de glucoquinasa humana de la presente invencion,
permitiendo de este modo el tratamiento de diabetes mellitus a través del aumento de manera eficaz de la secrecion
de insulina.

Lista de secuencias

[0075]

<110> HUANG, Haidong

<120> GEN QUE CODIFICA UN MUTANTE DE GLUCOQUINASA HUMANA, ENZIMA CODIFICADA POR EL
MISMO, VE RECOMBINANTE

<130> PCT090008

<150> 200910000087.1
< 151> 07-01-2009

<160> 2

<170> PatentIn versién 3.4
<210>1

<211> 2749

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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acteccacacce
taggatgtga
agaagggaga
cacaaccagg
gagaacatcc
aacaatgaaa
cacattctec
ttccacttca
gtgcagatge
atcctggeag
aaggagatgg
cccacctacg
ctgggtggca
tggagcgtga
gctgagatge
atgaaacaca
atcgataagg
aacaatgtcg
gtggtggcaa
cagtgcgagg
cagaatgtgg

gccttegggg

tggctggage
gagacacagt
ggacatttcc
agagaaagcg
aggctcagtg
aggaggaaac
cagggacccea
gaagcctact
tggacgacag
agttccaget
accgcggect
tgcgetecac
ctaacttcag
agaccaaaca
tcttegacta
agaagctgcec
gcatccttct
tggggcttect
tggtgaatga
tcggcatgat
agctggtgga

actccggcega
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aggaaatgcc

cacctgeage

cactgaatct
ctgaggacgce
aggaagggtce
tgtgactgaa
gggcgggcecy
ggggaaggct
agccaggatg
gcaggaggag
gaggctggag
cccagaaggce
ggtgatgctg
ccagatgtac
catctctgag
cctgggette
caactggacc
gcgagacgct
cacggtggcc
cgtgggcacg
g9999acgag

gctggacgag

gagcggegcece
ctaattacte
gtctgaagga
cacccaagcg
cagaagggaa
cctcaaacce
tgaccectge
gaggggtccce
gaggccgeca
gacctgaaga
acccatgaag
tcagaagteg
gtgaaggtgg
tccatccceg
tgcatctceg
accttctcet
aagggcttca
atcaaacgga
acgatgatct
ggctgcaatg
ggccgcecatgt

ttectgetgg

20

tgagccecag
aaaagctgtc
cactaagccc
cccagcaatg
tgcttgccga
caaaccagcc
ggcggagaag
agctccccac
agaaggagaa
aggtgatgag
aggccagtgt
gggacttecet
gagaaggtga
aggacgccat
acttcctgga
ttcctgtgag
aggcctcagg
gaggggactt
cctgcetacta
cctgctacat
gcgtcaatac

agtatgaccg

ggaagcaggc
cccaggtcac
cacagctcaa
gccectgeetg
ctcgttggag
cgaggagaac
ccttggatat
gctggctget
ggtagagcag
acggatgcag
gaagatgctag
ctcectggac
ggaggggeag
gaccggcact
caagcatcag
gcacgaagac
agcagaaggg
tgaaatggat
cgaagaccat
ggaggagatg
cgagtgggge

cctggtggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
72C
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320
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<210>2

gagagctctg
ggcgagcetgg
gaggcctceg
gagagcgaca
ccectcgacca
gcgcacatgt
gaggacgtaa
ttcaaggagc
atcgagtegg
aaggcctgta
ccecacagceac
caggaggect
gcctcttcce
gcaggaacag
gagttgctca
ggcccaggcet
ctcatectgt
ggcagccagg
cccagggage
gagacctttt
agcaggtgcea
gggccagccec
ttcagcacac

taagattgtg

<211> 2748

<212> ADN
< 213> Artif

<220>

icial

caaaccccegg
tgcggFttgt
agcagctgcg
cgggcgaccg
ccgactgega
gcteggeggyg
tgcgcatcac
ggttccatge
aggagggcag
tgctgggeca
ccaggctcca
ggecttgtea
tcagttttte
agactctgga
ctcaggactt
ctgggaaggg
gtggggagge
ggctgcetcat
aatgggaggg
ctcteccata
agagacagag
tacatcttca
cccaagggac

tgggtrtttt

ES 2649 021 T3

tcadcagctg
gctgctcagg
cacacgcgga
caagcagatc
catcgtgege
gctggeggge
tgtgggegtg
cagcgtgege
tggcegggge
gtgagagcag
tggggaagtg
ggacccaggce
ggtgggacag
agccececac
tgatgcattt
gtgccctctg
agctccaaca
cacccagtce
ggctccatgy
ccatcactga
ccececcaagec
gcteccatag
aaccccatca

adttaaaaat

tatgagaagc
ctcgtggacg
gccttcgaga
tacaacatcc
cgcgectgeg
gtcatcaacc
gatggetecg
aggctgacgc
gcggecctgg
tggccgcaag
ctceccacac
cgcctgecat
ccccagggec
ctttctcget
ccacactgtc
gatcctgctg
gcttgaccag
tggccatttt
aggaggtgtc
gtggettgtg
tctgccccaa
cgctggetceca
tatgacatge

gttaaaagtt

tcataggtgg
aaaacctgct
cgcgcettegt
tgagcacgct
agagcgtgtc
gcatgcgcga
tgtacaagct
ccagctgega
tctcggeggt
cgcagggagyg
gtgctcgcag
accgctgggg
ctaacgggygy
ggaatcaatt
agagctgttg
tggectcact
acctagacct
cttgcctgag
¢caagctttg
attctgggat
ggggcccaca
ggaagaaacc
caccctctcece

ttaaacatg

<223> Gen sintético que codifica un mutante de glucoquinasa humana

<400> 2

21

caagtacatg
cttccacggg
gtcgecaggtg
ggggctgega
tacgegeget
gagcegcage
gcaccccagce
gatcaccttce
ggcctgtaag
atgccacagce
cctggegggg
aacagagcgg
tgcggcagga
tcccagaagg
gcctegectg
tccectgggaa
gggccaaaag
gctcaagagyg
aataccccca
ggaccctege
aaggggagaa
ccaagcagca

atgcccaace

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2749
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actccacacc tggctggage aggaaatgcce gagcggegec tgagccccag ggaagcaggce 60
taggatgtga gagacacagt cacctgcagc ctaattactc aaaagctgtc cccaggtcac 120
agaagggaga ggacatttcc cactgaatct gtctgaagga cactaagccc cacagctcaa 180

22



cacaaccagg
gagaacatcce
aacaatgaaa
cacattctec
ttccactteca
gtgcagatge
atcctggeag
aaggagatgg
cccacctacg
ctgggtggca
tggagcgtga
gctgagatge
atgaaacaca
atcgataagg
aacaatgtcg
gtggtggcaa
cagtgecgagg
cagaatgtgg
gccttcgggg
gagagctctg
ggcgagetgyg
gaggcctcecg
gagagcgaca
ccctecgacca
gcgecacatgt
gaggacgtaa
ttcaaggagc
atcgagtcgg
aaggcctgta
cccacageac
caggaggcct

gcctcttcce

agagaaagcg
aggctcagtg
aggaggaaac
cagggaccca
gaagcctact
tggacgacag
agttccagcet
accgcggect
tgegetecac
ctaacttecag
agaccaaaca
tcttcgacta
agaagctgcc
gcatcettet
tggggcttct
tggtgaatga
tecggecatgat
agctggtgga
actccggega
caaaccccgg
tgcggettgt
agcagctgceg
cgggcgaceg
cegactgega
gctecggeggy

tgcgcatcac

ggttccatgc

aggagggcag
tgectgggeca
ccaggctcea
ggecttgtca

tcagttttte
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ctgaggacge
aggaagggtc
tgtgactgaa
gggcgggccyg
ggggaaggct
agccaggatg
gcaggaggag
gaggctggag
cccagaaggce
ggtgatgctyg
ccagatgtac
catctctgayg
cctgggettce
caactggacc
gcgagacgcet
cacggtggec
cgtgggcacy
gggggacgag
gctggacgag
tcagcagctg
gctgctcagyg
cacacgcgga
caagcagatc
categtgege
gctggcegggc
tgtgggegty
cagcgtgcgce
tggcegggge
gtgagagcag
tggggaagtg
ggacccaggce

ggtgggacag

cacccaageg
cagaagggaa
cctcaaaccce
tgacccctge
gaggggtccc
gaggccgeca
gacctgaaga
acccatgaag
tcagaagtcg
gtgaaggtgg
tccatccceg
tgcatcteceqg
accttctect
aagggcttca
atcaaacgga
acgatgatct
ggctgcaatg
ggccgecatgt
ttcectgetgg
tatgagaagc
ctegtggacyg
gccttcgaga
tacaacatcc
cgecgceetgeg
gtcatcaacc
gatggctccg
aggctgacge
gcggcectgg
tggccgcaag
ctccccacac
cgcctgecat

ccccagggec

23

cccagceaatg
tgcttgccga
caaaccagcc
ggcggagaag
agctcccecac
agaaggagaa
aggtgatgag
aggccagtgt
gggacttect
gagaaggtga
aggacgccat
acttcctgga
ttcctgtgag
aggcctcagg
gaggggactt
cctgctacta
cctgectacat
gcgtcaatac
agtatgaccg
tcataggtgg
aaaacctgcet
cgcgcecttegt
tgagcacgct
agagcegtgte
gcatgcgcga
tgtacaagct
ccagctgcga
tcteggeggt
cgcagggagg
gtgctcgeag
accgetgggg

ctaacggggg

gccctgeety
ctcgttggag
cgaggagaac
ccttggatat
gctggectget
ggtagagcag
acggatgcag
gaagatgctg

ctecectggac

ggaggggcag

gaccggcact
caagcatcag
gcacgaagac
agcagaagqgg
tgaaatggat
cgaagaccat
ggaggagatg
cgagtgggge
cctggtggac
caagtacatg
cttccacggg
gtcgcaggtg
ggggcetgega
tacgcgeget
gagccgcage
gcaccccage
gatcacctte
ggcctgtaag
atgccacagce
cckggegygygyg
aacagagcgg

tgcggcagga

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



gcaggaacag
gagttgctc§
ggcccaggct
ctcatcctgt
ggcagcecagyg
ceccagggagce
gagacctttt
agcaggtgca
gggccagccce
ttagcacacc

aagattgtgt

agactctgga
ctcaggactt
ctgggaaggg
gtggggaggc
ggctgctcat
aatgggaggg
ctctcccata
agagacagag
tacatcttca
ccaagggaca

gggtttttta
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agcccecccac
tgatgcattt
gtgecctetg
agctccaaca
cacccagtcce
ggctccatgg
ccatcactga
ccceccaagec
gctcccatag
accccatcat

attaaaaatg

ctttcteget
ccacactgte
gatcctgctg
gcttgaccag
tggccatttt
aggaggtgtc
gtggettgtg
tctgccccaa
cgctggctcea
atgacatgcc

ttaaaagttt

24

ggaatcaatt
agagectgttg
tggecctcact
acctagacct
cttgcctgag
ccaagctttg
attctgggat
ggggcccaca
ggaagaaacc
accctcteca

taaacatg

tcccagaagg

gcctcgectg

tececctgggaa
gggccaaaag
gctcaagagg
aataccccca
ggaccctcege
aaggggagaa
ccaagcagca

tgcccaacct

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2748
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REIVINDICACIONES

1. Un gen que codifica glucoquinasa humana aislado, caracterizado porque dicho gen tiene la
secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2.

2. Un vector recombinante que comprende un vector y un gen de interés portado en éste, caracterizado

porque dicho gen de interés es el gen que codifica glucoquinasa humana descrito en la reivindicacion 1.

3. El vector recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 2, caracterizado porque dicho vector se
selecciona entre el grupo que consiste en un vector de clonacion, vector de expresion eucariota, vector de expresion
procariota y vector lanzadera.

4, El vector recombinante de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque dicho vector se
selecciona entre el grupo que consiste en pIRES2-EGFP, pCMVp-NEO.BAN, pEGFTActin y un vector de adenovirus.

5. Un huésped, caracterizado porque dicho huésped comprende el vector recombinante descrito en
cualquiera de las reivindicaciones 2-4 y se selecciona entre uno o mas de Escherichia coli, células 239, células min-6
y células beta de islotes de Langerhans humanas aisladas.

6. Una composicion farmacéutica, caracterizada porque dicha composicion farmacéutica comprende un
excipiente farmacéuticamente aceptable y uno o mas seleccionados entre un gen que codifica glucoquinasa humana
de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1, un vector recombinante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, y un huésped de acuerdo con la reivindicacion 5.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que dicha composicion
farmacéutica es un fluido para inyeccion que comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable y uno o mas
seleccionados entre el gen que codifica glucoquinasa humana de acuerdo con la reivindicacién 1 y el vector
recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicho excipiente
farmacéuticamente aceptable es un tampdn fosfato con un valor de pH de 4,0-9,0; y 10%-10'° copias de dicho gen
que codifica una glucoquinasa humana o 102-101° copias de dicho vector recombinante estan comprendidas en un
mililitro del fluido para inyeccion.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que dicho fluido para inyeccion
comprende ademas un protector y/o un regulador osmético; el contenido de dicho protector es del 0,01-30% en peso
tomando como base el fluido para inyeccion, dicho protector es uno 0 mas seleccionado entre inositol, sorbitol y
sacarosa,; el contenido de dicho regulador osmético permite que la presion osmaética del fluido para inyeccion sea de
200-700 mOsm/kg con el regulador osmético siendo cloruro sédico y/o cloruro potésico.

10. Un gen que codifica glucoquinasa humana de acuerdo con la reivindicacion 1, un vector recombinante
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, un huésped de acuerdo con la reivindicacién 5 o una
composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 6-9 para uso como un medicamento.

11. Un gen que codifica glucoquinasa humana de acuerdo con la reivindicacién 1, un vector recombinante
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, un huésped de acuerdo con la reivindicacion 5 o una
composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9 para uso en la prevencién y/o
el tratamiento de la diabetes mellitus.
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