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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento de diabetes tipo 1
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para su uso en métodos para el tratamiento de diabetes mellitus
dependiente de insulina en un sujeto.

Antecedentes de la invencion

Una de las evidencias de diabetes tipo 1 (DT1) es una respuesta inflamatoria que destruye en ultima instancia las
células beta del pancreas, un proceso denominado insulitis. Se han detectado linfocitos T CD8 dirigidos a varios
antigenos de islote incluyendo preproinsulina (PPI), acido glutamico descarboxilasa (GAD), antigeno de insulinoma
de tipo tirosina fosfatasa (IA2, también llamado ICA512), transportador de zinc ZnT8 y proteina relacionada con
subunidad catalitica de glucosa-6-fosfatasa especifica de islote (IGRP), en la sangre y en islotes pancreaticos en
individuos con DT1 (7-3). Asi pues, se ha tratado de utilizar una terapia especifica de antigeno para retrasar DT1
que incluye insulina administrada por via parenteral y via nasal (4-6). Sin embargo, el ensayo de insulina oral para
retrasar DT1 falld, aunque se pudo constatar el retraso en un subgrupo de pacientes con altos niveles de
anticuerpos de insulina (6,7). Otros ensayos clinicos dirigidos a GAD con alum resultaron infructuosos en la Fase 3 a
la hora de reducir la pérdida de péptido C, un marcador de la funcién de células beta, posiblemente debido al uso de
un adyuvante que no presento eficacia en modelos murinos de DT1 (8). En cambio, se ha notificado el éxito de los
resultados de un reciente ensayo en Fase 3 de un péptido de choque térmico (DiaPep277) para preservar el péptido
C, el uso de insulina y HgbAc (9). Cabe destacar que se ha demostrado la seguridad de estos ensayos que implican
la inyeccién de auto-moléculas sin que se haya notificado hasta la fecha ningiin evento adverso.

Un enfoque que ha tenido éxito en experimentos preclinicos en modelos de ratén con DT1 consistid en el uso de una
vacuna de ADN que codifica la molécula de proinsulina entera, incluyendo péptido C, insulina A y cadenas B,
obtenida por ingenieria genética (710-712). La tolerizacidon a proinsulina previno y revertié insulitis activa en ratones
diabéticos no obesos (DNO) hiperglucémicos, un modelo de ratéon de DT1 ampliamente estudiado (72).

Se han identificado en DT1 respuestas adaptativas a antigenos asociados a islote. Las muestras pancreaticas
obtenidas de pacientes DT1 revelan un infiltrado linfocitico en islotes pancreaticos compuesto predominantemente
de linfocitos T CD8*, con moléculas HLA clase | reguladas a la alza (1,74). Estos hallazgos indican un papel
patofisiologico clave de los linfocitos T citotdxicos en DT1. Asimismo, es probable que los linfocitos T CD4*
participen en la patogénesis de DT1, lo cual se corrobora ademas por la fuerte asociacion de la susceptibilidad en
DT1 con ciertos haplotipos de HLA clase Il (74). Por ultimo, se han encontrado autoanticuerpos para antigenos de
islote pancreatico en una abrumadora mayoria de los pacientes DT1 y aquellos con riesgo genético de desarrollar la
enfermedad. Los anticuerpos para GAD, |A2 o insulina estan presentes en un 95 % de los pacientes DT1 pre-
diabéticos o de reciente aparicion; un 80 % de los pacientes son positivos para dos o mas de estos anticuerpos y un
25 % son positivos y tienen los tres anticuerpos. En los sujetos de control sanos, raramente estan presentes
autoanticuerpos asociados a DT1 multiple (3).

La insulina es un autoantigeno especifico de células B primarias y, generalmente, los autoanticuerpos de insulina
son los primeros en aparecer en nifios pequefios con DT1 (3,15). Asimismo, la mitad de los linfocitos T aislados de
ganglios linfaticos de drenaje pancreatico de pacientes con DT1 reconocen un epitopo de la cadena de insulina A,
mientras que no se han observado linfocitos T de sujetos sanos que reconozcan dicho epitopo (76). Por ultimo, se
ha demostrado que los linfocitos T reactivos con insulina de pacientes DT1 presentan un fenotipo de linfocitos Th1
inflamatorios activado, mientras que los linfocitos T reactivos con insulina de controles sanos presentan un fenotipo
regulador T protector (17).

Se han descrito métodos para el tratamiento de enfermedades autoinmunes por administracion de un acido nucleico
que codifica uno o mas autoantigenos, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional Nos. WO 00/53019,
WO 2003/045316 y WO 2004/047734. Aunque estos métodos han tenido éxito, son necesarias otras mejoras.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion proporciona composiciones para su uso en métodos para el tratamiento o prevencion de
diabetes mellitus dependiente de insulina en un sujeto, siendo dicha composicién un auto-vector que tiene una
secuencia de acidos nucleicos idéntica en al menos un 95 % a SEQ ID NO: 1 (BHT-3021) para su uso en la
reduccion de la frecuencia de linfocitos T CD8 reactivos con proinsulina.

En algunas realizaciones, se administra el auto-vector en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondran de manifiesto para las personas
especializadas en la materia a partir de la descripcion detallada y de las figuras.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2687 189 T3

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama estructural de BHT-3021, BHT-3021 es un vector de expresion de plasmido
bacteriano de 3,3 Kb que contiene las secuencias codificantes para el gen de proinsulina humana (hINS). Entre
las caracteristicas importantes funcionales y de control de BHT-3021 se incluyen el promotor/potenciador del gen
inmediato-temprano citomegalovirus (CMV) humano, la sefial de poliadenilacion de gen de hormona del
crecimiento bovino, el gen de resistencia a kanamicina y el origen de replicacion de pUC para la propagacion del
vector en E. coli. Se ha modificado la cadena principal de BHT-3021 para reducir el nimero de secuencias CpG
inmuno-estimuladoras y sustituir secuencias inmunosupresoras.

La Figura 2 presenta un esquema del disefio del ensayo de estudio. Se reclutaron 80 personas para el estudio.
Se evaluaron cuatro niveles de dosis de BHt-3021: 0,3 mg, 1,0 mg, 3,0 mg y 6,0 mg. Una vez completada la fase
de averiguacion de la dosis del estudio (Fase de Escalada de Dosis), se recluté a otros pacientes mas para
ampliar las cohortes de seleccion de dosis para obtener datos de seguridad y eficacia adicionales (Fase de
expansion). En la parte de escalada de dosis se recluté a los sujetos secuencialmente en las cohortes de 1 mg y
después de 3 mg (asignados aleatoriamente con activo: placebo 2:1); se reclutaron simultdaneamente cohortes
para niveles de dosis 0,3mg y 6 mg. Una vez completado el reclutamiento de escalada de dosis, se asignd
aleatoriamente a los pacientes (activo: placebo 2:1) en la cohorte de expansién para recibir BHT-3021 a dosis de
0,3 mg, 1 mg o 3 mg o BHT-placebo.

La Figura 3 presenta la media del porcentaje de cambio en péptido C desde el valor basal. Se evalud el péptido
C para determinar si habia o no una caida precipitada de esta medida de la funcion de célula beta durante 12
dosis semanales y mas adelante. Se midi6 el péptido C tal como se describe en los métodos (18-20). N=14 para
dosis de 0,3 mg; n=15 para dosis de 1,0 mg; n=13 para dosis de 3,0 mg; n=8 para dosis de 6,0 mg; n=23 para
placebo. Se presenta la media del porcentaje de cambio desde el valor basal +/- Cl. W se refiere a la semana
tras el inicio de 12 dosis semanales en el momento cero, mientras que M se refiere al mes tras el inicio de las 12
dosis semanales en el momento cero.

La Figura 4 presenta linfocitos T CD8 especificos de antigeno enumerados por tecnologia de puntos cuanticos
para multimero utilizando multimeros de HLA clase | cargados con varios antigenos 21-24, En cada uno de los
paneles se muestra el antigeno y el haplotipo de HLA. Las frecuencias de CTL (linfocito T citoliticos) se definen
como el porcentaje de linfocitos T CD8 especificos de antigeno. Los cambios de CTL desde el valor basal hasta

“ M

la semana 15 se presentan en el eje “y” y el % de cambio de péptido C desde el valor basal en la semana 15 se
muestra en el eje “x”. Los cambios de CTL fueron calculados sustrayendo los valores basales de los valores en la
semana 15, Se realizaron los andlisis en todos los pacientes tratados (0,3 mg: rombos, 1 mg: triangulos, 3 mg:
cuadrados, 6 mg: circulos) y los tratados con placebo positivos para HLA-A2, -A3 y/o -B7 (A) y para antigenos de

control (B). Se trazaron las estadisticas utilizando un analisis de regresion lineal.

La Figura 5 (A) presenta la media del porcentaje de cambio de péptido C desde el valor basal durante 14 meses.
Se midio el péptido C tal como se describe en los métodos (78-20). A lo largo de 12 meses N=14 para dosis de
0,3 mg; n=15 para dosis de 1,0 mg; n=13 para dosis de 3,0 mg; n=8 para dosis de 6,0 mg; n=23 para placebo.
Para 0,3 mg N=14 en M18 y N=7 en M24; 1,0 mg N=13 en M18 y N=7 en el mes 24; 3 mg N=12 en M18, N=9 en
M24; 6,0 mg N=7 en M18 y n=6 en M24; Placebo n=3 en M18 y N=1 en M24, Se presenta la media del
porcentaje de cambio desde el valor de referencia +/- Cl. La Figura 5(B) es un diagrama de dispersion para
visualizar la media del cambio de cada paciente individual en los niveles de péptido C a todas las dosis en 15
semanas.

La Figura 6 presenta el uso de HgbA1. e insulina total media en varias dosis de BHT-3021 frente a BHT-placebo.
(A) En eje “y” se muestra hemoglobina A1C y en el gje “X”, el tiempo en meses (M). (B) En el eje “y” se muestra
la media del uso de insulina total en Ul/mg/kg y en el eje “X” se muestra el tiempo en semanas. Los datos de 104
semanas no son estadisticamente significativos tal como se menciona en el texto. Asimismo N=3 en las semana

104, tal como se menciona en la leyenda de la Figura para la Figura 5A.

La Figura 7 presenta los cambios en los linfocitos T especificos de antigeno a lo largo del tiempo para epitopos
relacionados con la vacuna y de relacion viral. Linfocitos T CD8 especificos de antigeno contra epitopos
relacionados con la vacuna (proinsulina e insulina) y epitopos especificos de virus (EBV, CMV y sarampién); o
(B) Se enumerd proinsulina solamente con multimeros de péptido-HLA en el valor basal y las semanas 8, 15, 24,
36 y 52, Se calcularon deltas sustrayendo los valores basales de los valores en cada momento temporal.

La Figura 8 presenta las frecuencias de linfocitos T CD8 especificos de antigeno en pacientes tratados (circulos
negros) y placebo (circulos sin rellenar) en la semana 0. Los linfocitos T CD8 especificos de antigeno fueron
enumerados con tecnologia de puntos cuanticos para multimero utilizando multimeros de HLA clase | cargados
con varios antigenos 21-24, Las frecuencias de CTL se definen como porcentaje de linfocitos T CD8 especificos
de antigeno. PI: proinsulina; Ins: Insulina; PPI: preproinsulina.
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La Figura 9 presenta el nimero de puntos ELISpot positivos de IL-10 e interferon-gamma en comparacion con el
valor basal para 4 subgrupos de linfocitos T especificos de antigeno diferentes. EI cambio en el nimero de
puntos especificos de IL-10 (A) e interferon gamma (B) se mide en el eje “y”, en comparacion con los cambios
entre la semana 0 y la semana 15, ambos para pacientes tratados con BHT-placebo y para pacientes tratados

con BHT-3021,
Descripcion detallada

En la diabetes tipo 1 se produce una intensa respuesta inflamatoria que destruye las células beta en los islotes de
Langerhans en el pancreas, el sitio en el que se produce y libera la insulina. La proinsulina es una diana principal de
la respuesta inmune adaptativa en la diabetes de tipo 1 (DT1). La presente invencién proporciona un plasmido de
ADN que codifica proinsulina obtenido por ingenieria genética (BHT-3021) que preserva la funciéon de células beta
en pacientes DT1 por reduccion de linfocitos T CD8 especificos de insulina. BHT-3021 esta disefiado para disminuir
la respuesta autoinmune especifica de antigeno contra proinsulina en DT1, Se obtuvo el plasmido por ingenieria
genética con un reducido nimero de motivos hexanucleétidos pro-inflamatorios, denominados motivos CpG. Las
secuencias hexanucleotido de CpG activan respuestas inmunes innatas a través de la union a receptor de tipo Toll y
otros sensores de ADN (73). Se reemplazaron todas las secuencias CpG no esenciales por motivos GpG, que
compiten con los motivos CpG. Este enfoque de vacuna de plasmido especifica de antigeno tiene la ventaja teérica
de disminuir la respuesta autoinmune al mismo tiempo que deja intacto otras funciones fisiolégicas, deseables e
importantes del sistema inmune, como las respuestas reguladoras inmunes contra proinsulina, la vigilancia inmune
contra tumores y las respuestas inmunes contra agentes infecciosos.

La presente invencién proporciona métodos de tratamiento, reduccién, prevencion e inhibicién de diabetes mellitus
dependiente de insulina (DMDI) mediante la administracion de un auto-vector que codifica y es capaz de expresar
proinsulina humana. Tal como se ha descrito, en DMDI, antes del inicio de la diabetes manifiesta, tiene lugar un
largo periodo presintomatico durante el cual existe una pérdida gradual de la funciéon de células 3 pancreaticas.
Entre los marcadores que se pueden evaluar se incluyen, sin limitacion, los niveles en sangre o suero del péptido C
como indicativos de la funcién de células B pancreaticas, la presencia de insulitis en el pancreas, el nivel y
frecuencia de células de islote, anticuerpos contra la superficie de célula de islote, la presencia y concentracion de
autoanticuerpos contra autoantigenos dirigidos en DMDI, expresion aberrante de moléculas MHC Clase Il en células
beta pancreaticas, concentracion de glucosa en la sangre y concentracion en plasma de insulina. Un aumento del
numero de linfocitos T en el pancreas, anticuerpos de célula de islote y glucosa en sangre son indicativos de la
enfermedad, al igual que la disminucién de la concentracion de insulina.

El raton diabético no obeso (DNO) es un modelo de animal con muchas caracteristicas clinicas, inmunoldégicas e
histopatoldégicas en comin con DMDI humana. Los ratones DNO desarrollan espontaneamente inflamacion de los
islotes y destruccién de células B, lo cual conduce a hiperglucemia y diabetes manifiesta. Los linfocitos T tanto CD4*
como CD8" son necesarios para que se desarrolle la diabetes, si bien sigue sin estar claro el papel de cada uno de
ellos. Se ha demostrado que la administracién de insulina o GAD, como proteinas, en condiciones tolerizantes a
ratones DNO previene la enfermedad y regula a la baja las respuestas a los otros autoantigenos.

Las combinaciones de autoanticuerpos con varias especificidades presentes en suero son muy sensibles y
especificas para diabetes mellitus de tipo | humana. Por ejemplo, la presencia de autoanticuerpos contra GAD y/o
IA-2 es sensible en un 98 % y especifica en un 99 % para la identificacion de diabetes mellitus tipo | en suero de
control. En parientes de primer grado no diabéticos de pacientes con diabetes tipo |, la presencia de autoanticuerpos
especificos para dos de tres autoantigenos, que incluyen GAD, insulina e 1A-2, trasmite un valor predictivo positivo
de >90 % para el desarrollo de DM tipo 1 en 5 afios.

Los autoantigenos diana en diabetes mellitus dependiente de insulina humana incluyen por ejemplo, autoantigenos
de insulina, incluyendo insulina, cadena B de insulina, proinsulina y preproinsulina; tirosina fosfatasa I1A-2; |1A-2;
acido glutamico descarboxilasa (GAD) tanto las formas 65 kDa como 67 kDa; carboxipeptidasa H; proteinas de
choque térmico (HSP); glima 38; antigeno de célula de islote 69 KDa (ICAB69); p52; dos antigenos ganglidsidos (GT3
y GM2-1); proteina relacionada con glucosa-6-fosfatasa especifica de islote (IGRP); y un transportador de glucosa
de célula de islote (GLUT 2).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona métodos para el tratamiento, prevencion, reduccion, inhibicion
y/o retraso, p.ej., de los sintomas o la gravedad de DMDI en un paciente que comprende la administracion de un
auto-vector modificado que codifica y es capaz de expresar proinsulina humana que tiene una secuencia de acidos
nucleicos idéntica en al menos un 95 % a BHT- 3021 (SEQ ID NO: 1). La administracién de una cantidad terapéutica
o profilacticamente eficaz del auto-vector modificado a un paciente provoca la supresion de una respuesta inmune
contra el autoantigeno asociado con DMDI, en virtud de lo cual se trata o previene la enfermedad. El auto-vector
puede co-administrarse o co-formularse con uno o mas cationes divalentes presentes en concentraciones por
encima de las fisiolégicas. Sorprendentemente, la co-administracion del auto-vector con uno o mas cationes
divalentes a una concentracion total por encima de los niveles fisiol6gicos mejora uno o mas entre la eficiencia de
transfeccion, expresion (es decir, transcripcion o traduccién) de autoantigeno codificado y supresion terapéutica de
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una respuesta inmune no deseada en comparacion con la co-administracion de un auto-vector en presencia de uno
0 mas cationes divalentes a una concentracion igual o por debajo de los niveles fisiolégicos.

Il. Definiciones

A no ser que se definan de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entienden normalmente las personas especializadas en la materia a la que
pertenece la presente invencion. Las referencias que se enumeran a continuacion proporcionan técnicamente una
definicion general de muchos de los términos utilizados en el presente documento: Hale y Margham, The Harper
Collins Dictionary of Biology (HarperPerennial, 1991); King y Stansfield, A Dictionary of Genetics (Oxford University
Press, 42 ed. 1990); Stedman’s Medical Dictionary (Lippincott Williams & Wilkins, 272 ed. 2000); y Hawley’s
Condensed Chemical Dictionary (John Wiley & Sons, 132 ed. 1997). Tal como se utiliza en el presente documento,
los siguientes términos y expresiones tienen los significados que se les atribuye a no ser que se especifique de otra
forma.

Los términos “intron” o secuencia intrénica”, tal como se utiliza en el presente documento, se refieren a las
secuencias de polinucleétidos intermedias dentro de un gen o una porcidon de un gen presentes en un auto-vector
que estan situadas aguas arriba o entre “exones”, secuencias de polinucledtidos que estan retenidas durante el
procesamiento de ARN y que generalmente codifican un polipéptido. Los intrones no funcionan en la codificacion de
la sintesis de proteina y se empalman desde un ARN antes de su traduccion en un polipéptido.

“Potenciador” se refiere a regiones de polinuclettido que actian en cis- de aproximadamente 10-300 pares de base
que actuan en un promotor para potenciar la transcripcion desde dicho promotor. Los potenciadores son
relativamente independientes en orientacidn y posicion y se pueden situar 5’ o 3’ en la unidad de transcripciéon dentro
de los intrones o dentro de la propia secuencia de codificacion.

Los términos “vacuna de ADN”, “‘inmunizacion de ADN” y “terapia de polinucleétido”, tal como se utilizan
indistintamente en el presente documento se refieren a la administracion de un polinucleétido a un sujeto con el fin
de modular una respuesta inmune. La “vacuna de ADN” con plasmidos que expresan antigenos microbianos
extrafios es un método muy conocido para inducir inmunidad antiviral o antibacteriana protectora. Para los fines de
la presente invencion, la “vacuna de ADN”, “inmunizacion de ADN’” o “terapia de polinucleétido” se refiere a la
administracion de polinucledtidos que codifican uno o mas auto-polipéptidos que incluyen uno o mas epitopos
autoantigénicos asociados con una enfermedad. La “vacuna de ADN” sirve para modular una respuesta inmune en
curso para suprimir la destruccion autoinmune para el tratamiento o prevencién de una enfermedad autoinmune. La
modulaciéon de una respuesta inmune en reaccion con la “vacuna de ADN” puede incluir linfocitos autorreactivos
variables desde una respuesta tipo Th1 hasta la de tipo Th2, La modulacién de la respuesta inmune puede tener
lugar sistematicamente o solamente localmente en el 6rgano diana bajo ataque autoinmune.

“Auto-vector” significa uno o mas vector(es) que en conjunto comprenden un polinucleétido ya sea de ADN o ARN
que codifica una o mas auto-proteina(s), polipéptido(s), péptido(s), p.€j., uno o mas autoantigenos. Polinucleétidos,
tal como se utiliza en el presente documento, es una serie de acidos desoxirribonucleicos, incluyendo ADN, o acidos
ribonucleicos, incluyendo ARN, y sus derivados, que codifican una auto-proteina, polipéptido o péptido de la
presente invencion. Se inserta la auto-proteina, el polipéptido o el péptido que codifica la secuencia en el auto-
casete de expresion de plasmido apropiado. Una vez insertado el polinucledtido que codifica la auto-proteina, el
polipéptido o el péptido en el auto-casete de expresion, se hace referencia al vector como “auto-vector”. En el caso
en el que se administre un polinucleétido que codifica mas de una auto-proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s), un
solo auto-vector puede codificar varias auto-proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s) distintos. En una realizacion, el
ADN que codifica varias auto-proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s) se codifica secuencialmente en un solo auto-
plasmido utilizando secuencias internas de rentrada al ribosoma (IRES) u otros métodos para expresar mdultiples
proteinas desde una sola molécula de ADN. Los auto-vectores de expresion de ADN que codifican la(s) auto-
proteina(s), polipéptido(s) o péptido(s) se preparan y se aislan aplicando las técnicas normalmente disponibles para
aislar ADN de plasmido, como puedan ser las distribuidas en el mercado por Qiagen Corporation. Se purifica el DNA
para eliminar endotoxina bacteriana para su administracion a seres humanos como agente terapéutico.
Alternativamente, se codifica cada una de las auto-proteinas, polipéptidos o péptidos en un vector de expresion de
ADN por separado.

El término “cadena principal de vector” se refiere a la porciéon de un vector de plasmido distinto a la secuencia que
codifica un auto-antigeno, proteina, polipéptido o péptido.

“Autoantigeno”, tal como se emplea en el presente documento se refiere a una molécula endégena, normalmente,
una proteina o fragmento de la misma que provoca una respuesta inmune patogénica. Cuando se hace referencia al
autoantigeno o epitopo del mismo como “asociado con una enfermedad autoinmune”, se entiende que significa que
el autoantigeno o epitopo participa en la patofisiologia de la enfermedad ya sea induciendo la patofisiologia (es
decir, asociado con la etiologia de la enfermedad) mediando o facilitando un proceso patofisiologico; y/o siendo la
diana de un proceso patofisiolégico. Por ejemplo, en enfermedad autoinmune, el sistema inmune se dirige de forma
aberrante a autoantigenos causando lesiones y disfuncién de células y tejidos en los que se expresa o esta presente
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el auto-antigeno. En condiciones fisiolégicas normales, el sistema inmune hospedador ignora los autoantigenos por
eliminacion, inactivacion o falta de activacion de las células inmunitarias que tienen capacidad para reconocer el
autoantigeno a través de un proceso denominado “tolerancia inmunitaria”.

Tal como se utiliza en el presente documento, se entiende que el término “epitopo” significa una porcién de un
polipéptido que tiene una forma o estructura en particular que los linfocitos B o linfocitos T del sistema inmune del
animal reconocen. “Epitopo autoantigénico” o “epitopo patogénico” se refiere a un epitopo de un autoantigeno que
provoca una respuesta inmune patogénica.

“Auto-proteina”, “auto-polipéptido”, “auto-péptido” o “auto-antigeno” se utilizan en el presente documento
indistintamente para referirse a cualquier proteina, polipéptido o péptido, o fragmento o derivado de los mismos, que:
esta codificado dentro del genoma del animal; se produce o se genera en el animal; puede modificarse después de
la traduccion en algun momento durante la vida del animal; y esta presente en el animal no-fisiolégicamente.
“Modulacion”, “que modula” o “que altera una respuesta inmune”, tal como se utilizan en el presente documento se
refieren a cualquier alteracion de una respuesta inmune existente o posible contra auto-moléculas, incluyendo, p.gj.,
acidos nucleicos, lipidos, fosfolipidos, hidratos de carbono, auto-polipéptidos, complejos de proteina o complejos de
ribonucleoproteina, que tiene lugar como resultado de la administracion de un polinucleétido que codifica un auto-
polipéptido. Dicha modulacién incluye cualquier alteracion en cuanto a la presencia, capacidad o funcion de
cualquier célula inmunitaria que participa o es capaz de participar en una respuesta inmune. Las células inmunitarias
incluyen linfocitos B, linfocitos T, linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T citoliticos naturales, células presentadoras
de antigeno profesionales, células presentadoras de antigeno no profesionales, células inflamatorias o cualquier otra
célula capaz de participar o influir en la respuesta inmune. “Modulacion” incluye cualquier cambio impartido en una
respuesta inmune existente, una respuesta inmune en desarrollo, una posible respuesta inmune o la capacidad de
inducir, regular, influir o responder a una respuesta inmune. Modulacion incluye cualquier alteracion de la expresion
y/o funcién de genes, proteinas y/u otras moléculas en células inmunes como parte de una respuesta inmune.

“Modulacion de una respuesta inmune” incluye por ejemplo lo siguiente: eliminacién, supresion o secuestro de
células inmunitarias; inducciéon o generacién de células inmunitarias que pueden modular la capacidad funcional de
otras células, como linfocitos autorreactivos, células presentadoras de antigeno (CPA) o células inflamatorias;
induccion de un estado de falta de respuesta de células inmunitarias (es decir, anergia); aumento, disminucion o
cambio de la actividad o funcion de células inmunitarias o su capacidad para ello, incluyendo, pero sin limitarse a
ellos, alteracion del patrén de proteinas expresadas por estas células. Entre los ejemplos se incluyen la alteracién de
la produccion y/o secrecion de ciertas clases de moléculas como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento,
factores de transcripcion, quinasas, moléculas co-estimuladoras u otros receptores de la superficie celular; o
cualquier combinacién de estos eventos moduladores.

“Sujetos” se referira a cualquier animal, como por ejemplo un ser humano, un primate no humano, un caballo, una
vaca, un perro, un gato, un ratén, una rata, una cobaya o un conejo.

“Tratar”, “tratamiento” o “terapia” de una enfermedad o trastorno significara la ralentizacién, detencion o reversion del
progreso de la enfermedad, tal como lo evidencie una disminucion, cese o eliminacion de cualquiera de los sintomas
clinicos o de diagndstico, a través de la administracion de un polinucleétido que codifica un auto-polipéptido, ya sea
en solitario o combinado con otro compuesto, tal como se describe en el presente documento. “Tratar”, “tratamiento”
o “terapia” significa también una disminucién de la gravedad de los sintomas en una enfermedad o trastorno agudo o
croénico o una disminucion de la tasa de recaida, como por ejemplo en el caso del curso de una enfermedad
autoinmune o recidivante o una disminucion de la inflamaciéon en el caso de un aspecto inflamatorio de una
enfermedad autoinmune. En algunas realizaciones, el tratamiento de una enfermedad significa revertir, detener o
paliar de la progresion de la enfermedad, idealmente hasta el punto de eliminar la propia enfermedad. Tal como se
utiliza en el presente documento, mejorar una enfermedad y tratar una enfermedad son equivalentes.

“Prevenir”, “profilaxis” o “prevencion” de una enfermedad o trastorno, tal como se utiliza en el contexto de la presente
invencion se refiere a la administracion de un polinucleétido que codifica un auto-polipéptido, ya sea en solitario o
combinado con otro compuesto, tal como se describe en el presente documento, para evitar que tenga lugar o se
inicie una enfermedad o trastorno o algunos o todos los sintomas de una enfermedad o trastorno o reducir la
probabilidad de que se inicie una enfermedad o trastorno.

Una “cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz” de un auto-vector se refiere a una cantidad del auto-vector que
es suficiente para tratar o prevenir la enfermedad como, por ejemplo, mejorar o eliminar los sintomas y/o causas de
la enfermedad. Por ejemplo, las cantidades terapéuticamente eficaces entran dentro de un amplio intervalo y se
determinan a través de ensayos clinicos y, para un paciente en particular, se determinan sobre la base de factores
que el profesional clinico especializado conoce, incluyendo, p.gj., la gravedad de la enfermedad, el peso del
paciente, la edad y otros factores.

La expresion “desprovisto de endotoxinas” se refiere a un vector o composicion de la invencion sustancialmente
desprovisto de endotoxina, p.gj., tiene una contaminacién de endotoxinas por debajo de los niveles detectables. Un
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vector o composicion que esta desprovisto endotoxina puede describirse por lo que respecta a la concentracion
umbral de endotoxina detectable, segun se mide utilizando un ensayo de coagulo de gel de lisado de amebocitos de
limulus (LAL) conocido en la técnica. Por lo que respecta a la concentracion de umbral, un vector o composicion esta
desprovisto de endotoxina si la cantidad de endotoxina contaminante esta por debajo del limite de deteccién (p.gj.,
menos de aproximadamente 0,10 unidades de endotoxina/ml o UE/mI). En la medida en que se pueda detectar la
endotoxina, un vector o composicion esta sustancialmente desprovisto de endotoxina si la cantidad de endotoxina
contaminante esta por debajo de aproximadamente 2,5 UE/mI. Existen numerosas empresas que ofrecen servicios
de pruebas disponibles en el mercado para determinar el nivel e endotoxina en una preparacioén, entre las que se
incluyen p.ej., Nelson Laboratories, Salt Lake City, UT; Boehringer Ingelheim, Austria; MO BIO Laboratories,
Carlsbad, CA; NovaTX, Conroe, TX; y Associates de Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA. Asimismo, los kits de
deteccién de coagulo de gel LAL también estan disponibles para su adquisiciéon por ejemplo distribuidos por Lonza,
en la web internacional lonza.com y Charles River Laboratories, en la web internacional criver.com.

lll. Descripcion de las realizaciones
A. Auto-vector BHT-3021

En algunas realizaciones, la presente invencién utiliza un auto-vector que tiene una secuencia de acidos nucleicos
idéntica en al menos un 95 % a la SEQ ID NO: 1 (BHT-3021). El auto-vector BHT-3021 comprende una cadena
principal de vector de expresion BHT-1 y un polinucleétido que codifica proinsulina humana. El auto-vector BHT-
3021 comprende también un promotor de CMV, que conduce la expresion de proinsulina humana; las secuencias de
poliA y terminaciéon de hormona del crecimiento bovino; y un origen de replicacién de pUC y un gen de resistencia a
kanamicina (Kanr), que se encargan de la propagacion y seleccién del vector respectivamente.

La cadena principal del vector BHT-3021 es un vector pVAX1 modificado en el que estan mutados uno o mas
dinucledtidos CpG de la férmula 5-purina-pirimidina-C-G-pirimidina-pirimidina-3’ por sustitucién de la citosina del
dinucledtido CpG con un nucledtido no-citosina. El vector pVAX1 es conocido en la técnica y esta distribuido en el
mercado por Invitrogen (Carlsbad, CA). En una realizacion ilustrativa, el vector pVAX1 modificado tiene las
siguientes sustituciones de citosina por no-citosina dentro del motivo CpG: citosina por guanina en los nucleétidos
784, 1161, 1218 y 1966; citosina por adenina en los nucleétidos 1264, 1337, 1829, 1874, 1940 y 1997; y citosina por
timina en los nucledtidos 1158, 1963 y 1987; con las mutaciones adicionales citosina por guanina en los nucleétidos
1831, 1876, 1942 y 1999, (Las designaciones numéricas del nucledtido tal como se han expuesto corresponden al
sistema de numeracion para pVAX1 proporcionado por Invitrogen).

La invencion contempla, vectores BHT-3021 en los que se ha afadido, suprimido o sustituido nucleétidos que no
cambian la funcién del vector BHT-3021, p.ej., para expresar proinsulina e inhibir la respuesta autoinmune. Por
consiguiente, la invencion contempla el uso de un auto-vector que comprende un polinucleétido que codifica
proinsulina humana que comparte al menos de aproximadamente 95 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad de la
secuencia de acidos nucleicos con la SEQ ID NO: 1, tal como se mide aplicando un algoritmo conocido en la técnica,
p.ej., BLAST o ALIGN, ajustado con parametros normales. La identidad de secuencia puede determinarse p.gj., con
respecto a la longitud total de la cadena principal de BHT, la longitud total del autoantigeno de proinsulina o la
longitud total del vector BHT-3021,

Las técnicas para la construccion de vectores y transfeccion de células son muy conocidas en la técnica y las
personas especializadas en la material estaran familiarizadas con el material de las fuentes convencionales en el
que se describen condiciones y procedimientos especificos. El auto-vector BHT-3021 se prepara y se aisla
empleando técnicas comunmente disponibles para el aislamiento e acidos nucleicos. Se purifica el vector para que
esté desprovisto de endotoxinas bacterianas para su administracion a seres humanos como agente terapéutico.

Los auto-vectores modificados de la presente invencién se pueden formular como sales de polinucledtido para su
uso como productos farmacéuticos. Las sales de polinucleétido se pueden preparar con bases organicas o
inorganicas no téxicas. Entre las sales basicas inorganicas se incluyen sodio, potasio, zinc, calcio, aluminio,
magnesio, etc., Las bases no toxicas organicas incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, etc.
Dichas sales de auto-polinucledtido de ADN pueden formularse en forma liofilizada para su reconstitucion antes de
la administracion, como por ejemplo como una solucién estéril acuosa o salina. Alternativamente, se pueden
formular las sales de auto-polinucleétido de ADN en soluciones, suspensiones o emulsiones que implican vehiculos
de base acuosa u oleosa para su administracion. En una realizacién, se liofiliza el ADN en solucion salina
tamponada con fosfato con niveles fisiologicos de calcio (0,9 mM) y se reconstituye después con agua estéril antes
de su administracion. Alternativamente, se formula el ADN en soluciones que contienen cantidades mas altas de
Ca**, entre 1 mMy 2 mM. El ADN se puede formular también en ausencia de especies de iones especificos.

B. Composiciones
Se describe asimismo una composicién que comprende un auto-vector de SEQ ID NO: 1 (BHT-3021). La

composicion se puede formular en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, la composicion
farmacéutica comprende calcio en una concentracion aproximadamente igual a los niveles fisiologicos (p.€j.,
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aproximadamente 0,9 mM). En algunos casos, la composicion farmacéutica comprende ademas un cation divalente
en una concentraciéon por encima de los niveles fisioldgicos. En algunos casos, el catién divalente es calcio. En
algunos casos, el auto-vector se formula con calcio en una concentracion comprendida entre 0,9 mM (1x) y
aproximadamente 2 M; en algunos casos, la concentracién de calcio esta comprendida entre aproximadamente 2
mM y aproximadamente 8,1 mM (9x); en algunos casos, la concentracion de calcio estda comprendida entre
aproximadamente 2 mM y aproximadamente 5,4 mM (6x). En algunos casos, la composicidon farmacéutica esta
desprovista de endotoxina.

En algunos casos, el auto-vector se formula con uno o mas cationes divalentes a una concentracion total por encima
de los niveles fisiolégicos para inyeccion en un animal para que los linfocitos T hospedadores del animal lo capten.
En algunos casos, se pueden utilizar uno o mas cationes divalentes fisiolégicamente aceptables, p.ej., Ca2*, Mg?*,
Mn?*, Zn?*, AI?*, Cu®*, Ni?*, Ba®*, Sr?* u otros y mezclas de los mismos, en algunos casos, pueden estar presentes
magnesio, calcio o mezclas de los mismos extracelularmente en aproximadamente1,5 mM y 1 mM, respectivamente.
Se pueden utilizar mezclas de dos o mas cationes divalentes en combinaciones que equivalente a las
concentraciones totales de aproximadamente 0,9, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 45, 65, 90, 130, 170, 220, 280,
320, 350, 500, 750, 1000, 1500 mM, etc. y hasta aproximadamente 2M.

En cierto caso preferente, el contraion puede incluir PO4, Cl, OH, CO, o mezclas de los mismos. En otros casos, las
formulaciones pueden hacer que ADN forme particulas o precipitados con distribuciones del tamafio en las que el
tamafio medio, o el 80 % de las particulas esta por encima de aproximadamente 0,1, 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 8, 15, 20, 35,
50, 70 o 100 micrometros. Se puede evaluar el tamafio de dichas particulas por centrifugacion, analisis de citometria
de flujo, yoduro de propidio o un marcado por tincién similar o dispersion dinamica de la luz.

Es posible incorporar una composicion farmacéutica que comprende BHT-3021 en diversas formulaciones para
administracion terapéutica. Mas en particular, es posible formular una combinacién, tal como se describe en el
presente documento, en composiciones farmacéuticas, en combinaciéon o por separado, formulandolas con
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables apropiados y se pueden formular en preparaciones en formas
sélidas, semisdlidas, liquidas o gaseosas, como comprimidos, capsulas, pildoras, polvos, granulados, grajeas, geles,
suspensiones espesas, pomadas, soluciones, supositorios, inyecciones, inhaladores y aerosoles. Como tal, la
administraciéon de BHT-3021 se puede conseguir de diversas maneras, incluyendo administracién oral, bucal,
parental, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intramuscular, transdérmica, intra-rectal, intra-vaginal, etc. Por otra
parte, el compuesto puede administrarse de manera local, en lugar de sistémica, por ejemplo, en una formulacién de
liberacién sostenida o prolongada.

Las formulaciones adecuadas para su uso en la presente invencion se encuentran en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 212 Ed., University of the Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams & Wilkins
(2005). Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden fabricarse de una manera
conocida entre las personas especializadas en la materia, es decir, a través de procesos de mezclado convencional,
disolucion, granulacion, fabricacion de grajeas, levigacion, emulsificacién, encapsulacién, inmovilizacién o
liofilizacion. Los métodos y excipientes expuestos a continuacion son simplemente ilustrativos sin ser exhaustivos en
absoluto.

En algunas realizaciones, el auto-vector puede formularse para administracion intramuscular, subcutanea o
parenteral, por inyeccioén, p.gj., inyeccion de bolo o infusién continua. Para inyeccion, es posible formular BHT 3021
en preparaciones disolviéndolas, suspendiéndolas o emulsiondndolas en un disolvente acuoso o no acuoso, como
por ejemplo aceites vegetales u otros aceites similares, glicéridos de acido alifatico sintéticos, ésteres de acidos
alifaticos superiores o propilen glicol; y, si se desea, con aditivos convencionales, como solubilizantes, agentes
isoténicos, agentes de suspensién, agentes emulsionantes, estabilizadores y conservantes. En algunas
realizaciones, se puede formular el auto-vector en soluciones acuosas, como por ejemplo, en tampones
fisiolégicamente compatibles como solucion de Hanks, solucién de Ringer o solucidon de tampén salino fisiologico.
Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en formas de dosis unitarias, p.gj., en ampollas o envases
multi-dosis, afadiendo un conservante. Las composiciones pueden adoptar la forma de suspension, solucién o
emulsion en vehiculos acuosos u oleosos y pueden contener agentes de formulacion como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes.

Para administracion oral, puede formularse facilmente BHT-3021 combinando el agente de inhibicién con vehiculos
farmacéuticamente aceptables perfectamente conocidos en la especialidad. Dichos vehiculos permiten que se
puedan formular los compuestos como comprimidos, pildoras, grajeas, capsulas, emulsiones, suspensiones lipéfilas
e hidrdfilas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones, y similares, para que el paciente que se
esté tratando los ingiera por via oral. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener mezclando
los compuestos con un excipiente sélido, opcionalmente, moliendo la mezcla resultante y procesando la mezcla del
granulado, después de afadir auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grajeas.
Entre los excipientes adecuados se incluyen en particular cargas como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa,
manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa como, por ejemplo, almidéon de maiz, almidon de trigo, almidén de
arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, carboximetil
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celulosa saédica y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afiadirse agentes disgregantes como una polivinil
pirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal de los mismos como alginato sédico.

C. Métodos de administracion

El auto-vector puede administrarse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el auto-
vector BHT-3021 puede administrarse en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable que comprende
calcio en una concentracion aproximadamente igual a los niveles fisiologicos (p.ej., aproximadamente 0,9 mM). En
algunas realizaciones, se administra el auto-vector BHT-3021 en un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable que comprende un catidon divalente en una concentracion por encima de los niveles fisioldgicos. En
algunas realizaciones, el catién divalente es calcio. En algunas realizaciones, el calcio estd en una concentracién por
encima de aproximadamente 2 mM; en algunas realizaciones, el calcio se encuentra en una concentracion de
aproximadamente 5,4 mM. En algunas realizaciones, el auto-vector BHT-3021 esta desprovisto de endotoxina. En
algunas realizaciones, el auto-vector BHT-3021 se administra intramuscularmente.

Existe una amplia variedad de métodos para administrar el polinucleétido a los sujetos, tal como se definen en el
presente documento. Por ejemplo, el polinucledtido que codifica un auto-polipéptido puede formularse con polimeros
catiénicos incluyendo liposomas catidnicos. Otros liposomas representan también medios eficaces para formular y
administrar el auto-polinucledtido. Alternativamente, se puede incorporar el ADN en un vector viral, particulas virales
0 bacterias para su administracion farmacolédgica. Los vectores virales pueden ser competentes para la infeccion,
atenuados (con mutaciones que reducen la capacidad de inducir enfermedad) o deficientes en replicaciéon. Los
meétodos en los que se utiliza ADN para prevenir el depdsito, acumulacion o actividad de auto-proteinas patégenas
pueden potenciarse mediante el uso de vectores virales u otros sistemas de administracién que aumentan las
respuestas humorales contra la auto-proteina codificada. En otras realizaciones, el ADN puede conjugarse con
soportes sdlidos incluyendo particulas de oro, soportes a base de polisacarido u otras particulas o perlas que se
puedan inyectar, inhalar o administrar por bombardeo de particulas (administracion balistica). Los métodos para
administrar preparaciones de acidos nucleicos son conocidos en la técnica.

Se ha desarrollado una serie de sistemas a base de virus para transferirlos a células de mamifero. Por ejemplo, se
han descrito sistemas retrovirales. Asimismo, se ha descrito una serie de vectores de adenovirus. Se han
desarrollado también sistemas de vector virus adeno-asociado (AAV) para administracion de acido nucleico. Los
vectores AAV pueden construirse facilmente a través de técnicas conocidas en la especialidad.

El polinucleétido de la presente invencion puede administrarse también sin vector viral. Por ejemplo, se puede
empaquetar en liposomas la molécula antes de su administracion al sujeto. La encapsulacion de lipidos se lleva a
cabo generalmente utilizando liposomas que son capaces de ocultar establemente o atrapar y retener acido
nucleico. Para una revision sobre el uso de liposomas como vehiculos para la administracion de acidos nucleicos.

Las cantidades terapéuticamente eficaces del auto-vector se encuentran en el intervalo de aproximadamente
0,001 mg a aproximadamente 1 g. Una cantidad terapéutica de auto-vector se encuentra en el intervalo de
aproximadamente 10 ng a aproximadamente 10 mg. Por ejemplo, una cantidad terapéutica de auto-vector se
encuentra en el intervalo de aproximadamente 0,025mg a 6 mg. En ciertas realizaciones, el auto-vector se
administra mensualmente durante 6-12 meses y cada 3-12 meses como dosis de mantenimiento. Es posible
desarrollar regimenes de tratamiento alternativos y pueden oscilar entre diariamente a semanalmente, o
mensualmente o anualmente, a una administracién de una vez dependiendo de la gravedad de la enfermedad, la
edad del paciente, el auto-polipéptido o polipéptidos que se administren, asi como otros factores que pueda
considerar el médico encargado del tratamiento habitual.

En una realizacién, se administra el polinucleétido por inyeccion intramuscular. En otras variaciones, se administra el
polinucleétido por via intranasal, oral, subcutanea, intradérmica, intravenosa, mucosa, se presiona sobre la piel o se
fija en particulas de oro que se administran a través a través de la dermis (véase, p.ej., WO 97/46253).
Alternativamente, puede administrarse acido nucleico en las células de la piel por aplicacion tépica con o sin
liposomas o lipidos cargados (véase, p.gj., la patente estadounidense No. 6.087.341). Otra alternativa mas es la
administracion del acido nucleico como agente inhalado. El polinucleétido se formula en solucién salina tamponada
con fosfato con niveles fisiologicos de calcio (0,9 mM). Alternativamente, se formula el polinucleétido en soluciones
que contienen cantidades mas altas de Ca*™, p.ej. entre 1 mM y 2M. Se puede formular el polinucleétido con otros
cationes como zinc, aluminio y otros. Alternativamente, o ademas, se puede formular el polinucleétido con un
polimero catiénico, compuestos de formaciéon de liposoma catidénicos o en liposomas no catiénicos. Entre los
ejemplos de liposomas catiénicos para la administracién de ADN se incluyen liposomas generados mediante el uso
de 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio) propano (DOTAP) y otras moléculas similares.

Antes de la administracién del polinucleétido, se puede acondicionar previamente el sitio de administracién por
tratamiento con bupivicaina, cardiotoxina u otro agente que pueda potenciar la administracion posterior del
polinucledtido. Dichos regimenes de acondicionamiento previo se administran 12 a 96 horas antes de la
administracion del polinucleétido terapéutico; mas frecuentemente, 24 a 48 horas antes de la administracion del
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polinucleétido terapéutico. Alternativamente, no se aplica ningun tratamiento de acondicionamiento previo antes de
la terapia con el polinucleétido.

El auto-vector puede administrarse en combinacién con otras sustancias, como por ejemplo agentes farmacoldgicos,
adyuvantes, citoquinas o vectores que codifican citoquinas. Asimismo, para evitar la posibilidad de provocar
respuestas no deseadas anti-auto-citoquina cuando se utiliza la co-administraciéon de citoquina, es posible utilizar
agentes inmunomoduladores quimicos, como por ejemplo la forma activa de vitamina D3. En este sentido, se ha
demostrado que 1,25-dihidroxi vitamina D3 ejerce un efecto adyuvante a través de la inmunizacion de ADN
intramuscular.

Ejemplos

En la diabetes de Tipo 1 existe una intensa respuesta inflamatoria que destruye las células beta en los islotes de
Langerhans en el pancreas, el sitio en el que se produce y se libera la insulina. La proinsulina es una diana principal
de la respuesta inmune adaptativa en diabetes de tipo 1 (DT1). La presente invencién proporciona un plasmido de
ADN que codifica proinsulina obtenido por ingenieria genética (BHT-3021) que preserva la funciéon de células beta
en pacientes DT1 a través de la reduccion de linfocitos T CD8 especificos de insulina. Los autores de la invencion
estudiaron 80 pacientes de méas de 18 afios de edad que habian sido diagnosticadas de DT1 en los ultimos cinco
afos. Se asignd aleatoriamente a los pacientes 2:1 para recibir inyecciones intramusculares de BHT 3021 o BHT-
placebo, semanalmente durante 12 semanas, a continuacion, se llevé un seguimiento en cuanto a las respuestas de
seguridad y respuestas inmunes con ocultamiento. Se evaluaron cuatro niveles de dosis de BHT-3021: 0,3 mg,
1,0 mg, 3,0 mg y 6,0 mg. Se utilizé péptido C tanto como una medicion de la eficacia exploratoria como medicion de
la seguridad. Se evaluaron las frecuencias de linfocitos T CD8 especificos de islote con multimeros de moléculas
HLC Clase | monoméricas cargadas con péptidos de antigenos pancreaticos y no relacionados. No se observo
ningun efecto adverso grave relacionado con BHT-3021. Los niveles de péptido C mejoraron en relacion con el
placebo en todas las dosis, a 1 mg en el momento temporal de la semana 15 (+19,5 % BHT-3021 frente a - 8,8 %
BHT-placebo, p<0,026). Los linfocitos T CD8 reactivos con proinsulina, pero no los linfocitos T contra islotes no
relacionados o moléculas extrafias, descendieron en la ramificacion BHT-3021 (p<0,006). No se observd ningdn
cambio significativo en la produccion de interferén- vy, IL-4 o IL-10 en linfocitos T CD4 T. Por tanto, se demostré que
un plasmido que codifica proinsulina reduce la frecuencia de linfocitos T CD8 reactivos con proinsulina, al mismo
tiempo que preserva péptido C en el curso de la dosificacion.

Los ejemplos que se exponen a continuacion ilustran, sin limitar, la invencién reivindicada.
METODOS

Construccion de plasmido. BHT-3021 es un vector de expresiéon de plasmido bacteriano de 3,3 Kb que contiene
las secuencias codificantes para el gen de proinsulina humana (hINS). Se obtuvieron por ingenieria genética
importantes caracteristicas funcionales y de control de BHT-3021 en la construccién final, incluyendo el
promotor/potenciador de gen inmediato-temprano de citomegalovirus humano (CMV), la sefial de poliadenilacién de
gen de hormona de crecimiento bovino, el gen de resistencia a kanamicina y origen de replicacion de pUC para la
propagacion del vector en E. coli. Se modificé la cadena principal de BHT-3021 para disminuir el niumero de
secuencias CpG inmunoestimuladoras. A continuacion, se sustituyeron todos los motivos CpG no esenciales con
secuencias inmunomoduladoras, conocidas como secuencias GpG (73). En la Figura 1 se muestran las
caracteristicas estructurales principales de BHT-3021. Se formul6 BHT-3021 en solucion salina tamponada con
fosfato como solucidn estéril para inyeccion intramuscular (IM), a una concentracion de 2,0 mg DNA/mI. Los
pacientes de placebo recibieron solucion salina tamponada con fosfato.

Participacion y reclutamiento. Se llevo a cabo el estudio con consentimiento informado por parte de todos los
sujetos y siguiendo los protocolos aprobados por los Consejos de Revision Institucional (IRB) de cada institucion.
Antes de iniciar el ensayo clinico, se presenté una Solicitud de investigacion de Farmacos Nuevos (IND) a la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA), y fue aceptado por dicha institucion y se
obtuvo la aprobacion del Comité Asesor de ADN Recombinante de los NIH. Se selecciond un total de 144 pacientes
para el estudio. Se asignd aleatoriamente 80 de los pacientes (48 en las cohortes de escalada de dosis y 32
pacientes en la cohorte de expansion).

Los Criterios de inclusion fueron 1) Diagnoéstico de diabetes de tipo 1a basandose en los criterios de la Asociacion
Americana de la Diabetes (ADA); 2) entre 18 y 40 afios de edad; 3) diagndstico de DT1 en los dltimos 5 afios; 4)
péptido C en ayunas detectable; 5) aumento de péptido C durante la prueba de tolerancia a la comida mixta (MITT)
con un valor estimulado minimo de = 0,2 pmoles/ml; 6) presencia de anticuerpos para al menos uno de los
siguientes antigenos: insulina, GAD65 o IA2. En caso de ser solamente positivo a anticuerpo de la insulina, debe
haberse completado la determinacion en el curso de 2 semanas desde el inicio de insulina; 7) acuerdo de
tratamiento intensivo de la diabetes con una meta de HbA; de < 7,0 %; 8) en caso de ser mujeres, las pacientes
deben (a) haberse esterilizado quirargicamente, (b) haber pasado la menopausia o (c) si tienen posibilidad de
reproducirse, aceptar un control de la natalidad médicamente aceptable (p.€j., anticonceptivo hormonal femenino,
métodos de barrera o esterilizacion) hasta los 3 meses después de que se haya completado cualquier periodo de
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tratamiento; 9) en caso de ser hombres y tener capacidad reproductora, los pacientes deben aceptar el uso de un
control de la natalidad médicamente aceptable hasta los 3 meses después de que se haya completado cualquier
periodo de tratamiento, a no ser que la compafiera haya pasado la menopausia o esté quirurgicamente esterilizada;
y 10) creatinina en suero < 1,5 x limite por encima del normal (ULN); 11) AST < dos veces por encima del limite
normal; 12) glébulos blancos (WBC) = 3 x 10%1; plaquetas = 100x 10%1; y hemoglobina = 10,0 g/dl. Se excluyo a los
pacientes cuando 1) no pudieron o no quisieron cumplir con los requerimientos del protocolo de estudio; 2) indice de
Masa Corporal (IMC) > 30 kg/m?; 3) control de azucar en sangre inestable, definido como uno o mas episodios de
hipoglucemia grave (hipoglucemia que requirio la asistencia de otra persona) en el curso de 30 dias antes del
reclutamiento; 4) terapia inmune anterior para DT1; 5) administracion de un agente experimental para DT1 en
cualquier momento, o uso de un dispositivo experimental para DT1 en el curso de 30 dias antes de la seleccion, a no
ser que fuera aprobado por el monitor médico; 6) historia de un trasplante de cualquier 6érgano, incluye trasplante de
célula de islote; 7) trastorno de deficiencia inmune o autoinmune activa distinta a DT1 (p.ej., sarcoidosis, artritis
reumatoide), a no ser que fuera aprobado por el monitor médico; 8) excrecién urinaria de albumina a las 24 horas
> 300 mg en la seleccidn; 9) retinopatia sin tratar o no controlada en la seleccion; 10) bilirrubina en suero > ULN,
excepto los sujetos cuyos valores anormales fueron atribuidos a cualquier estado benigno estable (como sindrome
de Gilbert); 11) hormona estimulante de (TSH) fuera del intervalo normal en la seleccién, excepto para los pacientes
con dosis estables de terapia de reemplazo de hormona tiroides; 12) estado VIH positivo conocido o pruebas de una
conducta de alto riesgo; 13) infeccion de hepatitis B activa o hepatitis C activa; y 14) mujer embarazada o lactante.

Disefio de ensayo. En la Figura 2 se muestra el disefio del estudio total. Se seleccionaron los pacientes candidato 6
semanas antes de la asignacion aleatoria. Se asigné aleatoriamente a los pacientes BHT-3021 o BHT-placebo en
una relacion 2:1 y entraron en el Periodo de Tratamiento con ocultamiento cuando se administré6 BHT-3021 o BHT-
placebo por via intramuscular (IM) semanalmente durante 12 semanas (semanas 0 a 11). Cuatro semanas después
de la dltima dosis de BHT-3021 o BHT-placebo (semana 15), se someti6 a los pacientes a una evaluacion completa
en cuanto a la seguridad, funcion de células beta y respuestas anti-insulina. Se llevé un seguimiento de los
pacientes en cuanto a la seguridad y la respuesta inmune con ocultamiento hasta 12 meses después de la primera
dosis de BHT-3021 o BHT-placebo (periodo de evaluacion con ocultamiento). A continuacion, cada asignacion de
tratamiento del paciente fue sin ocultamiento. Los pacientes que recibieron BHT-3021 entraron en un periodo de
seguimiento a largo plazo de 12 meses (LTFU), durante el cual fueron vigilados en cuanto a eventos adversos
retardados, la funcion pancreatica y la respuesta inmune. Los pacientes que recibieron BHT-placebo fueron
candidatos para entrecruzamiento para recibir 12 semanas de tratamiento con BHT-3021 sin enmascaramiento.

Se recluté a 80 pacientes en el estudio. Se evaluaron cuatro niveles de dosis de BHT-3021: 0,3 mg, 1,0 mg, 3,0 mg
y 6,0 mg. Se reclutaron 9 pacientes inicialmente en una cohorte sin enmascaramiento. Una vez completada la fase
de averiguacion de la dosis del estudio (Fase de escalada de dosis) se enrolé a otros pacientes mas para ampliar
una o mas de las cohortes de dosis para obtener datos sobre la seguridad y la eficacia adicionales (Fase de
expansion).

Criterios de valoracion clinicos primarios y secundarios. El objetivo principal fue evaluar la seguridad de BHT-
3021 administrado como inyecciones semanales durante 12 semanas. El objetivo secundario fue evaluar el efecto
de BHT-3021 en las respuestas de anticuerpo y linfocitos T para antigenos relacionados con la diabetes (insulina,
GADG65 y IA2); describir los cambios en la funcién de células B pancreaticas tras el tratamiento con BHT-3021; y
describir los cambios en las necesidades de insulina y los niveles de glucosa en sangre tras el tratamiento con BHT-
3021,

Criterios de evaluacioén primarios. Seguridad y seguimiento del paciente. Los parametros de seguridad evaluados
en el estudio fueron los eventos adversos y los eventos adversos graves; examenes fisicos; signos vitales; pruebas
clinicas de laboratorio (hematologia, quimica, analisis de orina); examen oftalmologico; ECG 12 derivaciones;
proteina en la orina a las 24 horas; niveles de péptido C estimulados; prueba de embarazo; y mediciones de la
glucosa (glucosa en sangre nocturna y auto-controlada).

Criterios de evaluacion secundarios. Se utilizé péptido C tanto como medicién de la eficacia exploratoria como
para la medicion de la seguridad para asegurar que no se observara ningun descenso drastico de la funcidn
pancreatica con el tratamiento con BHT-3021. Los marcadores del control metabdlico incluyeron HbA1c y glucosa en
plasma por ayuno. Se evalu6 la dosis de insulina diaria total en el momento basal y durante el estudio. Los
parametros farmaco-dinamicos evaluados en el estudio fueron a) respuesta inmune a antigenos pancreaticos, seguin
se midié por los anticuerpos a insulina, GAD65 y |IA2, asi como las respuestas de linfocitos T a antigenos
pancreaticos; b) marcadores en sangre de activacién inmune.

Anticuerpos para antigenos pancreaticos. Se realizaron radio inmunoensayos en muestras en el momento basal
para determinar la respuesta inmune inicial a insulina. El analisis en los subsiguientes puntos temporales sirvié para
evaluar cualquier cambio en la respuesta que pudiera derivarse del tratamiento de BHT-3021. El analisis de la
medicion de la reactividad para GADG5 y IA2 sirvié también como indicacion general de las respuestas autoinmunes
a antigenos de islote. Se midieron los anticuerpos para GADG5, IA2 e insulina (IAA) en el momento de la seleccion y
formaron parte de los criterios de entrada. Los métodos para detectar anticuerpos asociados a DT1 se han descrito
anteriormente (3,26).
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Puntos cuanticos de multimeros de HLA-péptido para medir la frecuencia de linfocitos T CD8 especificos de
antigeno. Se prepararon complejos HLA-A2-péptido multiméricos tal como se ha descrito anteriormente (27).
Brevemente, se solubilizaron HLA-A2 recombinante y microglobulina 2 humana en urea y se inyectaron junto con
cada uno de los péptidos sintéticos en un tampoén de replegamiento que consistio en 100 mmoles/I Tris (pH 8,0),
400 mMol/l arginina, 2 mmoles/l EDTA, 5 mmoles/l glutationa reducida y 0,5 mmoles/I glutationa oxidada. Se
biotinilaron complejos replegados por incubacion durante 2 h a 30 °C con enzima BirA (Avidity, Denver, CO). Se
purificaron los complejos biotinilados por filtracion de gel en una columna superdex 75 (Amersham Pharmacia
Biotech). Se produjeron complejos HLA-péptido multiméricos por adicion de puntos cudanticos conjugados con
estreptavidina (21) (Qdots; Invitrogen) para conseguir una relacion 1:20 estreptavidina-Qdot/ HLA clase | biotinilado.
Se utilizaron Qdot-585, -605, -655, -705 y -800. Se tifieron las muestras de pacientes HLA-A2/A3/B7 positivos con
una mezcla que contenia nueve epitopos asociados a diabetes, un epitopo HLA-A2 expresado en HLA-A2 y una
mezcla de antigenos virales (Tabla 6).

Tincién de célula con complejos multimeros etiquetados con Qdot. Se tifieron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) (2 x 10%) simultaneamente con multimeros etiquetados con Qdot (0,1 ug de cada multimero
especifico) en 60 pl de PBS suplementado con 0,5 % BSA e incubado durante 15 min a 37 °C. A continuacion, se
agregaron 10 pl de anticuerpos anti-CD8etiquetados con aloficocianina (CPA) (reserva 1:10) y 10 pl anti-CD4, -
CD14, - CD16, -CD20 y -CD40 etiquetados con de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Becton Dickinson) durante
30 min a 4 °C. Después de lavar dos veces, se resuspendieron las células en PBS/0,5 % BSA que contenian 7-
aminoactinomicina D (7-AAD; eBioscience) para excluir células muertas y se analizaron utilizando LSR Il (Becton
Dickinson).

Datos de analisis y métodos estadisticos. Se tifieron los pacientes con HLA Clase | tipo A2, A3 o B7 con los
correspondientes multimeros. Se registraron los datos como porcentajes de linfocitos T CD8 que fueron especificos
para cada uno de los multimeros (o se unieron a ellos). Se calcularon los cambios de los porcentajes de linfocitos T
especificos de antigeno sustrayendo los valores basales de cada punto temporal subsiguiente.

Se llevo a cabo el andlisis de la respuesta inmune especifica de islote evaluando las respuestas especificas de BHT-
3021 por separado de las respuestas no especificas para este agente. Por ejemplo, se calcularon para cada uno de
los pacientes los cambios especificos de vacuna para cada multimero apropiado (Insulina B10-18, PPl 76-84 y PPI
79-88). Se calculo la evaluacion de las respuestas no vacunales especificas de islote para los péptidos PPl 15-24,
PPl 4-13, GADG65, 1A2, IGRP y pplAPP. En este caso, un solo paciente pudo tener hasta 6 puntos de datos
diferentes. Para los epitopos de islote en el método combinatorio de puntos cuanticos especificamente, se determiné
el coeficiente de variacién a 10,8 % (HLA-A2 péptido), 34,9 % (mezcla de virus); 15,9 % (InsB), 0,0 % (IA-2); 0,0 %
(IGRP), 6,3 % (PPI), 4,5 % (GAD65) y 6,9 % (pplAPP)?".

Se calcularon los cambios en CTL sustrayendo los valores basales de los valores a la semana 15. Se llevé a cabo el
andlisis en todos los pacientes tratados (todas las dosis) y de placebo positivos para HLA-A2, -A3 y/o -B7. Se
llevaron a cabo las estadisticas utilizando un analisis de regresién lineal.

ELISpot. Se llevaron a cabo los ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas de puntos en los primeros 48
pacientes reclutados en la fase de escalada de dosis del estudio. Se llevaron a cabo los ELISpot en el Barbara Davis
Center for Childhood Diabetes (Aurora, CO). Los datos de ELISpot de estos 48 pacientes no se presentan debido a
la baja relacion entre la sefial y el ruido. Se incluyeron los ultimos 32 pacientes en la fase de expansion y se
realizaron los ELISpot en estos individuos en el CRO, Cellular Technologies Limited (CTL). Se prepararon PBMC de
pacientes de Australia/Nueva Zelanda en el CRO, Cancer Trials Australia, Melbourne. Se prepararon PBMC de
pacientes estadounidenses en el CTL. Se enviaron PBMC congeladas en volumen desde el CTA al CTL, donde
fueron realizados los ensayos. Se evaluaron las respuestas inmunes especificas de antigeno IL-10 e IFN-gamma
(IFN-y). Se midié la respuesta autoinmune a insulina y GAD65 como indicacion de la respuesta autoinmune en curso
a antigenos de islote. Se utiliz6 la respuesta inmune a un panel de péptidos virales (CEF) para llevar un seguimiento
de las respuestas inmunes CDS8 irrelevantes (no asociadas a DT1). La respuesta inmune a antigeno de mosquito
sirvié para llevar el seguimiento de las respuestas de linfocitos T CD4 especificas de antigeno, pero no relacionadas
con diabetes.

Fase cruzada. Los sujetos que recibieron BHT-placebo fueron candidatos para el entrecruzamiento para recibir 12
semanas de tratamiento con BHT-3021 sin enmascaramiento. La dosis de BHT-3021 durante el periodo del periodo
cruzado sin enmascaramiento fue la “mejor dosis” basada en la evaluacién de los datos disponibles de seguridad
respuesta inmune y eficacia. La “mejor dosis” se definid como la dosis o las dosis ya administradas en el ensayo
clinico aprobadas por el Comité de Supervision de Seguridad de Datos (DSMB) en cuanto a su perfil de seguridad
aceptable y que el Promotor determin6é en el momento de entrecruzamiento que presentaban el mejor equilibrio
entre seguridad, actividad bioldgica (respuesta inmune) y/o eficacia. Se pudo designar como “mejor dosis” mas de
una dosis, siempre y cuando todas las dosis presentaran perfiles de seguridad y eficacia comparables. Se evalué
completamente a los sujetos cruzados al final de cada periodo de dosificacién (semana 15), tras lo cual entraron en
el periodo de evaluacién sin enmascaramiento, que se prolongd 12 meses tras la primera dosis de BHT-3021.
Finalmente, los pacientes entraron en el periodo de seguimiento de 12 meses de duracién.
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RESULTADOS

Caracteristicas basales de la poblacion a la que se intenta tratar. En la Tabla 1 se demuestra que las caracteristicas
basales de la poblacion a la que se intenta tratar (ITT) no son significativamente diferentes de las asignadas
aleatoriamente al control.

Criterios de evaluacion de la eficacia especificados previamente

Péptido C. La secrecion de péptido C se considera un importante marcador sustituto para evaluar la secrecién
pancreatica de insulina (78-20). El area bajo la curva de la respuesta de péptido C (en adelante, “péptido C”) a la
prueba de tolerancia a alimentos mixtos (MMTT) es un método validado para evaluar la secrecion de insulina
endodgena y los pacientes con DT1 tienen respuestas de péptido C a MMTT en el momento en el que la glucosa
intravenosa y las respuestas de glucagon estan ausentes (19, 20).

Se administré una dosis de BHT-3021 (Fig. 1) por via intramuscular durante 12 semanas a personas con diabetes de
tipo 1 que tenian péptido C residual en el momento de la seleccion (péptido C> 33 pmoles/l) (Fig. 2). El grupo de
placebo recibié una dosis equivalente de solucién salina. Transcurridas 15 semanas con una dosis de 1,0 mg BHT-
3021 frente a BHT-placebo, la media del porcentaje de cambio desde el valor basal en péptido C fue +19,5 % (-
1,95 % por debajo del nivel de confianza, 41,0 % por encima del nivel de confianza), frente a - 8,8 % para el placebo
(-25,34 % por debajo del nivel de confianza, +7,66 por encima del nivel de confianza), p<0,026 (Fig. 3, fig. 5A). Los
sujetos en las ramificaciones de 1,0 y 3,0 mg presentaron niveles de péptido C por encima de los valores en el
momento de seleccién en la semana 15. La Figura 5B presenta el porcentaje del cambio desde el valor basal para el
péptido C en graficos de dispersion de todas las dosis y de placebo en las 15 semanas. En cambio, el grupo de
placebo, que comenzé con el valor mas alto, presenté un descenso pronunciado en el péptido C a lo largo del mismo
periodo de 6 meses. Un posible punto de atencion fue un periodo medio mas prolongado desde el diagndstico para
el grupo de 1 mg (59,7 meses) en comparacion con el placebo (41,1 meses) aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (Tabla 1). Estos datos indican que BHT-3021 puede preservar la masa y/o funcién de
células beta durante el periodo de dosificacién de 12 meses durante hasta 3 meses mas (punto temporal de 6
meses) tras el cese de la dosificacion. Este efecto se termina perdiendo una vez que se interrumpe la terapia. En la
Tabla 2 se demuestra que el tratamiento con BHT-3021 no esta asociado con una gran reduccion de péptido C.

HbA1. media, necesidades de insulina y niveles de glucosa en sangre. HbAi. permite medir los cambios de
homeostasia de glucosa, a lo largo de un largo segmento, tal como lo refleja la glicosilacion de hemoglobina y por
tanto refleja el estado de glucosa en plasma, con la contribuciéon predominante de la glucosa en plasma durante el
Ultimo mes. Generalmente, los niveles de HBA; por encima de 53 mmoles/mol (7,0 %) se consideran diabéticos,
variando los patrones en funcién de la organizacion que decide la directriz. En la Figura 6 se presenta la media de
HbA. por grupo de tratamiento para la poblacion MITT. Se sefialaron las diferencias en HbAi. basal entre los
grupos, lo cual reflejé la variacion de niveles de control glucémico en la entrada. El HbA+; medio fue relativamente
estable en la entrada y a las 15 semanas, aumentando después una vez que se ceso la dosificacion en el mes 6 en
todos los grupos, si bien las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Cabe sefialar que hubo un
descenso del control con menores visitas de estudio mas alla de la semana 15. En la Figura 6B se representa la
media total de uso de insulina por grupo de tratamiento. El uso total de insulina fue estable para los grupos de
tratamiento desde el mes de inicio a los 9 meses del estudio y, a continuacién, se aumentd. El uso de insulina medio
para los grupos de dosis de 1 mg cay6 durante el periodo de dosificacion. El aumento global de uso de insulina
coincidié con un mayor HbA+.. En particular, a lo largo de la duracién de la dosificacion del farmaco de estudio, el
uso de insulina fue estable cuando se comparé con el valor basal en cada uno de los grupos de tratamiento, si bien
las diferencias no fueron estadisticamente significativas con respecto al placebo.

Estudios inmunolégicos

Enumeracion de linfocitos T CD8 especificos de antigeno durante la terapia. Se disefié un estudio inmunolégico
especificado previamente para cuantificar los cambios en los linfocitos T CD8 especificos de islote antes y después
del tratamiento con BHT-3021. Se tipificé a todos los pacientes para HLA. 64 pacientes tuvieron tipos HLA Clase |
para los que estaban disponibles multimeros. 21 de los 64 pacientes tuvieron un numero de células demasiado
escaso en el momento basal como para permitir una comparacién con el tiempo. No se recogieron las muestras de
dos de los pacientes. Por tanto, se evalud a un total de 41 de los 80 pacientes en el momento basal y al menos un
punto temporal tras el tratamiento. Se utilizd la técnica de punto cuantico (Qdot) combinatorio (27) para detectar
simultaneamente linfocitos T CD8" especificos para nueve antigenos derivados de célula beta diferentes y un cuadro
de epitopos virales, para medir las respuestas a antigenos no islote (27).

Los autores de la invencidon analizaron péptido C delta (estimulado) en relacién con los cambios en la
autorreactividad de islote CD8 con respecto al valor basal en pacientes tratados con el farmaco activo en
comparacion con el placebo para cada uno de los epitopos analizados y para HLA-A2, HLA-A3 y HLA-B7. A
continuacion se distinguio los epitopos presentes en la vacuna de ADN BHT (es decir, proinsulina, pero no el péptido
lider en PPI) de otros autoantigenos de islote (GAD, IA2, PPl secuencia lider, IAPP y IGRP). Finalmente, se
contabilizé un epitopo de insulina (ins B10-18), presente también en insulina inyectada, que se utilizé para terapia de
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reemplazo con insulina en todos los pacientes del estudio (22). Dado que se sabe que pueden desarrollarse
respuestas inmunes a insulina inyectada tras el inicio de la terapia con insulina, el reemplazo con insulina puede
actuar como cofundador en lo que respecta a los cambios inducidos por BHT-3021. Por lo tanto, las respuestas de
linfocitos T CD8 a este epitopo se separaron de los otros dos epitopos presentes en BHT-3021. Finalmente, no se
distinguié ningun cambio en la respuesta de linfocitos T (delta = 0) en los casos en los que no hubo ninguna
respuesta detectable en ningin momento de forma fiable, con respecto a los casos en los que las frecuencias fueron
las mismas en t=0 y t=15 semanas.

Cuando se comparo6 el cambio de frecuencia de linfocitos CD8 a proinsulina con la media del porcentaje de cambio
en el péptido C, se produjo una correlacién negativa para proinsulina, pero no para insulina ni otros antigenos de
célula beta, incluyendo preproinsulinas, I1A2, IGRP, GAD65 o pplAPP, (Fig. 4, p=0,006 para HLA-A3 Proinsulina,
tratado frente a placebo, aplicando un analisis de regresion lineal, n= 12 y n= 8 respectivamente; p>0,05 para todos
los demas epitopos). Estos resultados indican que BHT-3021 indujo reducciones especificas de antigeno en
linfocitos CD8 reactivos con proinsulina, pero no para otros antigenos y que la magnitud de la reduccién se
correlacioné inversamente con la mejora del péptido C.

El andlisis de las frecuencias de linfocitos T CD8 especificos de virus a lo largo del tiempo no presentdé ninguna
diferencia entre los sujetos tratados frente al placebo. Las frecuencias de CTL contra epitopos de vacuna aumento
significativamente en el placebo a lo largo del tiempo, en comparacién con los pacientes tratados (p=0,003 aplicando
una prueba de Mann Whitney de una cola la semana 15, (n= 16 para placebo y n= 30 para los tratados, véase Fig.
7A). Para los linfocitos T CD8 especificos de proinsulina HLA-A3, las diferencias entre el placebo y los tratados
fueron sobre todo pronunciadas en la semana 15, con un descenso de las diferencias una vez cesada la terapia (n=
8 para el placebo y n= 16 para los tratados p=0,0142 utilizando una prueba Mann Whitney en la semana 15, Fig.
7B).

Se distribuyeron uniformemente las ramificaciones de tratamiento en cuanto al criterio de la autorreactividad de islote
CD8 basal, descartando la posibilidad de que los cambios en la respuesta de linfocitos T a BHT-3021 a las 15
semanas se debiera a un desequilibrio selectivo observado en el momento 0 (Figura 8).

Analisis ELISPOT de produccion de citoquinas en linfocitos T CD4 especificos para insulina B9-23 y otros
antigenos de islotes de islote. Los autores de la invencion optaron por medir IFN-y e IL-10, ya que IFN-y es la
principal citoquina Th1 e IL-10 es una citoquina clave producida por linfocitos T reguladores. No hubo ningun cambio
sélido en las respuestas inmunes de IL-10 para ninguno de los epitopos de islote incluyendo los contenidos de BHT-
3021 asi como los no relacionados con BHT-3021 (Figura 9A) ni ningin cambio en las respuestas de IFN-y al
epitopo de insulina inmuno-dominante (Figura 9B), a las 15 semanas. No se dispuso de los suficientes datos para la
correlaciéon del analisis ELISPOT y el analisis de multimero CD8 para el mismo paciente en puntos temporales
emparejados.

Autoanticuerpos para antigenos pancreaticos. Se midieron los autoanticuerpos para antigenos pancreaticos en
el momento basal y en la semana 15 (3 semanas después del final de la administracién de BHT-3021) en todos los
sujetos para los que se dispuso de muestras. En general, hubo pocos cambios en el estado de anticuerpo en la
semana 15, de manera que los pacientes que fueron positivos en el momento basal para un anticuerpo especifico
mantuvieron el estado positivo en la semana 15 y, por el contrario, si fueron negativos en el momento basal,
permanecieron negativos en la semana 15 (Tabla S2). Hubo pocas excepciones, especificamente un solo paciente
con placebo que pasé de negativo a positivo para GAD65 y cuatro pacientes (2 activo y 2 placebo) pasaron de
negativo a positivo para anticuerpos de insulina (IA). Ninguno de los sujetos pasé de negativo a positivo para 1A2.

Dado que el ADN de plasmido BHT-3021 codifica la proteina proinsulina, los cambios de la respuesta inmune a
insulina revistieron un particular interés. Para determinar si el cambio del estado IA en estos 4 pacientes guardaba
una correlacion con cualquiera de los resultados clinicos, los cambios en el péptido C en la semana 5, la semana 15
y el mes 6 para los pacientes que pasaron de negativo a positivo para IA confirmaron que no hubo ningin cambio
consistente de péptido C que se correlacionara con la induccién de anticuerpos de insulina. Cabe destacar que el
sujeto con la mayor induccién de IA presento la mejor preservacion del péptido C a lo largo del tiempo. Se concluye
que la induccion de IA no guardd correlacion con el descenso precipitado y no deseable de péptido C en estos
pacientes.

Asimismo, se observé la mejora de la hemoglobina A1c (HgbA+c) en relacion con el placebo, cuando se agruparon
todas las dosis del farmaco frente al placebo y se llevé un seguimiento en el momento temporal de 11 semanas y se
compararon con el momento cero (la dosificaciéon fue durante 12 semanas). La hemoglobina A1c proporciona un
promedio del control de azucar en sangre a lo largo de un periodo de seis a 12 semanas. Hubo un descenso de
HgbA+c -0,22 % en comparacion con un aumento de 0,0045 % en placebo (Tabla 5).

Seguridad
Efectos adversos surgidos durante el tratamiento (TEAE). EI Comité de Vigilancia de Seguridad de Datos

determiné que no hubo ningun evento adverso relacionado con el tratamiento que aparentemente estuviera
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relacionado con el farmaco del estudio. En la Tabla 4 se muestra una descripcion detallada de todos los TEAE. El
resumen estadistico consisti6 en el niumero y porcentaje de pacientes para mediciones categéricas y medias,
medianas, desviaciones tipicas y valores minimos y maximos para mediciones continuas segun se calculé con la
version 9.1.3 del paquete de software estadistico SAS® para calcular todo el resumen de datos, el listado y los
graficos y el andlisis estadistico de los eventos adversos.

Se registraron TEAE para 12 (85,7 %) de los 14 pacientes tratados con 0,3 mg BHT-3021; 18 (100 %) de 18
pacientes tratados con 1,0 mg; 11 (78,6 %) de 14 pacientes tratados con 3,0 mg; 7 (87,5 %) de 8 pacientes tratados
con 6,0 mg; y 25 (96,2 %) de 26 pacientes tratados con BHT-placebo. Se registraron TEAE de grado 3 o superiores
para 4 (28,6 %) de 14 pacientes tratados con 1,0 mg BHT-3021; 2 (28,6 %) de 14 pacientes tratados con 3,0 mg; 3
(37,5 %) de 8 pacientes tratados con 6,0 mg; y 4 (15,4 %) de 26 pacientes tratados con BHT-placebo. En la Tabla 4
se resumen los diversos tipos de TEAE, no relacionados con el farmaco de estudio. Se registraron TEAE
considerados como posiblemente relacionados con el farmaco de estudio para 5 (35,7 %) de 14 pacientes tratados
con 0,3 mg BHT-3021; 6 (33,3 %) de 18 pacientes tratados con 1,0 mg; 6 (42,9 %) de 14 pacientes tratados con
3,0 mg; 4 (50,0 %) de 8 pacientes tratados con 6,0 mg; y 6 (23,1 %) de 26 pacientes tratados con BHT-placebo. La
mayoria de estos eventos fueron percibidos por el investigador como grado 1; algunos fueron eventos de grado 2.
Se registraron TEAE graves para 1 (7,1 %) de 14 pacientes tratados con 0,3 mg BHT-3021 para 1 (5,6 %) de 18
pacientes tratados con 1,0 mg y 4 (15,4 %) de 26 pacientes tratados con BHT-placebo; ninguno de estos eventos se
consider6é como relacionado con el farmaco de estudio.

Interrupciones. Se interrumpio el tratamiento con farmaco del estudio en dos pacientes tratados con 3,0 mg BHT-
3021 debido a TEAE cuya relacion con el farmaco de estudio no pudo ser aclarada con certeza por los
investigadores. Un paciente registré dolor de cabeza de grado 2 y un paciente desarrollé candidiasis vaginal de
grado 1. Una vez completada la prueba y revisados los datos en todos los pacientes, no se pudo asociar
estadisticamente estos eventos adversos en particular, ni ningun otro, con el farmaco de estudio. No hubo
fallecimientos en el estudio. Los autores de la invencion concluyen que BHT-3021 satisface el criterio de evaluacion
de seguridad principal, al no haberse sefialado ninguna toxicidad sustancial.

DISCUSION

No existe ninguna inmunoterapia aprobada para el tratamiento de DT1. El soporte de tratamiento es el reemplazo de
insulina, un avance vital descubierto hace méas de 90 afios. Hace mucho que se busca un agente terapéutico dirigido
a la patogénesis primaria de la enfermedad.

Una respuesta autoinmune principal en DT1 se dirige a insulina (7-3,5,6). En este estudio los autores de la invencién
han tratado de modular de manera especifica para antigeno la respuesta inmune adaptativa para proinsulina con
una vacuna de ADN obtenida por ingenieria genética que codifica proinsulina. La vacuna se obtiene por ingenieria
genética para reducir la inmunogenicidad de la proinsulina codificada sustituyendo motivos hexaméricos CpG, que
estimulan la respuesta inmune innata, por secuencias de nucleétido hexaméricas GpG conocidas por modular la
inmunidad innata (73). En el presente documento se demuestra que este enfoque modulé el péptido C, con un
aumento real en este marcador de la funcion de células beta durante el periodo de dosificacion en dos dosis.
Asimismo, se demostré que a medida que aumenta el péptido C se produce una supresion de linfocitos T CD8
reactivos con proinsulina, pero no existe ningun efecto en otras respuestas de linfocitos T especificos de antigeno.
Esto es una firme indicacidon de que ha tenido lugar la modulacion especifica de antigeno.

No hubo ningiin aumento de los eventos adversos o eventos adversos graves asociados con BHT-3021 (Tabla 4).
Esto es un resultado particularmente importante, ya que DT1 se suele observar en nifios y adultos jévenes en los
que se debe analizar en ultima instancia BHT-3021.

Los autores de la invencion han evaluado péptido C para determinar si esta vacuna podria causar una caida
precipitada no deseable del péptido C. Por el contrario, se observé una significativa mejora del péptido C durante el
periodo de dosificacion. La dosis de 1 mg fue sobre todo eficaz en comparacion con el placebo p<0,026 (Fig. 3). El
tratamiento con 1,0 y 3,0 de BHT-3021 condujo a niveles de péptido C que estuvieron por encima de los valores en
el momento de la seleccién en la semana 15. Por tanto, estos datos proporcionan pruebas de la preservacion del
péptido C durante el periodo de dosis, un efecto que se perdi6 cuando dejo de exponerse a los pacientes a la
vacuna codificante de antigeno. Este resultado es sorprendentemente inesperado, ya que la prueba no tenia la
capacidad para medir resultados de eficacia y porque se realizé la prueba en adultos con una duracién de la
enfermedad de 5 afios y una masa de células beta proporcionalmente mas baja y tal vez mas respuestas inmunes
en ultima etapa, que las observadas en los pacientes diabéticos de inicio reciente.

Se control6 perfectamente HgbA. durante la dosificacion del plasmido de ADN en comparacién con el placebo (Fig.
6A). La media de HbA. fue relativamente estable inicialmente a lo largo de 15 semanas de tratamiento con BHT-
3021, después aumentd en el mes 6 en todos los grupos. El uso de insulina parecio relativamente estable en general
cuando se comparé el momento basal en todos los grupos de tratamiento (Fig. 6B). Los datos de la semana 104 no
son estadisticamente significativos, N=3. Ni los datos de HbA+. ni los del uso de insulina fueron significativamente
diferentes con respecto al control en ninguna de las dosis.
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Los linfocitos T CD8 son criticos en la patogénesis de DT1 (71-3, 5, 6). Se valoraron los linfocitos T CD8 especificos
para proinsulina, otros antigenos de célula de islote y antigenos viales con multimeros de HLA clase 1, una
tecnologia que permite la enumeracién de la frecuencia de linfocitos T especificos de antigeno con citometria de
flujo (21,23). Los autores de la invencion demostraron la reduccion especifica de antigeno en linfocitos CD8
reactivos con proinsulina, pero no con otros antigenos, y que la magnitud de la reduccién se correlacionaba
inversamente con la mejora del péptido C (Fig. 4).

Se han detectado linfocitos T CD8 especificos para insulina en los islotes de pacientes con DT1 empleando los
mismos mondémeros HLA utilizados en los estudios de los autores de la invenciéon (7). La reduccion de la frecuencia
de dichos linfocitos T CD8 en este estudio se correlacioné con los aumentos de péptido C durante el periodo de
dosificacion (s1 4). Los autores de la invencion especulan que o bien los linfocitos T CD8 especificos de proinsulina
son suprimidos por apoptosis ya que reciben sefiales a través de sus receptores de linfocito T afines en ausencia de
sefiales co-estimuladoras proporcionadas por células presentadoras de antigeno, o bien son suprimidos activamente
por linfocitos T reguladores y secuestrados de los islotes pancreaticos y desde la circulacion periférica cuando se
trata de detectarlos.

Los tipos de HLA en particular y los epitopos utilizados en el analisis con multimeros son relevantes para la
patofisiologia de DET1. Un estudio reciente en el que se utilizan tetrdmeros en lugar de los multimeros de punto
cuantico empleados en el presente documento, pero con las mismas moléculas de HLA y epitopos de islote que los
utilizados en los presentes experimentos para BHT3021, detectd linfocitos T CD8 similares en la sangre periférica,
que se observan también en el pancreas inflamado del mismo paciente con DT1 (24). Por tanto, se sabe que estos
linfocitos T CD8 periféricos encontrados en la circulacion se localizan en los islotes inflamados (24). Otra
investigacion reciente revel6 que los linfocitos T CD8 clonados desde la sangre periférica y reactivos contra uno de
los epitopos del estudio de multimero utilizado en el presente documento fueron patégenos (25). Estos clones CD8
causaron insulitis y destruccion de célula beta cuando se inyectaron en ratones humanizados (HLA-A2
transgénicos), lo que demostro la diabetogenicidad de estos linfocitos T CD8 humanos autorreactivos de islotes de la
circulacion en particular detectados en el ensayo de los autores de la invencion en este ensayo clinico (25). Dichos
linfocitos T en investigacion en este ensayo clinico puede tener también una relevancia patogénica real para DT1
(24,25).

En conjunto, la preservacion del péptido C durante el periodo de dosificacion de BHT-3021 junto con los estudios
inmunoldgicos con los multimeros de MHC clase | indican que BHT-3021 induce modulacion especifica de antigeno
de la respuesta inmune a proinsulina, pero no otros antigenos. Una meta de la terapia perseguida desde hace
tiempo en las enfermedades autoinmunes esta dirigida a reducir o suprimir las respuestas autoinmunes no deseadas
que contribuyen a la patologia. Existen soélidas pruebas de que la inmunidad a insulina, un antigeno especifico de
célula beta primara, es uno de los aspectos fundamentales que subyace en la patofisiologia de DT1. Los resultados
de este ensayo de 12 semanas con un plasmido de ADN que codifica proinsulina obtenido por ingenieria genética
indican que hay una supresion de inmunidad especifica de antigeno para proinsulina durante el periodo de
dosificacion. Los ensayos mas prolongados con BHT-3021 estan garantizados, dada la reduccion de la inmunidad
para proinsulina y el perfil de seguridad favorable.

TABLAS
Tabla 1, Demografia caracteristicas en el momento basal (Poblacién ITT)

0,3 mg (n=14) | 1,0 mg (n=18) | 3,0 mg 6,0 mg Placebo

(n=14) (n=8) (n=26)

Edad media (afios) 29,6 31,5 31,8 27,6 29,3
Género
Masculino 9 (64,3 %) 10 (55,6 %) 6 (42,9 %) 7(87,5%) | 18 (69,2 %)
Femenino 5 (35,7 %) 8 (44,4 %) 8 (57,1 %) 1(12,5%) | 8 (30,8 %)
Raza
Caucasica 10 (71,4 %) 17 (94,4 %) 11 (78,6 %) 8 (100 %) 22 (84,6 %)
Asidtica 1(7,1%) 0 1(7,1%) 0 13,8 %)
Negra 0 1(5,6 %) 1(7,1 %) 0 1(3,8 %)
Hispanica 2 (14,3 %) 0 0 0 13,8 %)
Indio americano o nativo de 0 0 1(7,1 %) 0 0
Alaska
Otros 1(7,1%) 0 0 0 1(3,8%)
Tiempo medio desde el diagndstico | 14,0 59,7 36,9 32,2 41,1
(meses)
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Tabla 2: Incidencia de descenso repentino* de péptido C

Punto temporal 0,3 mg 1,0 mg 3,0 mg 6,0 mg | Activo agrupado | Placebo
(n=14) (n=15) (n=12) (n=8) (n=49) (n=23)

Mes 6

Descenso 275 %, n (%) 0 1(6,7%) | 0 0 1(2,0 %) 0

Mes 12

Descenso 275 %, n (%) 1(71%) | 1(6,7%) | 1(83%) 0 3 (6,1 %) 3 (13 %)

* Descenso 275 % en péptido C

Tabla 3. Cambio en estado de anticuerpo en la semana 15

Niveles de dosis GAD65' IAA?

(mg) NEG a POS NEG a POS

0,3 0/14 1/14 (Paciente 42-005)

1 0/15 0/15

3 0/13 1/13 (Paciente 42-003)

6 0/8 0/8

0 (placebo) 1/23 (42-004) 2/23 (Pacientes 31-007 y 42-004)

'GADG5- medido por RIA utilizando un valor indice de >0,032 como limite positivo
2]JAA — medido por RIA utilizando un valor indice de >0,01 como limite positivo

Tabla 4. Eventos adversos que surgen con el tratamiento por grupo de tratamiento (Poblacién ITT)

Clasificacion MedDRA por o6rganos y | 0,3 mg n=14 | 1,0 mg 3,0 mg 6,0 mg Placebo
sistemas n (%) n=18n (%) | n=14n (%) | n=8n (%) | n=26 n (%)
Pacientes con cualquier EA 12 (85,7 %) 18 (100 %) | 11 78,6 %) | 7(87,5%) | 25 (96,2 %)
Trastornos del sistema linfatico y | 1 (7,1 %) 3(21,4 %) 1 (3,8 %)
sanguineo

Trastornos cardiacos 1(125%) | 1(3,8%)
Trastornos de laberinto y el oido 1(7,1%)

Trastornos oculares 1(7,1%) 2(111%) 1171 %) 2 (7,7 %)
Trastornos gastrointestinales 2 (14,3 %) 6(33,3%) | 5@357%) | 1(125%) | 6(23,1%)
Trastornos generales y afecciones en el | 2 (14,3 %) 1(5,6 %) 1(7,1 %) 3(37,5%) | 1(3,8%)
sitio de la administracion

Trastornos del sistema inmune 1(7,1%) 4 (15,4 %)
Infecciones e infestaciones 10(71,4 %) 13(72,2%) | 9(64,3%) | 6(75,0%) | 13(50,0 %)
Lesiones, intoxicaciones y | 3(21,4 %) 3(16,7%) | 3(21,4%) | 2(25,0%) | 4 (15,4 %)
complicaciones de procedimientos

Trastornos metabdlicos y nutricionales 3(21,4 %) 2(11,1%) | 3(21,4%) | 3(37,5%) | 12(46,2%)
Trastornos musculoesqueléticos y del | 2 (14,3 %) 1(5,6 %) 4(28,6%) | 1(12,5%) | 3 (11,5%)
tejido conectivo

Trastornos del sistema nervioso 4 (28,6 %) 6(33,3%) | 5(357%) | 2(250%) | 8(30,8%)
Trastornos psiquiatricos 2 (14,3 %) 13,8 %)
Trastornos renales y urinarios 1(7,1%) 1(5,6 %)

Trastornos respiratorios, toracicos y del | 1 (7,1 %) 3(16,7%) | 4(28,6%) | 1(12,5%) | 8(30,8 %)
mediastino

Trastornos de la piel y del tejido | 3 (21,4 %) 4(22,2%) | 3(21,4%) | 2(25,0%) | 8 (30,8 %)
subcuténeo

Procedimientos quirurgicos y médicos 1(5,6 %) 13,8 %)
Trastornos metabdlicos y nutricionales 3(21,4 %) 2(11,1%) |1 3(21,4%) | 3(37,5%) | 12(46,2%)
Trastornos musculoesqueléticos y del | 2 (14,3 %) 1(5,6 %) 4(28,6%) | 1(12,5%) | 3 (11,5%)
tejido conectivo

Trastornos del sistema nervioso 4 (28,6 %) 6(33,3%) | 5(357%) | 2(250%) | 8(30,8%)
Trastornos psiquiatricos 2 (14,3 %) 13,8 %)
Trastornos renales y urinarios 1(7,1%) 1(5,6 %)

Trastornos respiratorios, toracicos y del | 1 (7,1 %) 3(16,7%) | 4(28,6%) | 1(12,5%) | 8(30,8 %)
mediastino

Trastornos de la piel y del tejido | 3 (21,4 %) 4(222%) | 3(21,4%) | 2(25,0%) | 8 (30,8 %)
subcuténeo

Procedimientos quirurgicos y médicos 1(5,6 %) 13,8 %)
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Tabla 5. Combinaciones de multimeros HLA-A2, A3 y B7 etiquetados con puntos cuanticos

Origen Especifico Especifico | Posicion/ Secuencia HLA Senal
de islote insulina proteina Restriccion
CMV No NA pp65 NLVPMVATV HLA-A2 Qdot 585 + 655
EBV No NA LMP2 CLGGLLTMV HLA-A2 Qdot 585 + 655
Sarampién | No NA H250 SMYRVFEVGV | HLA-A2 Qdot 585 + 655
HLA-A2 No NA 140-149 YAYDGKDYIA | HLA-A2 Qdot 585 + 605
Insulina Si Si B 10-18 HLVEALYLV HLA-A2 Qdot 605 + 655
PPI Si Si 15-24 ALWGPDPAAA | HLA-A2 Qdot 705 + 655
GAD65 Si No 114-123 VMNILLQYVV | HLA-A2 Qdot 800 + 655
IA-2 Si no 797-805 MVWESGCTV | HLA-A2 Qdot 705 + 605
IGRP Si no 265-273 VLFGLGFAI HLA-A2 Qdot 800 + 605
pplAPP Si no 5-13 KLQVFLIVL HLA-A2 Qdot 705 + 800
PPl76-84 Si Si 76-84 SLQPLALEG HLA-A3 Qdot 585 + 800
PPl79.85 Si Si 79-88 PLALEGSLQK | HLA-A3 Qdot 585 + 705
PPu.13 Si Si 4-13 WMRLLPLLAL | HLA-B7 Qdot 585 + Qdot
800 o
Qdot 655 + 705*

CMV, citomegalovirus; EBV, virus Epstein-Barr.
*: Dependiendo de la mezcla de cualquiera de los epitopos HLA-A3 o HLA-A2 combinados.

Tabla 6

TOL-3021 | Pagina 1 de 1

Tabla 14.2.43.3
Prueba T apareada para HbA1c (%) en el momento basal frente a semana 11 (Todas las dosis frente a
Placebo)
Poblacion ITT con péptido C basal > 33 pmoles/|

Dosis N | Media (LCL, UCL) Desviacion tipica | Error tipico | valort | DF | valorp
Todas las dosis | 50 | -0,2200 (-0,4708, 0,2429) | 0,8825 0,1248 -1,76 49 0,0842
Placebo 22 | (-0,2338, 0,2429) 0,5376 0,1146 0,04 21 0,9687
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SEQ ID NO:1 {BHT-3021)
GCTGOTTCGCGA TACGGGCCAGATATACGCEGTTGACATTGATTATTGACT TTATTAATAGTAAT '"‘AAT’I‘A\” :
GGEGETCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGOOTTACATAACTTACGGTARATAGCCCGCCTGGOTEACT
GCCCARCEACCCOCGOCOATTGACGTCANTARTGACG TATETTCOCATAGTAACGOCARTAGGGACTTT A"
ACGETOAAS ATTTACGGETAAACTGCCCACT TEGCAGTACATCAAGTGTATCATATECCAAGTACECC
CCCTATT! GACGGTARATEGCCCECCTGEUATTATGCC CAGTACATGACCTTATGAGACTTTC
PTEEORG, GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGETTTTCECAGTACATCARTGAGCATGE
HTAF‘CGGTTT"‘” CTCACGEGGATT T' (“AAP" CTCOCACCCCATTGACGTCAATGEGAGTTTGTTTTGECACCARAA
TCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGT CTT?GCCC,A¢ GACGECAAATGAGECEGTAGECETGTACGETGGGA
GOTCTATATAAG GAC”ILLpTGQFT’A TAGAGAACCCACTGUTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGAGACCCAAGCTGECTAGCGTAAGTATC? AGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGE
GOTTGTCCAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGT CTTACTGACATCOACTTTGCCTTTC
"""'TC ACAGGCTTAAGCTTATGGCCTTTCTGAACCAACACCTETGCEGECTCACACCTGGTGGAAGCTCTOTACCT
GTGTGOGEGEAACGAGGCTTOTTOTACACACCOAAGACCCGCCGAGAGECAGAGEACCTGCAG
Gu OTGGGECEREAGECCCTEETGCAGECAGC UTECAGCCCTTEGOC U TEEAGGEET CCCTGCAGAAGCETGGUAT
PETGEAACAATGCTGTACCAGCATCTACTCCCTCTACCAGCTAGAGAACTACTGCAACTACCTCCGAGTCTAGAGE
GOCCETTTAARCCOGCTEATCAGCCTCCACTGTECOTTCTAGTTGCCAGCCATOTG T T TTIGCCCOTCOCCCET
GOCTTCCTTOACCOTGEAAGETGCCACTCCCACTATCOTTTCCTAATARAATGAGCARAATTGCATCCCATTGTCT
AGGTGTCATTCTATTCTGEGCOATEGEGTEEGECAGGACAGCARGGEGHAGGATTGEGARGACAATAGCAG
GETEGECTCTATEGCTTOTACTGAGCEATTTTATGEACAGCAAGCGAACCCEAATTACCA
elsiielelelclolelsls “GV‘AAG”””QGGAAGCCC'uCA_ TR AACTGEATGGCTTTCTTGCGECCARGUATCTGE
TOGCGCACCACATCAAGC TCTGAT CAAGACACAGGATGAGEATGETTTCOCATGATTCAACAACATGGATTECAL
GCAGGTTCTCCGECAGLTTORGTCAAGAGECTATTCARCTATGACTARECACAACAGACAATCAECTGCTCTGAT
GOCGCOGTETTCAG CAGCACAGGEECECCCGETTCTTTT TG TCARGACOGACCTATCOGETGCCOTEART
GAACTGC WGACCA?H’AJCCCGIETFT”ﬁT( CTGECCACGACGAECETTCCTTECGCAGOTETECTOGAL
GTCACTGAAGCGOEAAGEEACTACCTACTATTGAGCEAAGTACCEAGCECACTA m”m"“”GTCATLPHAhOTTGﬁ”
COTGOCGAGAAAGTATCCATCATGGCTCGATGUAATGCGGCGECTECATACGCTTEATCCARCTACCTACCCATTC
GACCACCAAGCGAAACATCGECATCGA an“““ﬂGTACchGAfﬂ”AALﬂ“ﬁ*”“-WCTOOUTCAuuArﬂpTCLG
GACHAAGAGOATCAGGGEOTCACGOCAGCCGAACTETTCGOCAGGCTCAAGECGAGCATACCCGACEE
"CETGACC FCCGAR TCATGETEEAAAATGECAGCETTTTCOTEGATTCATCGEAL
TOTGGCCEGCTGEETETAGCCAACAGETAT CAGGACATAGCATTGACTACCCGTCATATTGCTCAAGAGCTTCRT
GECGAATEEGCTGACAGETTCCTCOTGUTTTACGGTATTGCAGCTCCCOATTCGCAGCGCATTECCTTCTATAGS
T TCTTGACGAGTTCTTCTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGATATTTTCTCCTTACGCATCTATAE
GGTATTTCACACCGUATCAGETEECACTTTTCOGACAAATETGCCCERARCCCOTATTTGTTTATTTTTCTARAT
CATTCAAATATCTATOCGCICATES AACCCTGATAANTGCTTCANTAATAGCACGTGECTAAN] Z&("l TCA
PTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGAT CCTTT T TGATAATCTCATGACCAARATCCCTTAACGTGAGTTTTC
GTTCCACTGAGCOTCAGACCCOGTAGAARAGATCARAGEATCTTCTTGAGAT COTTTTTTTOTGCGCETARTCTG
CTGOTTGCAAACAAARAAACCACCGOTACCAGCACTEATTTETTTECCGOATCARGAGO TACCAACTCTTTTTCC
GRAGGTARCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTTCTTCTAGTATAGCCETAGT TAGGCCACCACTT
CAAGARCTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGOT GECTGCTECCAGTAECEATAR
GTCETETCTTACCEEETTAGACTCARGACE  TAAGGCGCAGCGETCEGECTEARCGAGGEAT
GTGCACACAGCCCAGCTTAGAGCCARCGACCTACACCEAACTGAGATACCTACACCATAGAGCTATGAGAAAGCGT
CACGOTTCCCGARACAGAGARAGGCGEACACETATCCEATARGCGGCAGGATCGCARCAGGAGAGCGCACCAGGGA
GOTTOCAGGGGCAAACECCTCATATCTTTATAGTCCTATC \CTTGAGCETCGATTTTT
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REIVINDICACIONES
1. Un auto-vector que tiene una secuencia de acidos nucleicos idéntica en al menos un 95 % a SEQ ID NO: 1 (BHT-
3021) para su uso en la reduccion de la frecuencia de linfocitos T CD8 reactivos con proinsulina en un método para
el tratamiento o la prevencién de diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) en un sujeto.

2. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 1 que es SEQ ID NO: 1 (BHT-3021).

3. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 1, en donde el auto-vector forma una composiciéon que comprende
también un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 3, en donde la composicién esta desprovista de endotoxina.

5. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 3 o de la reivindicacion 4, en donde el vehiculo farmacéuticamente
aceptable comprende un adyuvante.

6. El auto-vector para el uso de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, en donde el auto-vector se administra
intramuscularmente.

7. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 1, en donde el sujeto tiene DMDI.

8. El auto-vector para el uso de la reivindicacion 1 en donde el método comprende detectar una reduccion de la
frecuencia de linfocitos T CD8 reactivos con proinsulina.
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