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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién presenta novedosos péptidos que funcionan in vivo para
estimular la liberacidn de insulina de las células beta pancredticas en forma
dependiente de la glucosa, Se ha demosirado que estos péplidos secretagogos de
insulina estimulan la liberacién de insulina en las células de islotes de ratas in vitro e in
vivo. Los péptidos de la presente invencién proporcionan una nueva terapia para
pacientes con secrecién de insulina disminuida, en especial diabéticos de tipo 2. En
especial, la invencién es un péptido seleccionado enire un grupo especlfico de
polipéptidos relacionados con VIP/PACAP, o equivalentes funcionales del mismo. La
invencién se refiere asimismo a un método para tratar una enfermedad metabdlica en
un mamifero que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de
Hﬂ los péplidos secretagogos de insulina a dichc mamifero. También se describen
métodos pora preparcr los péptidos, tanto recombinantes como sintéticos.
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Campo de fa Invencion
Esta invencién se relaciona con polipéptidos recientements identificados
y con sl uso de dichos polipéplidos pam fines terapéuticos. Mds

especificamente, los polipéplidos de la presente invencidn sirven para estimular
la liberacién de insulina de las células bata del pdncreas en forma dependients
de la glucosa, dando asi lugar a una opcidn de tratamiento pare los individuos
afactados con un desorden metabdlico tal como la diabetes o la tolerancia
detariorada a la glucosa, un estado prediabética,

Antacedentes de la Técnica Relacioneda

La diabetes se cemcleriza por o metabofismo de la plucosa
menoscabado, que s manifiesta, entre otras coaas, por un nivel de glucosa en
sangre elevado en el paciente diabético, Los defectos subyacentas llevan a una
clasificacién de la diabeles en dos grupos principales: la diabetes fipo |, o
diabetes meliitus insulinodependiante (IDDM) que surge cuando los pacientes
caracen de células beta productoras de insulina en sus gléndulas pancreéticas,
y diabetes mellitus tipo 2, o diabetes mellitus no insulinodependiente (NlbDM).
que se produce en pacientas con funcién deteriorada de Ias células beta y
alteraciones en la accién de 1a insulina.

Actuaimente los pacientss con diabetes tipo | son tratados con insufina,
an tanto que la mayoria de los pacientas disbéticos tipo 2 son tratados con
agenitss que estimulan la funcion de las células beta o con agentss que
intensifican la sensibilidad de los tejidos de los pacientes hacia la insulina, Con
el tempo, casi la mitad de los pacientes diabéticas tipo 2 pierden su respuesta
a estos agentes y luego deben recibir terapia insulinica. Los fdrmacos utilizados
en la actualidad para tratar la Diabetss tipo 2 incluysn:
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iphibidores de s glucosidesa (PRECOSE, VOGLUIBOSE y MIGLITOL

(denominaciones comerciales). Los inhibidores de Is glucosidasa reducen la
salida de la glucosa postprandial retardando la absorcion de la ghucosa del
intestino. Estos firmacos son seguroa y brindan tratamiento para sujetos
diabéticos leve a moderadaments afectados. Sin embargo, en la bibliografia se
han dado a efectos colaierales gastrointestinales,

Sensibilizadoes 8 la Insuline; Los sensibilizadores a la insulina son
férmacos que intensifican la respuesta del cuern e la insulina. Las
tiazolidinodionas tales como (REZULIN (danominacién comercial, troglitazona)
activa el recepior gamma de PPAR y modula la actividad de una serie de genes
que no hen sido descriptos en detalle. A pesar de ser eficaces, estos férmacos
han sido asociados con toxicidad hepéfica. A causa de Ia hepatotoxicidad,
REZULIN ha sido retirado del mercado.

Sacretaqogos de insulina: (las sulfonilureas y otros agentss que actian
por el canal del K' depandients de ATP. Las SFU constituyen la terapia
standard para los diabéticos de tipo 2 que tienen glucemia leve a moderada en
ayunas, Las SFU tienen limiaciones que incluyen un potencial de inducir
hipoglucemia, de aumento de peso y de altos indices da iraca.so primario y
secundario. De 10 a 20 % de los pacientss tratados inicialmente no llega a
demostrar un efecto significativo del tratamiento (fracaso primario). E! fracaso
secundario queda demastrado por una pérdida adicional de 20 — 30 % del
-efecto del tratamiento al cabo de seis meses tomando SFU. El tratamienta con
insulina es necesario en 50 % da los pacientss que responden a la SFU tras 5
~ 7 afcs de terapia (Scheen, AJ. y otros, Diabetes Res. Clin. Pract. 6: 533 —
543 (1989)).

GLUCOPHAGE (denominacién comercial, metformina HCI) es una

biguanida que reduce la glucosa en sangre disminuyendo la produccidn



hepética de glucosa e incrementando la absorcién y el aprovechamiento
periférico de glucosa. El fdrmaco es sficaz para reducir la glucosa en sangre en
sujetns jeve a moderadamente afectados y no tiene los efecios secundarios de
aumento de peso ni el potencial de inducir hipoglucemia. Sin embargo,
GLUCOPHAGE tiene un nimerc de efectos secundarios que incluyen
trastomos pastrointestinales y acidesis [dctica. GLUCOPHAGE estd
contraindicado en diabéticos de més de 70 afios de edad y en sujeins con
detarioro de la funcién renal o hepética. Por dGlimo, GLUCOPHAGE tisne los
mismos indices de fracaso primario y secundario que Jas SFU.

E! tratamiento con insulina se instituys una vaz que la dieta, el sjercicio y
las medicaciones orales han fallado en el control adecuado de la glucosa en
sangre.

A cauga de los problemas presentados por [os tratamientos actuales, se
necesitan nuevos tratamientos para retener la secracidn normal (dependiente
de |a glucosa) de insulina. Esas nuevas drogas deben fenar las siguienies
caracteristicas: son dependientes de la glucosa pare promover Ia secrecidon de
insulina, es decir, s6lo producen secrecidn de insulina en presencia ds un
elevado nivel de glucosa en sangre; tienen bajos indices de fracaso primario y
secundario y conservan la funcidn celular de los isiotes. La estrategia para
desarroliar la nieva terapia descripta en la presents se basa en el mecanismo
de sefialamienio de adenosina monofosfato ciclica (cAMP) y sus efectos sobre
la sacrecion de insulina.

La AMP ciclica es un regulador importante del proceso de sacrecidn de
insulina. La elevacién de esta molécula de sefialamiento promueve el cierre de
los canales de K+ tras la activacitn de {a ruta de la proteina cinasa A. El cierre
de los canalas de K+ provoca la despolarizacién celular y la postarior apartura

de lbos canales da Ca++, lo que a su vez conduce a la exocitosis de los



grinulos de inaulina. Se producen pocos, si algtin efecto sobre la secracifn de
insulina en ausencia de bajs concentraciones de glucosa (Weinhaus A, ¥
otros, Diabetes 47: 1426 — 1435 (1998)). Los secretagogos como el péptido
activador de Ia adenilato ciclasa de la pituitaria ("PACAP") y GLP-1 utilizan el

sistema cAMP para regular la secrecién de insulina en forma dependiente de
la glucasa (Komatsu M, y otros, Diabetes 46: 1928 — 1938 (1997)).

PACAP es un potente simulador de Iz secracién de insufina dependients
de ia glucosa por las células beta pancredticas. Se han descripto tres tipos de
receptores de PACAP diferentes (R1, R2 y R3) (Harmar, A y otros Pharmacaol.
Reviaws. 50: 265 - 370 (1998)). El PACAP no axhibe selectividades por los

receptores, ya qua tiena actividades y poterncias comparables en los tres
receptores. R1 est] sifiuado predominantemente en el SNC, en tanto que R2 y
R3 estin distribuidos con més amplitud. R2 estd situado en el SNC asi como el
higado, los pulmones y el intestino. R3 esté situedo en el SNC, el pdncreas, el
musculo esquelético, el corazén, el rif¥dn, el tejido adiposo, los testiculos y el
estdmago. El reciente trabajo esgrime que R3 es responsable de la secrecidn
de insulina por las células beta (Inegaki, N y otros, PNAS 91: 2679 - 2683,
(1994)). Esta accidn insulinotropica del PACAP es mediada por la proteina de
unién de GTP, Gs. La acumulacién de cAMP intracelular, activa & su vez los
canales de cationes no selactivos de las células beta que aumnentan el [Ca++] y
promueve la exociiosia de los grdnulos secretoras qua contienen [nsulira.
PACAP o3 sl miembro mds recienis de la superfamilia de las hormonas
peptidicas metabdlicas, neuroendocrinas y neurotransmisoras que ejercen su
accién a través de la ruta de transduccidn de sefales mediada por cAMP
(Arimura, Regul. Peptides 37: 287 — 303 (1992)). Los péptidos biolégicamente
activos son liberados por el precursor biosintético en dos formas molecuiares,
ya sea como péptido de 2B aminodcidos (PACAP-38) y/o como péptido de 27



aminodicidos (PACAP-27) con un tdmino carboxilo amidado (Aﬁl'l';ll‘!. ya
mancionado).

Las concentraciones mis eslevadas de ambas formas del péptido se
encuentran en el cerebro y en los testiculos (resefiado por Arimura, ya
mencionado). La forma més corta del péplido, PACAP-27, exhibe 68 % de
homologia estructural con el polipéptido intestinal vasoactiva (VIP). Sin
embargo, la distribucién de PACAP y VIP en el sistama narviaso cantral sugiere
Que esins péptidos estructuraiments relacionados tienen funciones
neurctrasmisoras diferenciadas (Koves y otros, Neuroendocrinology 54: 159 —
168 (1861)).

Los recientss estudios han demostrado diversos efectos biologicoe del
PACAP-38, desde un rol en la reproduccién (McArdie, Endocrinology 135: 815
~ 817 (1994)) a la capacidad de estimular la secrecidn de insulina (Yada y
otros, J. Biol.. Chem. 129: 1290 — 1293 (1894)).

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido de 28 aminodcidos
que fue aislado por primera vez del intestino delgado superior del cerdo (Said y
Mutt, Science 169: 1217 - 1218, 1970, patente de los Estados Unidos No.
3.879.371). Este péptido pertenece a una familia de pequefios polipéptidos
estruchiuraimente reiacionados e incluye ta helodermina, secrelina, las
somatostatinas y el glucagén. Los efectos bioldgicos del VIP son mediados por
la aclivaciin de kas proteinas receptoras unidas a la membrana que estén
acopladas con el sistema de seflalamiento de cAMP intracelular. Estos
receptores se conocian originalments como VIP-R1 y VIP-R2. Sin embargo,
mds tarde se encontrd que eran los mismos receptores que PACAP-32 y
PACAP-R3, E| VIP despliega actividades y potencias comparables en PACAP-
32y PACAP-R3,



A fin de mejorar la estabilidad del VIP an fluido pulmonar humano, ‘Bolin
y otros (Biopolymers 37: 57 - 66 (1995) prepamron una serie de variantes de
VIP destinadas a aumentar la inclinacidn helicoidal de este péptido y reducir Ia
degradacidn proteolitica. Se enfocaron sustituciones en las posiciones 17 y 25
- 28, que se consideraban sin importancia pam la unién a ios receplores. Més
aun, la secuencia 'CG:I" fue marcada sobre el témino C da las muteinas VIP
con la esperanza de formar casquete sobre la hélica con més efectividad. Por
Gitimo, para estabilizar la hélice de manera més efectiva, se sintatizaron varias
variantes ciclicas (patents de los Estados Unidos No. 5.677.419). Si bien estos
esfuerzos no estaban drigidos hacia la selectividad por los receptores,
produjeron dos andlogos (en la presents denominados R3PO y R3P4) que
tienen una selectividad superior a 100 veces la de PACAP-R3 {GCouriet y otros,
Peptides 18: 403 — 408, (1997); Xia y otros, J, Pharmacol, Exp, Ther. 281; 629
- 633 (1997)).

GLP-1 es liberado de la célula L intestinal después de una comida y
funciona como hormona incretina (es decir, potencia la libsracién de insulina
inducida por la glucosa de la célula beta dal pdncreas). Es un péptido_de 37
aminodcidos expresado de manera diferencial por el gen Glucagén,
dependiendo del tipo de tejido. Con GLP-1 se han recogido datos clinicos que
respaidan el efecto benéfico de elevar los niveles de cAMP en las células B.
Infusiones de GLP-1 en diabéticos tipe 2 mal controlados normalizaba sus
‘niveles de glucosa en sangre en ayunas (Gutniak, M y otros, New Eng. J. Med.
326: 1316 — 1322 (1992)) y con infusiones més prolongadas se mejpraba la
funcidn de las células beta hasta alcarzar los ds sujetos normales (Rachman, J
y otros, Digbetes 45: 1524 — 1530 (1996)). Un informe recienie ha demostrado
que GLP-1 mejora la capacidad de las célules p para responder a la glucosa en

sujetos con folerancia a la glucosa deferiorada (Byme y otros, Diabetes 48:



1259 - 1265 (1898)). Sin embargo, todos estos efectos son efimeros a causa
de la cora vida media del péptido. Recientsments, Novo Norndisk ha
inlerrumpido las pruebas clinicas con GLP-1. Este fracaso se debid, segin se
informa, a una vida media plasmética muy breve del péptido, de pocos minutos.

EXENDIN 4 (denominacién comercial). Amylin Pharmaceuticals estd
Hevando a cabo pruebas en Fase | con EXENDIN 4 (AC2993), un péptido de 39
aminodcidos kientificado originariamante en Gila Monster. Los estudios en
Fase |l han comenzado recientements. Amylin invoca resultados preclinicos
que exhiben una eficacia de 4 horas de duracion y eficacia en modelos
animales cuando se administra AC2883 por via subcutinea, oral y nasal. No
obstants, an dosis de 0,2 y 0,3 ug/kg, la incidencia de cefaleas, hipotensidn
postural, natseas y vimitos fue consiierable.

Existe la necesidad de un péplido meprado que tenga actividad
secretagoga de insulina dependienta de la glucosa del PACAP, GLP-1 o
EXENODIN 4, pero que tenga ‘menos efectos secundarios.

SINTESIS DE LA INVENCION

La invencidn presenta novedosos polipéptidos que funcionan in vivo
comao agonistas del receptor R3 de PACAP (en qdelante, denominado R3) y
que son eficaces en el ratemiento ge enfarmadades y tastornos qus pueden
ser mejorados por agentes con actividad agonista de R3. De preferencia, los
polipéptidos de & presente invencidn snn agonistas de R3 sefectivos, con
-mayor potancia en R3 que en R2 y R1. Por ejemplo, aunque no a manera de
limitacidn, estos polipéplidos astimulan la lIheracifn de insulina de las células
beta del pdncreas en forma dependiente de la giucosa y la posterior reduccion
de glucosa plasmdfica. Se ha demostrado que estos polipéptidos sacretagogos
de insulina estimulan la liberacién de insulina en las células de los isiotes de

ratas y humanas in vito e in vivo. A diferencia del PACAP-27, estos



polipéplidos secretagogos también reducen la glucosa sanguinsa en vivo mis
que el vehiculo control tras el desafio con glucosa.

Los polipéptidni de la prasente invencién aportan una mueva terapia
para paciantes con, por ejemplo, trastormos metabdlicos como los producidos
por la secrecidn enddgena disminuida de insulina, en especial diabéticos de
tipo 2, o para pacientes con tolerancia a la glucosa deteriorada, un estado
prediabético que tiene una leve altaracidn de Ia secrecién de insulina.

Especfficamente, un aspecto de la presents invencifn reside en n
polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en SEC. ID NOS: 11 a 14,
SEC. ID. NO: 18, SEC. ID. NOS: 21 a 26, SEC. ID. NOs 32 a 36, SEC. ID.
NOs: 40 a 53, SEC. ID. NO: SEC. iD. NOs: 57 a 61, SEC. ID. NOs; 63 a 99,
SEC. ID. NOs: 102 a 118, SEC. ID. NOs: 121 a 137, SEC. ID. NOs: 139 a 177,
SEC. ID. NOs: 178, 180, SEC. ID. NOs: 183 a 202, SEC. ID. NOS: 322a34t y
los fragmentos, derivados y varianies de los mismos, que demuestran por b
menos una funcién biolégica sustancialmente igual a la de los polipéptidos de
las SEC. ID NOs enumeradas (colectivamente, "polipéptidos de la presente
invencién®), incluyendo los equivalentas funcionales de los mismos. Una
realizacidn preferida de [a presente invencidn consiste en un polipéptido
selaccionado entra el grupo que consiste an SEC. ID. NOs; 12, 18, 21 - 26, 32
~ 35, 41, 43 - 53, €3, 66, 70 - 92,94 -89, 102 - 104, 107, 108, 112118, 121
— 137, 139, 140, 142 - 153, 156 — 174, 187, 322 a 314 y los fragmentos,
derivados y variantes de los mismos, que demuestran por lo menos una funcién
biolégica sustancialments igual a la de los polipéptidos de las SEC. ID NOs
enumeradas. Una realizacién mds preferida reside en un polipéptido
seleccionado entre el grupo que consiste en las SEC. ID. NOs: 18, 24, 25, 32,
33, 43 - 50, 52, 53, 70 - B7, 92, 98, 99, 104, 107, 112 - 114, 129 — 131, 137,
140, 144, 147 - 151, 156 - 158 y 161 - 173, 323, 324, 326, 327, 335, 3386, 341



y los fragmentos, derivados y variantes da los .mismus. que demuestran por b
menos una funcién bioldgica sustanciaiments igual a la de los polipéptidos de
las SEC. ID NOs enumeradas. Una realizacidn muy preferida de la presente
invencidn es un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en las
SEC. ID. NOs: 18, 32, 43, 45, 47, 50, 52, 71, 72, 83, 86 y 87 y los fragmenitos,
derivados y variantes de los mismos, que demuestran porio menos una funcién
biolégica sustanciaiments igual a la de los polipéptidos de las SEC. ID NOs
snumeradas.

Otra realizacion de la presente invancidn es un polinuciedtido que
codifica para los polipéptidos de la prasente invencién y los consiguients
vectores y céiulas hudsped que expresan en forma recombinents los
polipéptidos de la presents invencidn. Estas secuencias polinuclectidicas
incluyen [as identificadas como SEC. ID. NOs: 204, 207 — 211, 214 - 230 y 232
— 321. Los polinucledtidos preferidos inciuyen los identificados como SEC. ID.
NOs: 204, 207 — 209, 215, 217 — 230, 232 — 234, 237, 239, 242 — 268, 270 -
281 y 284 — 321. Los polnucledtidos mds praferidos incluyen los identificados
como SEC. ID. NOs: 207, 218 — 2224, 226 — 230, 234, 237, 242 - 244, 258 -
260, 266, 268, 272, 275 — 279, 28B4 — 287, 289 — 301, asi como 303, 304, 306,
307, 318 y 321. Los polinucledtidos muy praferidos incluyen los identificados
como SEC. ID. NOs: 217, 221 y 226.

También se presentan anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se
unen salectivamente a los polipdptidos de [a presents invencidn. Dichos
anticuerpos son dtiles para detectar los polipdptidos da la prasents invencién, y
los puede identificar y preparar por procedimisnios muy conocidos en la
téenica, incluysndo los andlogos al descripto méds adelante en el Ejemplo 17.

La invencién se refiere asimismo a un método para tratar la diabetes yfu
ofras dolencias y trastomos afectados por los polipéptidos de la presente

.40
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invencidn, preferentements afectados por la funcidn agonislla del R3 de los
polipéptidos de la presents invencién en un mamifero, método que incluys la
administracién a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente efectiva de
cuaiquiera de los polipéptidos de I3 presents invencidn o cualquier polipéptido
activo en R3 como los de SEC. ID. NO: 5y8,

También se describen métodos para preparar los polipéptidos de Ia
presents invencidn, tanto recombinantes como sintiticos.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 ilusira sacvencias de aminodcidos de polipéptidos de SEC.
ID. NO: 11 a 14 inclusive, SEC. ID. NO: 18, SEC. ID. NOs: 21 e 26, SEC. I1D.
NO: SEC. iD. NOs 32 a 36, SEC. ID. NOs: 40 a 53, SEC. ID. NOs 57 a 61,
SEC. ID. NOs 63 a 99, SEC. ID. NOs: 102 a 119, SEC. ID. NOs: 121 a 137,
SEC. ID. NOs: 139 a 177, SEC. 1D. NOs: 179, 180, SEC. ID. NOs: 183 a 202, y
SEC. ID. NOs: 322 a 341, que constituyen los polipéptidos reivindicados.

La Figura es una alineacion de secuencias de mutantes de VIP y
polipéptidos nativos de VIP, PACAP38, GLP-1, EXENDIN-4 y ejpmplos de los
polipdptidos selectivos de R3. Los residuos conservados estdn en negrita y
sombreados en gris oscuro, en tanto que fos cambios conservadores estin
sombreados en gris claro.

La Figura es un mapa de restriccién de un pldsmido tipico que contiene
la fusion GST-péptido.

Las Figuras 4A — 4B son gréficos que ilustran los efeclos de GLP-1 o
R3P3 sobye la liberacidn de insulina de los islotes de rata in vitro.

La Figura 5 es un grifico que ilustra el efecto del péptido R3P3 sobre la

eliminacidn de la glucosa.
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La Figura € es un griifico de bamas que ilustra el sfacto de PACAP y los
polipdplidos relacionados sobre el contenido de agus intestinel de ratones
Balb/C.

La Figura 7 es un grédfico de bamas que demuestra que una dosis de 1
nmol/kg de R3P3, R3P12, R3P13 o GLP-1 aumentan la eliminacién de giucosa
en b rata por la via subcutdnea de administracion,

La Figura 8 ilustra las secuencias polinuciectidicas SEC. ID, NOs; 54 a
56 y 203 a 301, que codifican para los polipéptidos de la presente invencion.

Las primeros 6 nucledtidos ;epresenhn el sitic de reconocimiento de &a
enzima de restriccién Bam Hi seguido por los siguientas 12 nucledtidos que
codifican el sitio de reconocimiento del Factor Xa “IEGR". Los ditimos 6
nucledtidos representan el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccidn
Xne | o Eco RI pracedido por los 6 nucledlidos que codifican los dos codones
de terminacién. Los nucledtidos entre el sitio del Factor Xa y los codones de
terminacidn codifican la secuencia de aminodcidos del comespondisnte
polipaptido. Los nucledtidos situados entre los dos sitios de restricciones son
clonados en los sitios de restriccién comespondientes dsl vector pGEX-6P.1
(Amersham Pharmacia Biotech.) Las SEC. ID. NOs: estin indicadas entre
paréntesis.

La Figura 9 ilustra el efecto de PACAP-27, VIP y los agonistas selectivos
del receptor sobre |a frecuencia cardiaca en pamos concientes (ver Ejemplo
18).

La Figura 10 jlustra la deteccién de R3P66 por anticuerpos policionales
producidos en conejps inmunizados con la secusncia C-terminal de R3P66 (Ac-
CRK1VAAKKYLQSIKNKRY-COOH) empleando ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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Esta invencidn presenta novadosas polipdptidos, asi como fragmentos,
derivados y variantes de los mismos, que demuestran por lo menos una funcién
biolégica sustancialmente igual a la da los polipéptidos de la Fig. 1 {colectiva
ments denominados polipéptidos de la presente invencién). Los polipéptidos de
la presents invencién funcionan in vivo como agonistes de R3 o, por ofro lado,
en la prevencién ybo tratamiento de enfermedadeas o trastomps tales coma
diabetes, asma, hipartensin, problemas masculinos para la reproduccidn,
incluyerdo la motilidad del esperma humano, enfermedades caridiovasculares,
dlceras y demds trastornaos identificados en la presenie o que, da lo contrario,
funcionan de acuerdo con lo descripto més adelants. De prefersncia, los
polipdptidos de la presents invencién estimulan la liberacién de insulina de las
células beta pancredticas en forma dependiente da la glucosa.

Los polipéplidos de la presente invencidn son agonistas de R3. De
praferancia, son agonistas de R3 sslectivos, con por 1o menos una selacti;fidad
de 10 veces por R3 con resp'edo a R2 ylo R1. Mas preferentemente, son
agonistas de R3 con al menos una seleclividad de 100 vecas por R3 con
respecto a R2 y/o R1. Muy preferentemente, simulan la liberacidén de insulina
en el plasma de modo dependiente de la glucasa sin inducir estasis o aumentar
ol nivel de glucosa en plasma que as contraproducenie para ol iratarmiento, por
ejemplo, de la diabetes tipo 2. Ademds, es praferible que los polipéptidos de la
prasente invencidn sean agonistas seleclivos del receptor R3, para pravocar
asl, por eamplo, un aumento de la liberacién de insulina en el plasma, y al
mismo liempo siendo sslectivos conta otros recepiores responsables de
efecios secundarios adversos o peligmsos como retencion de agua
gastrointestinal y/o efectos cardiovasculares adversos tales como frecusncia
cardiaca aumenteda. Ulttmamente se ha descubierto que la sacrecién de

insutina mediada por R3 no provoca hipoghicemia; la activacién de R2 conduce
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a la liberacién de glucosa en plasma, lo qua as contraproducente pera la
diabetes del tipo 2, y retencibn de agua gastrointestinal y la activaciin de R1
llava a efectos cardiovasculares como frecuencia cardiaca sumentada.

Los polipéptidos de la presente invencidn aportan una nuava terapia con
secrecidn de insulina ernddgena disminuida o tolerancia a la glucosa
deteriorada, en especial con diabetes tipo 2.

A. Explicacién

PACAP, VIP, GLP-1 y EXENDIN-4 son polipéplidos capaces de
estimular la- Ibaracidn de insulina en forma dependiente de la glucosa. Sin
embargo, este hacho por si solo no garantiza la reduccién de la glucosa in vivo,
Dado que se saba que PACAP se une a los receptores PACAP-R1,-R2 y-R3,
y que se saba que VIP se une 2 los receptores PACAP-R2 y -R3, se pensd
que podrian tener caracteristicas estructurales simileres. La alineacifn por
apilamiento expuasta a continuacién demuesira las relacionss estructurales

primarias;

vIP 1 HSDAVFTDNY TRLRKQMAVK RYLNSILN-NH, 28 '

PACAP38 1 HSDGIFTDSY SRYRKOMAVK KYLAAVLG
‘ KR YKQRV|
CE-E‘LP ;' 1 HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR-NH, FNKNHa :g
endin4 1 HOEGTFTSDL SKOMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPS-NH, 39

{donde sa pueden encontrar [as abreviaturas de una sola letra para los
aminodcides en Zubay, Biochemistry 2a. Edic. 1988, MacMillan Publishing,
Nueva York, pig. 33) y se las define mas adelante. Los polipéptidos de Ia
presente invencion (Fig. 1) est&n muy estrechaments relacionados con VIP en
términos de su estruciura primaria, cén la excepeidn de SEC., ID. NO: 57 — 81,
&6 - 99 y 176, 177, 17.9‘ 180, 183 — 202, que estién estrechamente

relacionados con PACAP,

» 13

DN -

1Y



14

Los inventores de la presente han creado un nuevo polipéptido que es
un agonista de R3, prefsrentements un agonista selectivo de R3 y/o que exhibe
un efecto secretagogo selectivo de insulina dependienie da Iz glucosa donde la
activacidn selectiva del receptor PACAP R3 lleva por cierto a una ruta
dependienta de la glucosa a la secrecién de insulina por las células beta del
pancreas, con la concomitante reduccitn de la glucosa in vivo. En vista de ello,
estudiaron en primer lugar las estructuras de PACAP-27 y VIP en un esfuerzo
por determinar los residuos més probeblemente responsables de la salectividad
por el receptor. Se sabe que PACAP y VIP no reducen la glucosa in vivo sino
que, por al contrario, estimulan la libaracidbn de glucosa del higado. Se ha
damostrado que la activacidin de R2 aumenta los niveles plasmiéticos de
glucosa in vivo, Antes, tanto PACAP como VIP habian sido sometidos
exiansaments a mutagénesis por diversas mzonas. Por ejemplo, las deleciones
en serie de PACAP27 y PACAP 38 de ambos extremos confirnaron la
importancia de ambos términos para Ia unién a los receptores (Gourlet y otros,
Eur, J, Phamm. 287, 7 - 11 {1995); Gourlet y otros, Regul Peptides 62: 125 —
130 {1996)). Las actividades de unidn a la membrana de cerebros de rata y de
adenilato ciclasa de las muteinas hibridas PACAP27MIP implicaron la
importancia de los residuos N-terminales de PACAP para sl reconocimiento de
PACAP-R1 (Ando y otros, Biomed. Peot Proteins Nucleic Acids 2: 41 — 46
(1996)). El aumento de la basicidad de Leu'”-PACAP27 y Leu"-VIP por media
de la preparécion de las mutaciones K15R, K20R y K21R y la extensién del
término C con la secuencia "GKR" dieron origen a un aumento de la duracién
de la aclividad relajante de la traquea del conejilic de Indias debida, segun se
sugiere, a [a proteccidn de la unién de heparina (Kashimoto y otros, Ann NY
Acad. Sci. B0O5: 505 — 510 (1996)). Gourlet y otros (Biochim. biophys Acta 1314;
267 - 273 (1996)) demostraron que la muteina Q16R de VIP y PACAP poseia
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mayores afinidades que sus polipéptidos nativas respectivos por PACAP-R2 Y
R1 respectivamants. Gourlet y otros (Paptides 18: 1539 — 1545, (1987))
desarrollaron un agonista de alta afinidad salectivo de R2 preparando e péptido
quimérico sustituido [K15, R16, L27) VIP(1-7)/GRF(8-27). La acilacién N-
terminal y la sustitucibn D-Phe2 de este agonisla selectivo dio oﬁdan aun
potents antagonista selectivo de R2 (Gourlet y otros (Peptides 18: 1555 — 1560,
(1987)). Las muteinas de VIP Y22L y Y22A, pero no Y22F, exhiben menor
afinidad por PACAP-R3, kb que sugiere la importancia de un grupc aromético
en la posicion 22 para la unidn al recepior R3, pero no para la unién al receptor
R2 (Gourlet, Eur, J, Biochem 348: 95 — 89 (1998)). Helodermina y helospectina,
péptidos tipo VIP aislados de| veneno de las gldndulas salivales de lagartijas
exhiben una selectividad por PACAP R3 de ~"R3 (Gourlet, Ann. NY Aced. Sci
BBE5: 247 — 252 (1998)). El marcajpp de fotoafinidad de PACAP27 por el
reemplazo de F6 y Y22 con p-benzoil-L-fanilalanina (pBz) o K15, K20 y K21
con pBz; sugirio que K15 y F22 estén mas cerca de PACAP-R1 que F6, K20 y
K21 (Cao y otros, Eur. J. Biochem 244: 400 - 406, (1997); Cao y otros, Ann NY
Acad. Sci. 865; 82 - 91 (1998)).

Los inventores de [a presenta han encontrado varios polipéptidos que
provocan la estimulacidn de la liberacién de insulina en forma dependiente de
la glucosa y provocan 2 reduccidn de la glucosa in vivo. Esos -polipéptidos

tienen cierta similitud con VIP y PACAP. En especial, un alineaciin apilada

-ilustra lo siguiente

SEC.

—lR NQ

vIP 1 HSDAVFTDNY TRLRKOMAVK KYLNSILN-NH; 28 1
PACAP3S 1 HSDGIFTDSY SRYRKOMAVK KYLAAVLGKR YKQRVKNK-NH; 38 2
R3P1 AC-HIDAVFTENY TKLRKOLAAK KYLNDLKKGG T-Nig 31 &
R3P3 1 HSDAVFTENY TKLRKQLAAK KYLNDLKXGG T 31 8
R3P12 1 HSDAVFTDNY TRLRKOLAAK KYLNDIXKGO T 31 15
R3IP13 1 HSDAVFTDNY TRLRKQLAAK KYLNDIKK-Nris 28 15
R3Pas 1 HSDAVFTDNY TRLRKDLAAK KYLNDIKKXR Y 3 32
R3P&s 1 HSDAVFTDNY TRLRKOVAAK KYLOSIKNKR Y £ ] 2
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Sin embargo, no hay indicacidn en Ia literatura cientifica ni de patentes
que sugiera que las modificaciones salech;s a las secuencias VIP y PACAP
den arigen a un polipéptido con capacidad de estimular ka secrecion de insulina
on forma dependienta de [a glucosa y reducen ke concentracion de glucosa en
plasma.

A continuacidn se definen ciertos tdrminos empleados en toda esta
memoria descriptiva, y otros se definen a medida que aparecen. La abreviatura
de una sola letm para un dsterminado aminodcido, su correspordierte
aminodcido y la abreviatura de tres latras son las siguientes: A, alanina (ala); C,
cisteina (cys); D, dcido aspdrtico (asp), E, 4cido glutdmico (glu); F, fenilalanina
(phe); G, glicina (gly); H, histidina (his); |, isolsucina (ile); K, lisina (Lys); L,
leucina (leu); M, metionina (met); N, asparagina (asn); P, prolina {pro); Q,
giutamina (gin); R, arginna (arg); S, serina (ser); T, traonina (thr), V, valina
(val), W, triptSfano {trp); Y, tirosina (tyr), '

El término * polinucledtido que codifica un polipéplido® abarca un
polinuciedtido que incluye sdlo una secuencia codificadora para el polipéptido,
as{ como un poliru-cledtidu que incluye otras secuencias codificadoras v/o no
codificadoras. La prasente invencién se relaciona asimismo con polinucledtidos
que se hibridan a las secuencias antes descriptes si hay por lo menos
aproximadamente 70 %, preferentemente por lo menos aproximadamente 80 %
y mis preferentements por lo menos aproximadamente 95 % de identidad
antre las secuencias. La presente invencién se refiere especialmente a
polinucledtidos que codifican polipéptidos que se hibridan en condiciones
restrictivas a los polinucledtidos antes descriptos. En la presente se utiiiza el
Wrmino “condiciones restricivas® para indicar “condiciones de hbridacion
restrictivas”. De preferencia, la hibridacion se produce sélo si hay por lo menos
aproximadamente S0 % y prefereniemente por lo menos aproximadamente 55
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% a 87 % de identidad entre las secuencias. Los polinucledtidos que se
hibridan a los polinucledtides antes descriptos en una realizacién preferida
codifican polipéptidos que retienen sustanciaimente la misma funcion o
aclividad bioldgica qus el polipéptido maduro codificado por los ADNc.

Cada una de |as axpresiones "equivalente funcional y “sustancieimenta
la misma funcidn o actividad biologica” significa que el grado de actividad
biolégica que estd dentro de aproximadaments 30 % a 100 % o més de dicha
actividad bioldgice demostrada por el polipdptido con el cual se lo estd
compamando, cuando se determina la actividad bioldgica de cada polipéptido
por el mismo procadimiento. Por sjampio, e! polipéptido que as funcionaimente
equivalents a un polipéptido de la Fig. 1 es aquél qua, al ser analizado en el
ensayo de proximidad de centelleo de AMP ciclico del Ejemplo Especifico 16,
demuestira acumulacién de cAMP en la linea celular CHO que expresa el
recaptor de PACAPVIP R2 (PACAP R3).

Un polipéptido da la presente invencidn que es agonista de R3 es aquél
que demuesira aproximadamenia 30 % - 100 % o mfs da mdxima actividad
agonista de PACAP-27 R3 al ser analizado segun »l protocolo del Eemplo 16.
Los polipéptidos preferidos de la presents invencidn que son agonistas
sajectivos de R3 con prafergncia sabra los ecepiores de PACAP R2 y R1 son
los polipéptidos que demuastran la relacién de actividad agonista de R3 contra
actividad de R2 de aproximadamente 10:1 o mds y, mas preferentemente, de
-aproximadaments 100:1 o mis y/o demusstra la relacidn de actividad agonista
de R3 a actividad del receptor R1 de aproximadamenis 10:1 o més y, mds
preferentemente, de aproximadamente 100:1 o mds al analizar el polipéptido
segun el protocolo del Ejemplo 16, utiizando células que expresen los

receptores apropiados.
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“Condiciones reslrictivas de hibridacidn® se refiere a una incubacion
durante la noche de jos dos trozos de polinucledtidos a hibridar, @ 42°C en una
sohuxcion que contiens 50 % de formamida, 5x SSC (750 mM de NaCl, 75 mM
da citralo da sodip), 50 mM de fosfalo de sodio (pH 7.6), 5x solucion de
Denhardt, 10 % de sulfato de dextrano y 20 ug/m! de ADN de esperma de
salmén purificado y desnaturalizado, seguido por lavado de los filtros en 0,1x
S$SC a aproximadamentes 65°C.

Los términos “freagmento®, "derivado” y "variante”, con referencia a los
polipéptidos.de la Fig. 1, significan fragmentos, derivados y variantes de los
polipéptidos que retienen sustancialments la misma funcidn o activided
biolégica qus dichos polipptidos, de acusrdo con lo descripto mdis
detallademente méds adelante,

Un andiogo incluye un polipptido que incluyen en su inierior la
secuencia de eminoécidos del polipdptido de la presents invencién. El
polipéptido activo de la presente invencidn puede ser escindido de los otros
aminodcidos que completan la molécula propolipeptidica mediante procesos
naturalas, in vivo, o por procedimientos muy conocidos en la técnica tales como
por escision enzimdtica o quimica. Por ejemplo, el péptido nativo de 28
aminoéicidos VIP.es expresado naturaimente como un polipéptido mucho
mayor que luego es procesado in vivo para liberar el péptido maduro activo de
28 aminoécidos.

Un fragmento es una porcidn del polipéptido que retiene actividad
funcional sustanciaiments similar, como se demuestra en los modelos in vivo
descriptos més adelante en la presente

Un derivado incluye todas |as modificaciones del polipéptido, que
sustancialments conserva las funciones descriptas en la presente e incluye una

estructura adicional con la funcién consiguiente, por ejemplo polipéptidos
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PEGilados que tienen una vida media mucho mayor, polipéptidos de fusidn que
confieren espacificidad por el target o una actividad adicional tal como toxicidad
para un larget pretendido, de acuerdo con lo descripio més adelante.

Los polipéptidos de la presente invercidn pusden ser polipdptidas
recombinantes, polipéptidos naturales purificados o polipéptidos sintéticos.

El fragmento, derivado o variante de los polipéptidos de ia pressnte
invencidn puede ser (i) aquél en el cual uno o mas de Ibs residuos aminoécidos
son sustituidos con un residuo eminoécido conservado o no conservado
(preferentemente un residuo aminoicido conservado) y dicho residuo
aminodcido sustituido puede ¢ no ser un aminodcido codificado por el cidigo
genético o (ii) aquél en el cual uno o més de los residuos eaminodcidos incluyen
un grupo sustituyente o (i) aquél en el cual el polipéptido maduro estd
fusionado con otro compuesto, como por ejempio un compuesto para aumentar
la vida madia dal polipéptido {por ejpmplo, polietilenglicol) o (iv) aquél en el cual
los amincécidos edicionalas estén fusionados al polipéptido maduro, como por
ejemplo una secuancia guia o secreforia 0 una secuencia empleada para la
purificacidn del polipéptido maduro 0 una secuencia polipeptidica o (v) aquél
en el cual la secuencia polipeptidica estd fusionada con un polipéptido de
mayor tamafio, es decir, una albdmina humana, un anticuerpo o Fe, pera
aumentar [a duracidn de! efecto. Tales fragmentos, derivados y variantes y
andiogos se consideran dentro del alcance de los expertos en la tienica,
teniendo en consideracidn las indicaciones de la presente.

De preferencia, los derivados de [e prasenis invencion contienen
sustituciones conservadoras de aminodcidos (como se definen mds adelante
en forma més detallada) realizadas en uno o més residuos aminoécidoa
previstos, preferantemente no esenciales. Un residuo aminodcido *no esencial”

es un residuo que puede ser modificado con respecio a la secuencia salvaje
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da una proteina sin alterar la actividad biologica, ean tanto que un residuo
aminodcido "esencial” es necasario para la actividad bioldgica. Una "sustitucién
conservadora de aminodcidos” es aquélla en la cual el residuo aminodcido es
reemplazado por un residuo aminoécido con similar cadena lateral. Las familias
de residuos aminodcidos con cadenas latarales similares han sido definidas en
la tbcnica. Estas familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales bdsicas
(por ejamplo, lisina, arginina, histiding), cadenas laterales &cidas (por ejemplo,
dcido aspdrtico, dcido glutimico), cadenas iaterales polares sin carga (por
ejomplo glicina, asparagina glutamina, serina, treonina, tirosine, cisieina),
cadenas laterales no polares (por epmplo alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptdfano), cadenas laterales bota ramificadas
{por eiemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromdticas {por
ejemplo tirosina, fenilalanina, triptdfano, histidina). Las sustituciones no
conservadoras se lievarfan a cabo para residuos aminodcidos conservados o
para residuos aminodcidos que residen dentro da un dominio proteico
conservado, como por ejempio los residuos 19 y 27, donde tales residuos son
esenciales pama la actividad proteica como |a ectividad d@ R3 yo |a
selectividad por R3. Los fragmentos o porciones bioldgicamente activos
incluyen fragmentos polipeptidicos adecuados para usar como medicamento,
para generar anticuerpos, como reactivo de investigacién y similares. Los
fragmentos incluyen péptidos que comprenden secuencias de aminodcidos
-suficientemante similares o derivadas de las secuancias de aminodciios de un
polipéptido de la presente invencion y que axhiben por 1o menos una actividad
de ese polipéptido, aunque incluyen menos aminodcides que los polipéptido de
longitud total descripios en la presents. Tipicamente, las parciones
bioidgicaments activas comprenden un dominio o motivo con al menos una
actividad de! polipéptido. Una porcién bioldgicamente acliva de un polipéptido
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puede ser un péplido que tene una longitud, por ejemplo, de 5 o mds
aminodcidos. Tales porciones bioldgicamente activas se pueden preparar por
técnicas de sintesis o recombinantes y pueden ser evaluades en cuanto a una
o mds de las actividadas funcionales de un polipéptido de la presente invencién
por medios deacripios en la prasente o muy conocidos en la ticnica.

Mis aun, los derivados preferidos de la presente invencion incluyen
polipéptidos maduros que se han fusionado con otro compuesto, como un
compuesto para aumentar la vida media del polipéptido v/o para reducir la
inmunogenicidad potencial del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol "PEG").
En el caso de la PEGilacidn, la fusidn del polipéplidc a PEG se puede lograr
por cualquier medio conocido por los experios en [a técnica. Por ejemplo, se
puede obtener la PEGilacién introduciendo en primer lugar una mutacidén de
cistaina an al polipéptido, seguida por la derivacién de ‘sitio especifico con
PEG- maleimida. La cisielna puede ser agregada al término C de ios péptidos
(ver, por ejemplio, Tsutsumi y c;trus. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2000 Jul 18,
97(15): 8548 - 53).

Las variantes de los polipéptidos de la presente invencifin incluyen

polipéptidos con una sustitucion de aminodcidos suficiantemente similar a la
secuencia de aminodcidos de las SEC. ID. NOS. de Ia Fig. 1 o un dominio de
las mismas. El tSmino “"suficientemente similar® significa una primera
secuencia aminoacidica que contiene un numero suficiente o minimo de
residuos aminoécidos idénticos o equivalentes con respecto a una segunda
secuencia de amincdcidos de tal manera que ia primera y segunda secuencias
de aminodcidos tengan un dominio estructural comin yfo actividad funcional
comun. Por ejemplo, las secuancias de aminodcidos que contienen un dominio
estructural comin que es por o menos aproximadamente 45 %,

preferentemente aproximadamente 75 % a 98 % idéntico se definen en la
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presente como suficientements similares. De preferencia, las variantes son
suficieements similares a la secuencia de aminodcidos de los polipéptidos
preferidos de la presenits invencion. Las variantes incluyen variantes de
polipéptidos, codificados por un polinucledtido que se hibrida con un
polinuciedtido de la presente invenciSn o un componente del mismo en
condiciones resfrictivas. Dichas variantes retienen generalmente la actividad
funcionadle los polipéptidos de la presents invencion. Se puede hacer uso de
genotecas de fragmentos de los polinuciedtidos para generar una poblacitn
diversificada de fragmentos para el screening y la posterior saleccidn. Por
ajemplo, se puede generar una genctaca de fragmentos tratando un fragmento
de PCR de doble cadena de un polinuciedtido con una nucleasa en condicionas
en bs cuales se produce la mella sdlo aprmximadaments una vez por molécula,
desnaturalizando el ADN de cadena doble y remaiuralizando el ADN para
formar un ADN de cadena doble, que puede inciuir pares de sentido/
antisentido de producios mellados diferentes, retirar porciones de cadena
simple de dlplexes reformados mediante traiamiento con nucleasa S1, y
ligando la genotsca de fragmentos resultants en un vector de expresién. Por
este método, se pueds derivar una genoteca de expresion que codifica
fragmentos N-terminales e intermos de diversos tamafios del polipéplido de la
presente invencidn.

Las varantes incluyen polipéptidos que difieren en la secuencia de
aminodcidos debido a la mutagénesis. Las variantes que funcionen como
agonistas &e R3 pueden ser identificadas efectuando el screening de
genotecas combinatorias de mutanies, como por ejemplo mutantes por
truncamiento, de los polipéptidos de la preesente invencidn para actividad
agonista de R3,
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En una realizacién, se genera una genoleca .divarsiﬁcad de anélogos
por mutagénesis combinatoria al nivel de los dcidos nucieicos y se la codifica
por medio de una genoteca pgénica diversificada. Sa puede producir una
genoteca divarsificada de variantss, por eamplo, ligando enziméticamants una
mezcla de oligonuciedtidos sintéticos en secuancias génicas de tal manera que
se pueda expresar una serie degenersda de secuencias aminoacidicas
variantes polenciales en forma de polipéplidos individuales o, por otro lado,
como serie de proteines de fusibn de mayor tamaflo (por ejemplo un
despliegue da fagos) que contenga la serie de secuencias de las mismas. Hay
una cantidad de métodos que se pueden utilizar para producir genotecas de
variantes potenciales a partir de una secuencia oligonuclaotidica degenerada,
La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada se puede efectuar en
un sintetizador automético de ADN, para luego ligar el gen sintdtico en un
vactor de expresiin apropiado. El uso de una serie degensmda de genes da
lugar a la produccidn, en una mezcla, de todas las secuencias que codician la
serie deseada de secuencias variantes polanciales. Los métodos para
sintetizar cligonucledtidos degenerados son conocidos en la técnica (ver, por
sjemplo, Narang (1983) Tetfrahedron 39:3, Itakura y otros {1984) Annu. Rev.
Biochem. 53: 323; Itakura y otros (1884) Science 188: 1056; Ike y otros (1883)
Nucileic Acid Res. 11: 477).

En la téicnica se conocen varias tacnicas pam el screening de productos
-génicos o genotecas de combinacidn formadas por mutaciones de punio o
truncamiento y para el scresning de genotecas de ADNc para productos
génicos con una propiedad determinada. Esas técnicas son adapiables para
rdpido screening de las genolecas génicas generadas por la mutagénesis
combinatoria de polipdptidos agonistas de R. Las tcnicas més ampliamente

utilizadas, que se adecuan a los andlisis de alta produccion para el screening

23




24

de grandes genotecas genéticas inchsyen tipicaments la clonacidn de
genoteca génica en veciores de exprasién replicables, la transformacién de
células apropiadas con Is genoteca de veciores resultante y la axpresién de
genes combinatorios en condiciones en las cuales la deteccidn de una
actividad deseada facilite el mislamiento del vector que codifica el gen cuyo
producio se ha detactade. La mutagénesis da ansambie recursivo {REM), una
tédcnica que aumenta la frecuencia de ks mulantes funcionales en las
genotecas, se puede utlizar en combinacién con los ensayos de scresning
para identificar las variantes deseadas.

La invencidn presanta asimismo polipéptidos quiméricos o de fusidn.
Entre los ejamplos se incluyen los polipdptidos de la presents invencién
descriptos en las SEC. |ID. NOs: 18 y 172, que son fusiones de la secuencia
pancredtica de direccionamiento hacia un target "“SWCEPGWCR” (Rejotte D., y
otros (1988) J. Clin. Invest 102 430 — 437) con SEC. ID. NO: 8 Y SEC. ID. NO:
32, respectivamente, La secuencia de direccionamiento hacia el target estd
diseflade para localizar la distribucién del polipéptido al pdncreas a fin de
minimizar los efectos sacundsrios. Los polipéptidos de ia presante invencidn se
pueden componer de aminoscidos unidos entre si por enlaces peptidicos o
enlaces peptidicos modificados, es decir, isoédsteres, y pueden contener
aminodcidos que no sean los 20 eminodcidos codificados por el gen. Los
palipéptidos pueden ser modificados ya sea por procasos naturales, como el
-procesamianto postraduccién, o por tienicas de madificacién quimica muy
conocidas en Iz ticnica. Tales modificaciones han sido perfectamente
descriptas en texios bésicos y en monografias mas detalladas, asi como en
una voluminosa literatura de investigacionea. Las medificaciones se pueden
producir en cuaiquier punto de un polipéptido, incluyendo la columna vertebral

peptidica, las cadenas laterales de aminodcidos y los trminos amino o
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carboxilo. Se apreciard que se puede presentar el mismo lipo de modificacidn
en ol mismo o en diversos grados sn varios puntos de un determinado
polipéptido. Ademds, un determinado polipéptido puede contener muchos tipos
de modificaciones. Los polipéplidos pueden ser ramificados, por ejemplo como
rasultado de la ubiquitinacién, y pueden sar ciclicos con o sin ramificacidn. Los
polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados pueden ser resultado de
procesos naturales posterioras al a fraduccién o pueden ser preparados por
métodos gintéticos. Las modificaciones incluysn acetilacién, acilacién, ADP-
ribosilacién, amidacién, enlace covalente de flavina, enlace covalente de una
porcién hemo, enlace covalente de un derivado nucieotidico o nucleosidico,
enlace covalente de un llpido o derivado lipldico, enlaca covalenis de
fasfotidilinositol, entrecruzamiento, ciclacion, formacion de puentes de disulfuro,
desmetilacidn, formacidn de entrecruzamientos covalentes, formacién de
cisteina, formacién de piroglutamato, formulacién, gsma-carboxilacion,
glucosilacidn, formacién de anclajes de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacion,
nistoilacién, oxidacién, pegilacién, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
fenilacién, racemizacidn, selenoilacidn, sulfatacidn, adicién mediada por ARN
de transferencia de aminodcidos a proteinas tales como arginilacién y

ubiquitinacién (ver, por eemplo, Proteins, Structure and Molecular Properties,
2a. edic. T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York (1993);

Postitransiational Covalent Modification of Proieins, B. C. Johnson edit,
-Academic Press, Nueva York, pdginas 1 — 12 {1883); Seifter y otros, Meth,
Enzvmol, 182: 626 — 646 (1990); Rattan y otros, Ann, N,Y, Acad, Sci. 663: 48 —
62 (1992)).

Los polipéptidos de la presents invencidn incluyen los polipéptidos de la
Fig. 1, que son las SEC. ID. NOS: 11 a 14, SEC. ID. NO: 18, SEC. ID. NOS: 21
a 25, 21 a 26, SEC. ID. NO: SEC. ID. NOs 32 a 36, SEC. ID. NOs: 40 a 53,
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SEC. ID. NOs 57 a 61, SEC. ID. NOs 63 a 88, SEC. ID. NOs: 102 a 119, SEC.
ID. NOs: 121 a 137, SEC. ID. NOs: 138 a 177, SEC. ID. NOs: 178, 180, SEC.
ID. NOs: 183 a 202, y SEC. ID. NOs: 322 a 341, asl como las secuencias que
presentan variaciones de secuencia no sustanciales con respecito a las
mismas, Una "variacidn no sustancial® incluiria cualquier sscuencia variante,
por sustitucion o delecidn, qua manienga sustanciaimente por lo menos una
funcidn bioldgica de los polipéptidos de la presents invencion, praefarentements
la actividad agonista de R3, y més preferentements activided agonista selactiva
por R3 y muy preferentements, actividad secretoria de insulina demostrada en
la presente. Estos equivalentes funcioneles pueden incluir preferentemsnts
polipéptidos que tienan por lo menos aproximadaments 80 % de identidad con
los polipéptidos de la Fig. 1, y muy preferentementa por lo menos 85 % de
identidad con los polipéptidos de la Fig. 1 y aun méds praferentements, por ko
manos 97 % de identidad con lbos polipéptidos de la Fig. 1, y que también
incluyen porciones de dichos polipéptidos con sustanciaiments la misma
actividad biolégica. No obstanta, en la presente invencion se incluye cualquier
polipdptido que tenga alguna variacién no sustancial de la secuencia de
aminodcidos con respecto a los polipéptidos de la Fig. 1, que demuestre
equivalencia funcional de acuerdo con lo descripto més adelants.

Como es da conocimiento de los especialistas, la "similikrd” entre dos
polipéptidos se determina medianie [a comparacion de la secuencia de
aminodcidos y sus sustitutos aminodcidos conservados de un polipéptido con ks
secuencia de un segundo polipéptido. Dichas sustituciones conservadoras
incluyen las descriptas anteriormente y por Dayhoff en The Atlas of Protein
Séquense and Structure 5 (1978) y por Argos en EMBO J., B: 779 -~ 785 (1989).
Por ejamplo, los aminoédcidos que perfanecen a uro de los siguientes grupos

representan cambios conservadores:
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- ala, pro, gly, gin, asn, ser, thr.

- cys, ser, tyr, thr;

- val, ile, leu, met, ala, phe;

- lys, am, his;

- phe, tyr, trp, his y

- asp, glu.

La presente invencién se relaciona asimismo con vectores que incluyen
polinucledtidos de & presents invencién, células hudsped qua son
genéticaments modificadas can veclores de acuerdo con la presente invancién
y la produccidn de polipdplidos de Ia presente invencién por ticnicas
recombinantes. Las células huésped pueden ssr gendticamente modificadas
(transducidas a frensformadas o transfechd_as) con los veciores de la presenta
invancidn que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de
exprasidn, El vector puade estar, por ejemplo, en forma de pldsmido, de
particula viral, de fago, eic. Las células huésped modificadas pueden ser
culivadas en medios mutrientes convencionales modificados como se
considere apropiado para activar promotores o seleccionar transformantes. Las
condiciones de cultivo, como las de temperatwa, pH y similares, son las
utilizadas anteriorments con la célula huésped seleccionada para [a expresidn,
y han de resultar evidentes para los tdcnicos normaiments capacitados. El
polinucledtido de la presents invencion pueds ser utilizado para produeir un
-polipéptido por técnicas recombinanties. Por consiguiente, por ejemplo, se
puede incluir la secuencia polinucleotidica en cualquiera de una variedad de
vehiculos de expresion, en especial veciores o pldsmidos para expresar un
polipéptido. Dichos veciores incluyen secuencias de ADN cromosbmico, no
cromosémico y sintético, por ejemplo derivados de SV40, plésmidos
bacterianos, ADN de fagos, plismidos de levadura, vectores derivados de
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combinaciones de pldsmidos y ADN de fagos, ADN viral tal como vaccinia,
a-denovims. virus de la viruela aviar, y la pseudormrabia. Sin smbargo, se puede
utilizar cualquier otro vector o plismido siempre que sea replicable y viable en
al hudsped.

Se puede insertar la secuencia da ADN apropiada en el vecior mediants
una variedad de procedimientos. En general, se inserta la secuencia de ADN
en un sitio de restriccidn por endonucieasa mediants procedimientos conocidos
an la técnica, Tales procadimientos y otros se consideran dentro del alcance de
los técnicos capacitados. La secuencia de ADN en el vecior de expresion esta
operativamente ligada a una o mas sscuencias conlrol de expresitn apropiadas
(promotores) para dirigir la sintesis de ARNm. Como ejemplos represantativos
de tales promotores, se pueden mencionar: el promotor LTR o SV40, el
promotor P del fago lambda, de E. coli, lac o trp y otros promotores conocidos
por su control de la expresidn de genas en células procaridticas o sucaridticas
o sus virus. El vector da expresidn contiene también un sitio de unidn de
ribosomas para la iniciacién de la fraduccidn y un terminador de transcripcion.
El vector puede incluir ademés secuencias apropiadas para la expresién por
amplificacién. Por efladidura, s wvectores de expresion contienen
preferentements un gen para conferir un rasgo fenctipico para ls seleccién de
células hudsped transformadas tales como reductasa dhidrofolato o resistencia
a la neamicina para un cultivo celular de eucariotas, o como de resisiencia a la
-tetraciclina o la ampicilina en E. coli. Se puade wutilizar el vacior que contiene la
secuencia de ADN apropiada como se describiera anteriormente, asi como un
promotor o secuencia de control apropiada, para transformar un huésped
apropiado a fin de permitir que el huésped exprase la proteina. Como ej-emplos
representativos de huéspedes apropiados, se pueden mencioner. céiulas
bacterianas tales como E. coli, Saimonela typhimurium, Streptomyces; células
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fungicas tales como levadura, céluias de insactos tales como Drosophila S2 y
Spodoptera Sf8, células animeles tales como CHO, COS o melanoma de
Bowes; adenovirus, células vegetales, eic. La seleccidn de un huésped
apropiado se considera dentro del alcance ds las personas capacitadas en Ia
técnica a la luz de lo aqui expuesto.

La presents invencidn incluye consirucciones recombinantes que
comprenden una o més de Ilas secuencias descriptas anieriorments en
términos generales, Las construccionas comprenden un vector, como un vector
pldsmido o viral, en al cual se ha insertado una secuencia de la presente
invencidn, en orientacién de avance o inversa. En un aspecto preferido de esta
realizacién, la construccidn comprende ademés secuencias reguladoras
incluyendo, por ejemplo, un promotor, aperativamenta ligadas a la secuencia.
Los experios en la técnica conocen grandes numeros de vectores y promotores
adecuados, que se pusden adquirir en el comercio. Se presentan, a manera de
sjemplo, los siguientes vectores: Bactarianos: pQE70, pQES0, pQE-9 (Qiagen),
pBS, phagescript, psiX174, pBluascript SK pBsKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a,
pNH46a (Stratagene); pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PRITS
(Pharmacia). Eucaridlicos: pWLneo, pSVZcat, pQG44, pXT1, pSG
(Stratagens), pSVK3, pBPV, pMSG, PSVL (Pharmacia). Sin embargo, se
puade utilizar cuslquier otro plismido o vactor siempre que sea replicable y
viable en un huésped. Se pueden seleccionar regiones promotras de cualquier
gen deseado utilizando vectores de CAT{cloranfenicol transferasa) u otros
vactores con marcadores seleccionables. Dos veciores apropiados son
pKIK232-8 y pCM7. Entre los promoiores bacterianos con nombres especificos
se cuentan lac, lacZ, T3, T7, gpt, [ambda Pg, P, y Trp. Los promotores de
eucariotas incluyan CMV inmedieto pracoz, HSV timidina quinasa, SV40 pracoz
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y tardio,  TRS de retrovirus y metalotioneina-l de ratdn. La seleccién del vector
y promotor apropiado es de competencia absoluta de los tdcnicos capacitados.

La presente invencién se relaciona asimismo con células huésped que
contianen la construccidn que acaba de describirse. La célula huésped puade
ser una célula eucaridtica superior, como una célula de mamifero, o una célula
eucaribtica inferior como una célula de levadura, o la células huésped puede
ser una célula procaridtica, como una célula bacterfana. La introduccitn de la
construccidn en la célula hudsped se puede efectuar por la transfeccién con
fosfato céicico, transfeccidn mediada por DEAE-Dextrano o por eiectroporacién
(Davis, L., Dibner, M. Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology (1886)).
Las construccionas en las células huésped se pueden utilizar de modo
convencional para producir el producto génico codificado por la secuencia
recombinanta. Por otro lado, los polipéptidos de la presente invencidn puaden
sar praducidos mediante sintatizadores peptilicos convencionales.

Las proteinas maduras pl'.leden ser expresadas en células de mamifero,
levadura, bacterias u obtas células bajp el control de los promoiores
apropiados. También se pueden emplear sistemas de traduccién sin células
para producir dichas proteinas empleando ARNs derivados de construcciones
de ADN de la presents invencitn. Los vecinras de clonacidn y expresidn
apropiados para utilizar con huédspedes procaribticos y eucaribticos han sido
descriptos por Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
-Segunda Edicién (Cold Spring Harbor, N. Y., 1889), cuyo texto se incorpora a la
presants como referencia.

La transcripcion de un ADN que codifica los polipéptidos de la presente
invencidn por sucariotas supariores se aumenia mediante la insercién de una
secuencia intensificadora en el vector. Los infensificadores son elementos de

ADN que actiran en cis, habituaimente desde aproximadaments 10 a 300 pb,
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que actian sobre un promotor para incrementar su transcripcidn. Entre los
ejemplos ‘se incluyen el intensificador SV40 en el ledo tardio del origen de
replicacién (pb 100 a 270), un intensificador del promotor temprano de
citomegalovirus, un intensificador de polioma an el lado tardio del origen de
replicacidn e intensificadores do adenovirus,

En genaral, los vectores de expresitin recombinante inciuyen origenes
de raplicacién y marcadores selaccionables que permiten la transformacion de
una célula huésped, por ejemplo el gen de resistencia & la ampicilina de E. Coli
y el gen TRP1 de S, Ceravisize, ssi como un promotor derivado ‘da un gen
sllamenta expresado para dirigir la franseripcibn de una secuencia estructural
posterior. Tales promotores se pueden obtener a partir de operones que
codifican enzimas tales coma la 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), el factor o, la
fosfalasa dcida o les proteinas fermosensibles, enire otros. La sacuencia
estructural heterdioga se ensamblia en la fase apropiada con las sacuenclas de
traduccidn, iniciacién y terminacién y, preferentemente, una secuencia guia
capaz de dirigir la secracién de la proteina traducida en el espacio plasmdtico o
el medio extracelular, Optativaments, la secuencia heterSloga puede codificar
una proteina d efusién que incluye un péptido identificatorio N-terminal que
imparie las caracleristicas deseadas, por ejemplo ia eatabilizacibn o la
purificacidn simplificada del producto recombinante expresado.

Los vectores de axpresiéq Utiles para uso bacteriano se construyen
-insertando una secuencia de ADN estructural que codifica una proteina
desenadca junto con is 8 sefales de traduccidn, iniciacidn y terminacién en fasa
de lectura aperabie con un promotor funcional. El vector comprende uno o mas
marcadores seleccionables fenotipicos y un origen de replicacion a fin de
garantizar el mantenimianio del vector y si es convenients, para producir la

amplificacion en el huésped. Los huéspedes procaricticos adecuados para ka
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transformacién incluyen E. Coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y
diversas sspecies dentro de los géneros Pseudomonss, Streptomyces, y
Staphylocacus, si blen también se pusden emplear otros de eleccidn. Los
vactnra; de expresiin (tiles para uso bacteriano puaden comprender un
marcador seleccionable y origen de replicacién bacteriano derivado de
pldsmidos que se pueden adquirir en el comercio, que comprenden elementos
genéticos del conocidisimo vector de-clonacién pBR322 (ATCC 37017) Tales
vectores comerciales inciuyen, por ejpmplo, pKK223-3 (Pharmecia Fine
Chemicals, Uppsala, Suecia) y GEM1 (promega Biotec. Madisan, Wisconsin,
USA). Estas secciones de cadena "vertebral® de pBR322 se combinan con un
promotor adecuado y la secuencia esiructural a expresar.

Realizada |a transformacion de una cepa huésped adecuada y el cultive
de la cepa huéspad por medios apropiados, {por ejemplo, desplazamiento
térmico o induccidn quimica) y las célules se cultiven durants un periodo
adicional. Tipicaments las células son cosechadas por centrifugacion, rotas por
medios fisicos 0 quimicos y se retiene el extracto crudo asi producido para su
posterior purificaciin. Las células microbianas empleadas para la expresion de
protainas pueden ser rotes por cualquier método convenients, incluyendo
ciclado por congelacién descongelacién, sonicado, rotura mecdinica o por el
uso de agentes de lisado celular. ' )

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo caslular de
‘mamiferos ara expresar proteinas recombinantes. Entre los ejemplos de
gistemas de expresién de mamiferos sa cuentan las lineas COS-7 de
fibroblastos renales de monos, descriptos por Gluzman, Cell 23: 175 1981) y
oiras lineas celuleres capaces de expresar un vacior compatible, por sjemplo
las lineas celulares C127, 313, CHO, Hela y BHK. Los vectoras de expresidn

en mamiferos incluyen un origen de replicacién, un promotor e intensificador
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adecuados y también cualquier sitio de ligamianto ribosémico necesario, sitios
donadores y sacepiadores de smpalime, secuancias de terminacién de
transcripcion, y secuencias no transcriptas flanqueantes de §'. Las secuencias
de ADN derivadas del genoma viral da SV40, por ejemplo, los sitios de origen
de SV40, el promotor tamprano, el corie y empalme y de poliadenilacion se
pueden utilizar pam producir los elementos genéticos no transcriptos
necesarios. Los poiipéplidos de la presents invencitn pueden ser recuperados
y purificados a partir de cuitivos celulares recombinantes por meétodos ya
utilizados, incluyendo precipitacion con sulfaio de amonio o etano, extraccidon
con dcido, cromatografia de intercambio de aniones o cationes, cromatografia
con fosfocelulosa, cromatografia de intareccién hidréfoba, cromatografia por
afinidad, cromatografia con hidroxiapatita y a'nmatngruf.ia con lectine. Se
pueden utilizar pasos de replegemiento de proteinas, si es necesario, para
completar la configuracitn de ia proteina madura. Por Glttmo, se puede emplear
la cromatografia de liquido de altz resolucién (HPLC) para los pasos de
purificacidn finales.

Los polipéptidos de la presents invencién pueden constituir un producto
de procedimientos de sintesis quimica o pueden ser producidos par técnicas
recombinantes a partir de hudspades procaridticos y eucaridticos (por ejemplo
por células bacterianas, de levadura, de plantas superiorss, inseclos y
mamiferos en cultivo). Dependiendo del huésped empleado en un
procedimianto de produccitn recombinante, los polipdptidos de ka presents
invencién pueden ser glucosilados con carbohidratos de mamfferos o de otras
eucariotas o pueden ser no glucosilados. Los polipéptidos de la presente
invencidn pueden incluir asimismo un residuo aminodcido inicial de metionina.
Un polipéptide asilado o purificado de la presents invencién, o una porcién

biologicamente activa del mismo, estd sustanciaimente fibre de otro material
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calular 0 medio de cultivo 8i es producido por téenicas racombinantes, 0 estd
sustanciaimente fibre de precursoras quimicos u otras sustancias quimicas
cuando es sintetizado quimicamente. Un polipéptido aislado de ke presente
invencién carace sustancialments, de ser posible, da matarial celular y tiene
menos de aproximedemante 30 % (en peso seco) de materlal no palipeptidico
o contaminante. Cuando el polipéptido de la presents invencidn o una porcion
biolégicamante activa del mismo es producido por medios recombinanies, el
madio da cultivo representa praferentamenta menos de aproximadaments 30 %
del volumen de la praparacion del polipéptido. Cuando esta invencién es
producida mediante sintesis quimica, es preferible que las preparaciones
contengan menos de aproximadaments 30 % en paso seco de precursores
quimicas a productos quimicos que no sean de la presante invencian.

Los polipéptidos da [a presents invencidn puedsn ser convenientamsnie
aislados de acuerdo con lo descripto en [os ejemplos especlficos expuestos
mas adeiante. Una preparacion de polipéptido purificada tiene una pureza de
por lo menos aproximadamanta 70 %; preferentemente, las preparacionas
tienen una pureza de 85 % a 99 %. La pureza de las preparaciones puede ser
evaluada por cualquier medio conocido en la técnica, tal como SDS-
electroforesis en gel de poliacrilamida y Cromatografia liquida/ Espec. Masas.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican un polipéptido de Ia
presente invancion pueden ser sinietizadas, en totalidad o en parte, utilizando
métodos quimicos muy conaocidos en la téenica (ver, por ejemplo, Ceruthers y
otros, Nicl. Acids. Res. Symp. Ser. 215 - 223, 1980. Hom y otros, Nucl, Acids.
Res. Symp. Ser. 225 - 232, 1980). El poli nucledtido que codifica el polipéptido

puede ser clonado a continuacién en un vecior de expresion para expresar el
polipéptido.
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Como sabrdn comprender los experios en al ticnica, puede ser
vantajoso producir las secuencias nucleotidicas que codifican al polipéptkio que
poseen codones que no se producen naturaiments. Por ejemplo, se pueden
selaccionar los codones preferidos por un hudsped procaridtico o eucsridtico
determinado para aumentar la tasa de expresién del p o para producit un
transcripio de ARN con propiedades convenientes, tales como una vida media
mdas prolongada que la de un transcripto generado a partir de Iz secuencie de
origan natural.

Las secuencias nicieotidicas descriptas en la presente pueden ser
modificadas -enpleando métedos generaimenis conocidos en ia técnica para
alterar las secuencias codificadoras de polipéptidos por una variedad de
razones, que incluyen, aunque no se limitan a, alteraciones que modifican el
ciemra, procesamiento y/o expresion del polipéptido a el producio de ARNm. La
desorganizaciéon de .AUN por fragmentacidn al azar y reensamblaje por PCR de
los fragmer;ins génicos y los oligonucledtidos sintéticos se puede utilizar para
modificar las secuencies nucleotidicas. Por ejemplo, se puede utilizar la
mutagénesis de sitio para insertar nuevos sitios de restriccién, alterar los
patrones de glucosilacidn, cambiar la preferencia por los codones, producir
variantas de corte y empalme, introducir mutaciones y demés.

Por otro lado, los polipéptidos de la presente invencién se’ pueden
producir utilizando métodos quimicos para sintetizar su secuencia de
-aminodcidos, como ser por sintesis peptidica directa empleando tdcnicas en
fase sdlida (ver, por ejemplo, Merifield, J. Am. Chem, Soc. 85: 2149- 2154,
1963; Roberge y otros, Science 269: 202 -204 (1995). La sintesis de
polipéptlidos puede reslizarse empleando técnices manuales o por instrumentos
autométicos, La sintesis sutomética se puede obtener, por sjiemplo, ulilizando
el Sintetizador de Péptidos Applied Biosystsms 431* (Perkin Eimer).
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Optativamente, 8o puaden sintetizar por separado fragmentos de polipéptidos y
combinar Ios mismo utilizando métodos quimicos para producir una moiécula
completa.

El polipdptido raciéin sintetizado pusde ser sustancialments purificado
por cromatografia liquida de alta resolucidn preparatoria (ver, por ejemplo,
Creighton, PROTEINS: STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES, WH
Freeman and Co. Nueva York, N.Y., 1883). La composicidn de un polipéptido
sintético de la presents invencidn puede ser confimada por endlisis de
aminodcidos o secuenciacidn, por epemplo, por el procedimienio de
degradacidn de Edman (ver Creighton, supra). Ademés, se pusde modificar
cuslquier porcién de le secuencia aminoacidica del polipéptidc durants la
sintasis directa y/o combinada utilizando méindos quimicas, con secuencias de
oiras proteinas para producir un polipdptido variante o un polipéptido de fusion,

Los polipéptidos de la presents invencin, como resultado de Ia
capacidad para estimular la secrecién de insulina por las células de los islotes
pancredticos in vitro, asi como para provocar una reduccidn de la glucosa
sanguinea in vivo, pusden ser empleados en el tratamiento de la Diabetes tipo
2 (diabetes mellitus no insulinodependiente). Ademds, los polipéptidos se
pueden utilizar para impedir que sujetos con tolerancia a la glucosa deteriorada
desarrollen la diabetas de tipo 2. Més aun, los polipéptidos de la presents
invencidn se pueden utilizar para el tratamiento del asma (Bolin y otros,
-Biopolymar 37: 57 — 66 {1995); Patente da los Estadoe Unidos Na. 5.677.419)
{que demuestra que el péptido R3PD es activo an la relajacién dal mdsculo liso
traqueal de conejilios de Indies); induccion de hipotensidn {el VIP induce
hipotensidn, taquicandia y rubor facial an pacientes asméticos {(Monce, A H. Y
Sever P. S., Peptides 7: 279 — 280 (1986); Monce A. Y otros, The Lancet I,
1225 — 1227 (1983)), problemas de reproduccion masculina {Siow, Y. Y olros,
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Efactos dsl péplido intestinal vasoactivo sobrs la motilidad de las
ssparmatoxoides humanos, Arch, Andml.l 1899 Jul - Ago; 43 {1) 67 - 71), como
agente antapoptosis/ neuroprotector (Brenneman D.E. y otos, VIP
neurotrophism in the central nervous system: multiple effeciors and
identification of a femtomolar-acting nauroprotective peptide, Ann. N. Y. Acad.
Sci. 1988, diciembre. 11; 865 —-207 -12); cardioproteccion durante eventos
isquémicos (Kalfin R. y otros Proteclive role of intracoronary vasoactive
intestinal peptide in ischemic and reperfused myocardium, J. Pharmacol. Exp.
Ther. 1994 Feb; 268(2): 952 — B; Das, D.K y otros, Coordinatad role of
vasoactive intestinal peptide and nitric oxide in cardioprotaction, Ann., N. Y.
Acad. Sci 1998 Dic. 11; 865; 297 - 308) y, por Ultimo, como agents
antiulcerosa. (Tuncel y otros, The protective effect of vasoective intestinal
peptide on siress-induced gastric uiceration in rats, Ann. N. Y, Acad. Sci 1996
Die. 11; 865; 309 — 22,

El paolipéptdo de la presenie invencitn se puede emplear en
combinacidn con un wehiculo farmacéutico adecuadoe para constiluir una
composicidn farmacéutica para la administracién parentsral. Tales
composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de un
polipéptido un wvehiculo o excipiente farmacduticamente aceptable. El
mencionado vehiculo incluys, aunques no se limita, a salina, salina con buffer,
dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinacionas de los mismos. La formulacidn
-debe adecuarse al modo de administracidn. La invencién presenta asimismo un
snwvase o kit farmacéutico que comprende uno o mds recipientss lienos con uno
© mas-de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la presents
invencidn. Asociada con dicho recipienta (o recipientes) pusde haber un
prospecto en la forma prescripta por una reparticién gubernamental que reguia
la fabricacién, usc o venia de producins farmacéuticos o biologicos, prospecto
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que debe reflajar la aprobacion por la reparticién de la elaboracién, uso o venta
pera la administracidn a humanos. Ademds, los polipéplidos de la presents
invencién pueden ser empleados conjuntaments con otros compuestos
terapéuticoa,

Las composicionss farmacduticas pueden ser administradas en una
forma conveniente, como por ejiemplo por las vias oral, tdpica, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea, intranasal o intradérmica. Las
composicionas farmacéuticas se administran en una cantidad efectiva para el
tratamiento yfo profilaxis de la indicacidn especifica. En general, se los puade
administrar en una cantidad de por lo menos aproximadamente 350 ng (0,1

nmol)/ kg de peso corporal vy, en la mayoria de los casos, se 10s administra en :

una cantidad no superior a aproximadamente 35 pg (10 nmolykg de peso
corporal por dia. En la mayor parte de los casos, el dosaje es de
aproximadamante 0,1 ug/kg a apraximadaments 100 mg/ikg de peso corporal
diarios, tomando en cuenta las vias t'ia administracidn, los sintomas, eic. Estos
numeros no toman en cuenta la biodisponibilidad del péptido in vivo, en cuyo
caso se puede utilizar méis 0 menos cantidad para obtener la dosis efectiva
buscada. Una persona capacitada en la técnica puede determinar, mediante
axperimentos de dosificacidn u ot medio convancional, la cantidad bruta a
utitizar para producir una dosis afectiva.

Un polipéplido de la presente invencién puede emplearse asimismo de
conformidad con la presents invencién madiante |a expresidn del polipéptido in
vivo, a lo que frecuentemante se hace refersncia como “"terapia génica”. Asi,
por eemplo, las células pueden ser modificadas con un polinuciedtido (ADN o
ARN) que codifica para el polipéptido ex vivo, luego se transmiten las células
modificadas a un paciente que debe ser tratado con el polipdptido. Tales

métodos son muy conocidos en la técnica. Por ejamplo, las células pueden ser
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modificadas por procadimientos conacidos en la téenica mediante el uso de
una particula retroviral que contiene ARN que codifica para el polipéptido de la
presents invancién,

La administracidn local de [os secreltagogos de insulina ampleando
terapia génica puede aportar el efecto terapéutico el érea objetivo, es decir, al
péncreas. Por ejemplo, se utilizd un promotor especifico para el pidncreas para
ganerar un modeio de tumor pancreético de céiulas beta en ratones (Hanshan,
D., Heritable formation of pancrestic beta-cell tumors in transgenic mice
expressing recombinant insuliny similar virus 40 oncogenes, Nature 315(6015):
115 — 22 (1885)).

Se conternplan metodologias de terapia génica tanto in vitro como in
vivn. Se conocen varios méindos para transferir genes potencialmente
terapéuticos a poblaciones celulares definidas. Ver, por ejemplo, “The Basic
Scierce of Gane Therapy®, Science. 260: 826 — 31 (1993). Estos métodos
incluyen:

1) Transferencia directa de genes. Ver, por ejamplo, Wolfl y otros,
"Direct Gans transfer into Mouse Muscle in Vivo*, Sciance, 247: 1465 —
(1990);

2) Transferaencia de ADN mediada por liposomas. Ver, por ejemplo,
Caplen y otros, “Liposome-Medimted CFTR Gens Transfer To the Nasal
Epithelium of Patients with Cystic Fibrosis®, Nature Med. 3: 39 — 45 (1935),
Crystal, "The Gene as a Drug”, Nature Med. 1: 15 — 17 (1995); Gao y
Huang, "A Novel Cationic Liposome Reagent For Efficient Transfection of
Mammalian Cells", Biochem. Biophys. Res. Comm., 178 — 280 — 85 (1881);

3) Transferencia da ADN mediada por retrovirus. Ver, por sjemplo,
Kay y otros, "In Vivo Gene Therapy of Hemophilia B: Sustained Partial
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Correction in Factor IX-Deficient Dogs”, Science, 262:° 117 — 19 (1883);
Anderson, "Human Gens Therapy”®, Science 256: 808 — 13 (1892);

4; Transferencia de ADN mediada por ADN virus. Dichos ADN de
virus incluyen adenovirus (praferentemente vectores basados an AD-2 o
Ad.5), harpes virus (preferentemente veciores basados en virus herpes
simplex) y parvovirus {preferentemente veciores basados en parvovirus
"defectuosos” o no autdnomos, més preferentomente vectores basados en
virus adenorrelacionados, muy preferentemente vectores basados en AAV-
2). Var, por ejemplo, Ali y otros, “The Use of DNViruses AS Vectors For
Gene Therapy” Gene Therapy 1: 367 — B4 (1984), ia patents de los Estados
Unidos 4.797.369, que se incorpora a la presente como referencia, as(
como |a patente de los Estados Unidos No. 5.139.941, que se incorpora a la
presents como referencia.

La eleccién de un datarminado sisterna de vectores para transferir el gen
de interds dependerd de diversos facbres. Un factor importante es la
naturaleza de la poblacién de células diana. Si bien los vectores retrovirales
han sido exisnsaments estudiados y utifizados en un Mimero de aplicaciones
de terapia génica, estos vectores generalmente no son adecuados para infeciar
células indivisibles. Ademés, Ios retrovirus tienen el potencial de la
oncogenicidad. Sin embargo, los recienmtes progresos en 8l campo da los
veciores lentivirales pueden sortear algunas de estas restricciones. Ver Naldini
y ofros, In vivo pene delivery and siable transduction of nondividing cslls by a
lentiviral vector, Science 272; 263 — 7 (1996).

Los retrovirus a partir de los cuales se pueden obtener los vectoras
plasmidicos retrovirales mencionadas anteriormente incluyen, aunque no sa
limitan al virus de la leucemia Murina de Moloney, sl vius de la necrosis

esplénica, retrovirus tales como el Virus del Samoma de Rous, el Virus del
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Sarcoma de Harvey, el virus de la leucosis aviar, el virus de la leucemia del
mono gibbn, a8l virus de inmunodeficiencia humana, adenovirus, Virus del
Sarcoma Mieloproliferativo y el virus del tumor mamario. En una realizacion, el
vactor plasmidico retroviral se obtiene del Virus de Leucemia Murina de
Moloney.

Los adenovirus tienen la ventap de tener un amplio rango de
huéspedes, pueden infectar células inméviles o terminaimente difarenciadas,
tales como neuronas o hepatocins y parecen ser esencialments no
oncogénicos. Ver, por ejemplo, Ali y otrus, obra mencionada, pag. 367. Los
adenovirus no parecen integrarse al genoma del huésped. Dado que existen en
forma extracromosdmica, se reduca congiderablements el riesgo de
mutagénesis por insercién, Ali y otros, obra mencionada, pag. 373.

Los virus adenorralacionados exhiben ventajas similares a los vectores a
base de adenovirus. Sin embargo, los AAV exhiben intsgracidn de sitio
especifico en el cromosoma humano 1 (Ali y otros, obra mencionada, pag.
377).

En una realizacién preferida, se utiliza el ADN qus codifice los
secretagogos polipeptidicos de la insulina de acuerdo con la presente invencion
en terapia génica para trastornos tales como la diabetes.

De acuerdo con esta realizacidn, sa provee la terepia génica con ADN
que codifica secreiagogas polipeptidicos de la insulina o muteinas de acuerdo
con la presente invencidn a un paciente qua la necesita, simulténea con el
diagndstico o inmediatamente despuds del mismo.

Ei técnico capacitado sabri apreciar que se puede utilizar cualquier
vector de lerapia génica adecuado que contenga los secretagogos
polipaptidicos de insulina, ADN o fragmento, derivado o variante de ADN de los

secretagogos polipeptidicos de insulina de acuendo con la presenie invencidn.
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Las tdcnicas para construir ese tipo de vecior son conoﬁdas. Ver, por ejamplo,
Anderson, W. F., *Human Gene Therapy' , Nalure, 392: 25 - 3D (1998);
Verma, |M., y Somia, N., "Gene Therapy — Promises, Problems, and
Prospects”, Nature, 389 239 — 242 (1988). La introduccién del vector que
contiene los secretagogos polipeptidicos de la insulina al sitio diana puede
efectuarse utilizando técnicas conocidas. El vector incluye uno o mids _
promotores. Los promotores adecuados que sa pueden emplear incluyen,
aunque no se limitan al promotor retroviral LTR, el promotor SV40 y el promotor
de citomegalovirus humano (CMV) descripio por Miller y otros, Biotechniques
7{8): 980 — 980 (1989) o cusiquier otra promotor (por ejemplo, promotores
celulares teles como promotores celulares aucearidticos que incluyen, aunque
no se fimitan a histona, pal Hl y promotores de 8 actina). Otros promotores
virales que se pueden emplear incluyen, aunque sin fimitarse a, promotores de
adenovirus, pdromotores de timidine quinasa {TK) y promotores de parvovirus
B19. La seleccidn de un promotor adecuado resultard evidente para los
experins en la téenica a la lux de las indicaciones contenidas en el presante
documenito.

La secuencia de dcido nucleico que cadifica el polipéptido de la presente
invencidon estd bajp el control de un promotor adecuado. Los promotores
adecuados que se pueden emplear incluyen, aunque no se limitan a,
promotores adenovirales tales como el promotor tardic mayar adenoviral, o
promotores heterdlogos tales como el promotor de citomegalovirus (CMV), el
promotor del virus sincitial respiratorio (RSV), promotoras inducibles tales como
el promotor MMT, el promotor de metalotioneina, promotores termosensibles, el
promotor de albamina, el promotor ApoAl, ios promotores de globina humana,
los promotores virales de timidinoquinasa tales como el promotor de timidina
quinasa del Herpes Simplex, LTR retovirales (incluyendo los LTR retrovirales
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modificados descripiops anteriormente), el promotor de p-actina y los
promotores de hormona de crecimiento humana. El promotor puede consistir
asimismo en el promotor nativo que controla al gen que codifica el polipéptido.
Se amplea ol vector plasmidico retroviral para trangducir lineas celulares
de empaquatamiento para formar lineas ceiulares producioras. Entre los
ejemplos de células de empaquetamiento que pueden ser transfeciadas se
cuentan, sunque sin limitarse a, las lineas celulares PES01, PA317, w.2, v-AM,
PA12, T28-14X, VT-18-H2, wCRE, wCRIP, GP-E-86, GP+envAm12, y DAN, de
acuerdo con lo descripto por Miller, Human Gene Therapy, 1 5-14 (1990), que
se incorpora a la presenie como referencia sn su ioialidad. El vector puede
transducir las células de empaquetamisnto por cualquier medio conocido en la
técnica. Tales medios incluyen, sin limitarse a, electroporacidn, el uso de
liposomas y precipitacion con CaPO. En una altamativa, el vector plasmidico
retroviral puede estar encepsulado en un liposoma o acoplado -a un llpido y
luego administrado a un huésped. La linea celular produciora genera particulas
de vectoras retrovirales infecciosos que incluyen Ia o las secuencias de dcidos
nucleicos que codifica a los polipéptidos. Lusgo se pueden emplear dichas
particulas de vectores retrovirales para transducir células eucaridticas, ya sea
in vitra como in vivo. Las células eucaridticas transducidas expresan le
secuencia (las secuencias) da écido nucieico que codifican al polipéptido. Las
célules eucaribticas que pueden ser fransducidas incluyen, aunque no se
-limitan a células germinales embrionarias, cédiulas de carcinoma embrionario,
as! como células germinales hematopoyéticas, hepatocitos, fibroblastos,
mioblastos, queratinocitos, cdlulas endoteliales y células del epitelio bronquial.
Un enfoque diferente de la tecapia génica es la “tarapia transcaridtica® en
la cual se tratan ex vivo las células de los pacientas a fin de inducir los genes

cromosdmicos adormecidos para producir la proteina de interés tms la
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raintraduccidn en el paciente. La terapia transcaridlica se basa en el supuwesto
de que el individuo tiens un complemento naturai de ios genes necesarios pera
la activacién. La terapia transcaribtica implica la introduccion de un promotor u
otra secusncia reguladora exdgena capaz de ectivar los genes nacientes, en el
ADN cromosémico de las células del pacients ex vivo, el cultivo y seleccién de
células activas producioras de proteina y luego [a reintroduccién de las células
activadas en el pacients con la intencién de que puedan establacerse por
completo. Las células "genéticaments aclivadas” elaboran luego ia protaina de
interés durante una cierta cantidad considarable de tiempo, tal vez durante el
resio de vida del paciente. Las patantes de los Estados Unidos Nos. 5.641.670
y 5.733.761 describen este concepio en forma demliada, y se incorporan a la
presenie como referencia en su totalidad.

Para mejor comprender esta invencidn, se pressnian los siguientes
ejamplos. Estos sjemplos s6lo benen finea jlustrativos y no deben ser
considerados limitantes de [a presenta invencion en absoluto. Todas las
publicaciones mencionadas en la presente se incorporan a la presente como
referencia en su totalidad.

Ejemplo 1 — Protocolo para el aislamiento de los islotes de ratas

Se utilizaron ratas Spragus Dawlay (275 — 320 g) como fuente de islotes
de donants. En resumen, se liend el péncreas con 10 ml de Liberasa R! fria
reconstituida (Boehringer Mannheim) cosechada e incubada con 5 ml més de
eanzima en soluciébn en bafio acuoso por espacio de 30 minutos. Se lavé: la
suspensién tisular dos veces con buffer FBS al 10 %/ Hanks (Gibco), se la
resuspendit en 8 ml de ficoll al 25 % (Sigma) y luego se la intercald con 5 mi
de ficoll al 23 %, 20 % y 11 %. Los islotes de la capa al 20 % fueron retirados
tras la contrifugacidn, lavados dos veces con buffer frio de FBS al 10 %/ hank y
resuspendidos en medios FBS al 10 %/ RPMI {Sigma).
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Ejasmplo 2. Protocolo para Amalizar la Elevacidn de los Niveles de
Insulina Inducida por el Péptido an Rates

Se forzd el ayuno de ratas Wistar durante la noche (17 horas) y luego se
ias anestesié con pantobarbital (0,1 mlf 100 g de BW). Se inyecta glucosa (0,4
g/kg disuelto en albimina 1 %/ salina) +/- péptido (disuselto an 1 % de albimina
humana — salina) por via intravenosa en la vena caudal. Se sangra a la ratas
por los ojos durante 1 minulo tras la inyeccidn y se analizan 50 — 100 ul de!
plasma para determinar el nivel de insulina con el Kit Linco RIA (Linco
Research, Inc., St. Charlas, MO).

Ejemplo 3. Protocolo Para La Detarminacidén Del Efecto De los Péptlidos
Sobre La Tolerancia A La Glucosa Intraperiioneal En Ratas

Se forzd el ayuno de ratas Wasiar duranie B noche y luego se las
anestesié con pentobarbital. Las ratas fueron sangradas por el ojo (hora cero) y
se les inyecid el péptido (en albimina humana al 1 %) en la vena caudal. Cinco
minutos mas tarde, se inyectd por via infraperitoneal 1 g/kg de glucosa (en
salina) y se sangraron los ojos de las ratas a los 15, 30 y 60 minutos. Se
determinaron los niveles plasméticos de glucosa utilizando el autoanalizador
Technicon Axon, division Bayer Diagnostics de Bayer Corporation, Tarrytown
NY, operado utilizando al Método No. SM4-2143F30 *Glucosa”.

Ejemplo 4. Protocolo para Determinar el Efecto De los Péptidos Sobre la
Retencion de Agua Intestinal en Ralas

Se forzd el ayuno de ratas machos por espacio de 24 horas,, y s8 les
quitaron sus botellas de agua durante 2 — 3 horas antes del comienzo del

experimentn. Se inyectd el péptido o salina por via subcutinea en ratas

.conscientes. Las ralas fueron somelidas a eutanasia con COz 10 minutos

después de la dosificacion y se extirpo el intestino delgado y se lo peso (1). Se
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abrid el intestino, se absorbid el agua de la iuz con papel de filtro y se volvid a
pesar el intastino (2). La cantidad de agua intestinal {g) = peso (1) — peso (2).

Efemplo 5. Metodologia de Sintesis de los Péptidos

Sa siguid el siguienis procedimienio general para sintetizar algunos de
los polipéptidos de la invancién. La sintesis peptidica se llevd a cabo usando Ia
estrategia de FMOC/ t-butilo (Peptide Synthesis Protocols (1994), volumen 35
de Michael W Penninglon & Ban M. Dunn) en condiciones de flujo continuo
utiizando resinas PEG-poliestireno de Rapp-Polymere (Rapp-Polymers,
Tubingen, Alemania). Al finalizar la sintesis, se escindieron los péptidos de Ia
resina y so los desprotegid empleando ATF/ DTI/HZO/ trilsopropilsilano
(68/5/512). Los péptidos precipitaron del cocktail de escisién utilizando éter
dietilico frio. E! precipitada fue lavada tres vaces con el éter frio y luego se lo
disolvid en dcido acédtico al 5 % antes de la liofilizacién. Los péptidos fusron
verificados por cromatografia de fase inversa en una columra YMC-Pack ODS-
AQ (YMC Inc, Wimington, NC) en una disposicibn Waters ALLIANCE
(denominacidn comercial) Waters Corporation, Milford, MA) empleando agua/
acetonitrilo con ATF al 3 % en forma de gradienie desde 0 % a 100 % de
acetonitrilo, y por espectrometria de masas MALDI en un Espectrémetra de
Masas VOYAGER de MALDI (denominacidn comercial) (modelo 5-2386-00.
PerSeptive BioSystams, Framingham, MA). Se agregd el pSptido muestra de
buffer de matriz (50/50 dH20/acetanitrila con ATF al 3 %) a buffer de matriz
1/1, Los péptidos que no cumplian los critarics de pureza de >95 % son
purificados por cromatografin de fase inversa en una disposicién de HPLC
Waters Delta Prep 4000 (Waters Corporation, Milford, MA).

Ejemplo 6. Clonacién de Péptidos

Ya se habla intentado la expresion reacombinante de VIP con resultados
inciertos. Simonesits y otros (Eur. J. Biochem. 178: 343 — 350 (1988)
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expresaron Leu'’, Giy®VIP o Leu'’Gly® Lys™®Arg™-VIP como fusién C-
tarminal a ia parte N-terminal del gen de p-galactosidasa en E. Coll. La
eliminacion de ka metionina en la posicién 17 elimina un sitio de escisin CNBR.
La adicidn de Gly o Gly-Lys-Arg C-terminal fuvo por fin la amidacién C-tsrminal
potencial in vivo por PAMasa de mamifero. Ante la escisién con CNBR de las
proteinas de fusién en la metionina infroducida N-terminal con respecto a los
mutantes VIP, los mutantes VIP [ibres fueron purificados y se demostrd que
posalan actividades similaras a las del VIP nativo, si bien las actividades fueron
medidas sélo en concentracionas de saturacion de los péplidos. Raingeaud y
otros (Biochimie 78: 14 - 25 (1996)) expresaron el VIP como fusionas
poliméricas C-terminales con glutatién S-transferasa (GST) en E. Coli. Los
péptidos VIP poliméricas o manoméricos fueron liberados iras escisiones en
serie por ol Factor Xa o hidroxilamina. El requisito para la escisidn en dos
pasos dio como resuliade la ineficiencia y una mezcia de productos. Los
péptidos poliméricos y monomeéricos producidos por este método fueron menos
activos que el VIP nativo. Una versidbn mejprada de la construccién utilizando
sblo la escision con Factor Xa dio origen @ un VIP mutante con una
prolongacidn de siete residuos C-terminal que también fue menos activo que el
VIP nativo (Ottavi y otres, Biochimie 80: 289 — 293 (1998)). No se ha dado s
conocer la expresitn del PACAP hasta la facha. A fin de establecsr un método
firme para la expresidn de PACAP, VIP y sus muiantes, sus cidigos genélicos
fueron clonados en C-tarminal con GST con un Unico sitio de reconocimiento
de Factor Xa qus separa al péptido monomérico y la GST. Se ha sintetizado el
gen que codifica el sitic de reconocimiento de Faclor Xa fusionado a la
secuencia de ADN del pdplido a producir hibridando dos fragmentos de ADN
de cadena simple treslapados {70 — 90meros) que contenia un sitic de enzima

de restricci5n Bam Hl o Xho | inmediatamente 5' con respecto a la secuencia
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da ADN del gen a clonar, seguido par la sintesis de ADN de las cadenas
opuestas por medio del gran fragmento de ADN polimerasa | (Life Technologies
Inc., Gaithersburg, MD). La secuencia da ADN elegida para cada gen se basé
en la traduccidn inversa de la secuencia de aminodcidos diseflada de cada
péptido. En algunos casos, el gen qua codifica sl péptido se genera por
mutagénesis por PCR (Picard, V y otros, Nucleic Acids Res 22: 2587 — 91
(1994) Sambrook, J. Fritsch, E. F. & Maniatis, T (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2°. Edicién, Coki Spring Harbor Laboratory Press, Nueva
York) de un gen ya preparado por sl método descripto anteriormente.

Luego sa digiare el producto de cadena doble madiante Bam Hl y Xho 1 y
ge lo liga sn pGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech) que también ha sido
escindido con Bam Hl y Xho |. Las secuencias de ADN de los genes de los
péptidos clona:.:lon estdn enumerados en Ia Figura 8.

Por ejemplo, cuando se clonen las secuencias de ADN de SEC. ID.
NOS; 54, 55 y 56 en pGEX-6P-1, se expresan las siguienies secuencias
polipeptidicas como fusiones con glutatién S-transferasa {(GST).

PACAP 38: IEGRHSDGIFTDSYSRYRK

MAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK (SEC. ID. NO: 2)

VIP |IEGRHSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN (SEC. ID. NO: 1)

R3P3 IEGRHSDAVTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT (SEC. ID. NO:
B) '

En la Figura 3 se expone un mapa de restriccidn de un pldsmido tipico
que contiens [a fusién GST-péptido.

Ejemplo 7: Expresion Recombinante y Purificacion del Péptido

Se cultivaron células BL21 (Stratagena) irensformadas con la fusidn
GST-péptido que contenla pldsmidos a 37°C hasta qua la ODgy llegd 28 0,5 a
1,0 y se las indujp con 1 mM de IPTG (Life Technologies) durante 2 horas a
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37°C. 2| de células fueron centriflugados a 7.700 g por espacio de 15 minutos,
pesados y slmacenados a -20°C durante por Io menos 3 hores. Se
resuspendid ef pellet celular congelado en 100 mi de PBS helado con 250 ul de
cocktail inhibidor de la proteasa {No. Cat P-8465, Sigma Chemical) por gramo
de células, s lo sometié a ultrasonido a 3x durants 1 minuto con intanfalos de
15 segundos. Se centrifugo el desecho celular a 10.000 @ durante 20 minutos.
Se mezcié el sobrenadants con 2 mi de resina Glutatién Sepharose 4B al 50 %
{Pharmacia) en un agitador durante la noche a 4°C. Las resinas fueron
centrifugadas a 1500 g duwante 15 minutos, empaquetadas en columnas de
cromatografia Poly-Prep vacias {Bio-Rad), lavadas con 30 ml de PBS seguidas
por 10 mi de buffer de Factor Xa {1 mM de CaCl,, 100 mM de NaCl y 50 mM de
Tris-HCI, pH 8,0). Los péptidos fueron escindidos de la columma por
unidades de Factor Xa (Pharmacia) an 1 ml de buffer Factor Xa durants la
noche 8 4°C y analizados en HPLC C18 (Backman System Gold), empleando
un bucle de 2 ml y una velocidad de flujp de 2 mi/min con el siguiente
programa: 10 minutos de Buffer A (TFA 0,1 %/ Hz0), 30 minutos de gradiente a
Buffer B (TFA 0,1 %/ ACN), 10 minutos de Buiffer A, 10 minutos de gradiente y
10 minuios de Buffer A, Las fracciones pico {1 ml de cada uno) fueron
recogidés y analizadas por medio de aleclroforesis en gel de Tricina 10 — 20 %
- SDS. Las fracciones que contenian los péptidos de la Tabla 1 fueron
agrupadas y secadas. Los rendimientos tipicos son de varios cienlos de
microgramos de péptidos libres por litro de cultivo de E. coli. Los péptidos
recombinanias han demostrado fener las mismas actividades que sus
versiones sintéticas.

La siguienta fabla contiene algunos polipéptidos seleccionados
preparados de acuerdo con el pmtocolo de Sintesis de Peptidos antes
descripto (E)emplo 5) o en forma recombinante de acuerdo con lo descripto en



el Ejamplo 7. Los péptidos producidos por el método recombinante estan
indicados con una letra mindscula *r* delants de la designacién del péplido. Los

péptidos producidos por medios recombinantas y sintéticos estin indicados por
asteriscos junto a sus Numeros de Péptido. Los péptidos P3P0 y R3P4 fueron
dados @ conocer por Bolin y otros (Biopolymers 37: 57 - 68 (1995); patante de
los Estados Unidos No. 5.677.419).
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{_TR3PIF | ASOAVFTONYIRLIROLAAKKT LNDIKK ]
|_rs_ R3P34 HSOAVETDNYTRLRKOLAAKKYLNDI 30 |
i R3P3 n 7 1 DNY TRLRKOLAAX mom [*] 37
R3P368 | DONYTRLRRQLAAK 32|
[GEZT HSDAV‘-"I'DNY' '?RLRiZEmMWLNsiKK 33
SP42 HSOAVE TONY T RLRKOMAVRKKYLNSIRN <
<3 2] NYTALRCQMA LNSILK 33 ]
RIP44 [ HSOAVFTDNYTELRKQMAVKKYLNSILN
AIP4 HEDA' NYTRLR KKYLNSIL 7
3P46 SDAV N KOQLAVKKYLNSILN 38
R3Par AVE 1 MAAKICYUNSILN 35
“rRaP4B H Wmvmmnﬂ.n a0
— (R3 'F"qs_—'—"?‘ﬂnsum BRYTRLRRKOMAAKKYLNSIKN a1
R3PS0 | HSDAVF TDNYTRLFRONMAAKKYENSILK 42
TR3P31° HSDAVF TONY TRLRROMAAKKYLNSIKK 43
TR3P52 HSUAV RLRKOMAAKKYLNSIKKKRY a4
rR3P53" NYTRL LNSIKKKR 43
RS HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKKR 48
—TRAPLSY HS DAV, LRAKOMAAKKYLHSIKNKRY 47
" fR3F98 HSDAVFTONT | FLRROMAVRKY LN SIRRKIRY 1)
rRIP57 HSDAVF TONY TRLRKOMAVKKYLNSIKKKR _ a9
M3P38 HSOAVETDNY | RLEOCOMAVIOLY LNSIRKIC
[ r3Pss HSDAVF TDNY T RLRKOMAVRRYLNSIKNKRY. 1]
~ TR3P60 HSOAVE TONY I RLARQVAARRY LOSIKK
arst HSDAVF TDNY T ALRIOIAAKKYLOTIRK
R3PH_ HEDGIF [ c5Y 31 Y RKAMAVIKCY LAALKK KR
~ R3P7 HSBAVF TENY KOMAVRRVLNSLRR-Hz
[R3P15 | HSDGIFTOSYSRYRKGMAVKKYLSAVRHGQT -Hg
R3P18 HSDGIFTBEYSEYRKOMVKKYLMWQGGT-NHQ

RIPT HEDGIFTDSYSRYRKOMAVKKY LAAVKKYLAAVRHG-NH2

“R3P18 | SWCEPGWCRHSDAVE TENYTKLRKOLAAKKY LNOLKRGG |
T R3r23 HEDAVE TDNY: ALRKOLAAKKY LNDILKG.
T R3P27 A NYTRLAKOLAAKKYLNDILNGGT
T R3P28 HSOAVF TONY OLAVKKYLNOILRGGT |
[CR3F37 H T Y SRy RKOLAAKKY LADVEK R T
BGELET HBDGIFTDSY SRTRKOLAAKKY LADVK
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R3PB1 L B7
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Ejemplo 8. Sacrecidn de Insulina por isloles de ratas

El péptido R3P3 (0,1 —~ 100 nM} estmula la secracién de insulina da

islotes de ratas gislados en forma dependiente de la glucosa. Estos estudios
comparan los afecios sobre las células de los slotes del péptido R3P3 y de

GLP-1.

Se aislaron islotes de rata y se los tratd con GLP1 o RAP3 a una

concentracidn de 3 o de 8 mM de glucosa en e! medio de acuerdo con el

protocolo de isiotes de rata anies descripto en el Ejamplo 1. Como se ilusira en

las Figuras 4A - 4B, el péplidoc R3P3 intensifica considerablementie la

liberacidn de insulina de los isloles en forma dependiente de ka concentracion, y

ests efecto as similar sl de GLP-1, un conocido secretagogo de insulina.

Ejemplo. Respuesta in vivo de la insulina y la glucosa
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Como se demuestra més adelants en las Tablas 2 y 3, los polipéptklos
que activan al receptor R3 también potencia el aumento en plasma inducido por
la glucosa de los niveles insulinicos en comparacién con la glucosa solamente.
Ests aumento de la insulina provoca un concomitante dascenso de la glucosa
en plasma,

De conformidad con el protocolo del Ejemplo 2 antariormente expuesto,
se anestesiaron ratas Wistar con ayuno durante la noche con pentobarbital; se
las inyectd por via l.v. con glucosa + péptido y se las sangrd en los ojos
perforacian al cabo de 1 minutn. N = 12 ratas/ grupo. El griéfico de Ia figura 5
ilustra que el polipéptido RIP3 provoca un aumanto de Ia eliminacidn de
glucosa, que acompafia el aumento de la secracin de insulina. Se administrd
el péptido o vehiculo i.v. seguido por una carga de glucosa administrada i.p. de
acuerdo con al Ejsmpio 3. Se siguid la glucosa plasmdtica durante todo el
perfodo indicado. Como se demuestra en el gnifico, R3P3 acelerd
acentuadamente la aliminacidn de ia glucosa en sangre.

Ejemplo 10, Efecios secundarios de Diarrea

Como se describiera anteriorments en el profocolo del Ejempio 4, las
ratas en ayunas fueron inyectadas s.c. con el péptido indicado (5 nmol/ kg o 22
~ 24 nmol/kg). Cinco minutos después de la inyeccidn, se dio 0,3 mi de agua
por via oral. Cinco minutos despuds de la dosis de egus, los animales fueron
sacrificados y se determind el contenido de a-gua en el intestino delgado. Como
sa ilustra en al Figura 6, las inyecciones da VIP a las dos dosis provocamon un
marcado aumento del contenido de agua de la luz del intestino delgado con
respecto al vehiculo control (salina). A la dosis més elavada, los péplidos R3
solo provocaron un muy pequefino aumento (es decir, en tdrminos generales, 10

%) en comparacin con VIP. A la dosis de 5 nmolkg, los péptidos no

55



56

pradujeron cambio alguno en el contenido de ague del intestino delgado. El
grado de retencién de agua se utifizd como Indica de activacidn de R2 in vivo.

Ejamplo 11. Efecto de los Péptidos sobre la Tolerancia a ls Glucosa
Intraperiloneal en Ratas

Se forzd a eyunar a ratas Wistar y luego se las anestesid con
Pentobarbital. Las ratas fueron sangradas por los ojos (hora cero) y sa inyectd
el péptido (an albimina humana al 1 %) por via subcuténea. Cinco minutos
daspués, se nyectd 1 g/kg de glucosa (en salina) por via intraperitoneal, y las
ratas fueron sangradas por los ojps al cabo de 30 minutos. Se determinaron los
nivalas plasmﬁtico.s de glucosa utifizando el autoanalizador Axon, y los mismos
aparecen en la Figura 7.

La Figura 7 demuestra que [a glucosa en plasma se elevd a 160 mg/dl
per ancima de la basal (100 mg/dl) en ratas tratades con el vehiculo 30 minutos
después del IPGTT (Prueba de Tolerancia a la Ghicosa IP). En las ratas
Inyectadas con los péptidos R3P3, R3P12 y R3P13, esta elevacion de la
glucosa en plasma se redujo significativaments, comprobdndose asi sl afecto
productor de insulina. A razén de 1 nmolkg s.c., el efecto reducior de glucosa
de cada péptido fue similar al observado con una dosis equivalente de GLP-1.

Ejempio 2. Polipéplidos secretores de insulina dependiante de la glucosa

La Tabla 2 contisne una lista de los péptidos que simularon Ia liberacitn
de insulina in vivo en el ensayo IPGTT, o in vitro por medio del anélisis de los

-islotes de raias. Como se manifiesta en los datos, los péplidos aumentan la
liberacidn de insulina mediada por la glucosa fanto in vivo como in vitro.

Insulina plasmatica: los datos se expresan en términos de % de insulina
en plasma un minuto después del IVGTT (D,4 g/kg de glucosa) con salina, ©
bien con 0,1 nmolkg de P51, P55, PED, P66 o 1 nmolkg de los demés péptidos
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en ratas Wistar. Se extrajo sangre de los ojos vy s8 midié la insulina con el kit
RIA da insufina de ratas (Linco Resesrch, inc., St Charles, MO).

Glucosa en plasma: los datos sa expresan en tdrminos de % del parea
bajp la curva de vehiculo de giucosa en plasma tras la IPGTT (1 g/kg de
glucosa) tras sl tratamiento con una dosis de 1 nmolkg del péptido. Se ha
informado que PACAPZ? induce la secrecidn de insulina pero no afecta los
niveles plasmdticos de glucosa (Filipsson, K y olros, J, Clin, Endocrin &
Metabolism 82: 3083 — 3088 (1597)). Los inventores de ia presents han
demostrado, par primera vez, que esto se dabe a los efectos de R2 y R3 sobre
la tendencia a la glucosa de cancelarse enire &l. El agonista selectivo de R2
(K15, R16, L27]VIP(1-7)/GRF(8.27) (Gouriet y otros, Peptides 18: 1539 — 45
{1997)), definido comao R2P1, aumenta el nivel plasmitico de giucosa en 14 %
en tanto que los agonistas selectivos de R3 reducen el nivel plasmdlico de
glucosa en ~ 20 %. Por lo tanio, la selectividad por R3 parece ser un stributo
favorable para los medicamentos que han de ser empleados en la obtencién de
una reduccidn de glucosa en sangre, para el tratamiento de la diabetes de tipo
2

Liberacion de Insulina de los Islotes: Se aislaron islotes de ratas
Sprague-Dawley de acuardo con lo descripto en el Ejemplo 1 y se los tratd con
vehiculo o con un péptido especificado (10 nM) por espacio de 2 h. Se midid la
concentracidn de insulina en el medio con el kit RIA de insulina de ratas Linco.
-La cancantracién de glucoea en el medio era de 8 mM. Los datos se expresan
an tdrminos de % de [insulina] en 8 mM de glucosa sola. No se observaron
aumentos de la concentracidn de insulina inducidos por los polipéptidos a razén
de 3 mM de glucosa; por consiguients, la actividad liberadora de insufina de

estos polipéptidos depende de la glucosa.
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Ejempio 13. Composicion Farmacéutica — Formutacion IV

Se prepara una farmulacidn inyectable astéril con 4 mg de un polipéptica
de acuerdo con k8 SEC. ID, NO; 72 v 1 litro de salina estdril, utilizando un
proceso de elaboracion muy conocido en la técnica.

Ejemplo 14. Composicidn Farmacéutica - Formulacién IV

Se prepara una formulacién inyeclable estéril con 400 mg de un
polipéptido de la SEC. ID. NO: 174 y 1 litro de salina estéril, utilizando un
proceso de alaboracién muy conocido en la técnica.

Ejemplo 15: Efecto de los aponisias peptidicos seleclivos de los
receptores PACAP27, VIP y PACAP sobre [a frecuencia cardiaca en perros

conscientes.

Protocolo:
Se puso a permos Beagle en un cabestrillo, donde se los entrend pam

que estuvieran de pie durante hasta 3 haras. Se colocd el puiio del monitor de

frecuencia cardigca alrededor del rabo del perro.
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Se inyectd sslina en [z vena cefilica y se monitored k2 frecuencia
cardiaca cada 2 minutos para ostablec;;r una linea de base. Al cabo de 10
minutos, se inyectd el péptido y se moniiored la frecuencia cardiaca cada 2
minutos durante los 20 minutos siguientes. Se traz5 el drea bajo la curva {ABC)
para los primeros 10 minutos de cambio de frecuencia cardfaca inducido por sl
polipéptido en t&rminos de % sobre la ABC del vehiculo contra la concentracion
del polipéptido. PACAP2T y el agonista salectivo de R1 maxadilan (Moro, O., J.
Biol. Chem. 272 966 - 870 (1997)) poseen potencia similar an el aumento de
la frecuancia cardiaca. VIP, que activa tsnto R2 como R3 pero no R1, R2P1
selectivo de R2 y bs agonistas selectivos da R3 R3P0, R3P3, R3P19, R3IP36,
R3P51 y R3P53 son por io menos 10 vaces menos potentas que PACAP27 o
maxidilan. Por consiguients, el sfecto cardiovascular de PACAP27 se puede
airibuir fundamentaimente a le activacién de PACAP-R1. Todos Los péptidos
son agonistas fofales en sus respectivos receplores con afinidades
comparables. R3P0 es el andlogo de Rache RO 25-1553, que ha demostrado
exhibir una selectividad por PACAP-R3 de po'r lo menos 100 wveces con
respecto a R1 y R2 (Gouriet y otros, Peptides 18: 4030408 (1997)).

Ejemplo 18 SPA con AMP ciclico

Se aplicaron células CHO que expresaban al PACAP R3 en placas de
96 racapticulos (Costar) a 8 x 10¢ células por recepticulo y se las cultivd a
37°C durante 24 horas en a MEM + nucleésidos + glutamina (Gibco BRL), 10
% de FBS, 100 ug/mt de Pen/Estrep, 0,3 mg/ml de giutamina, 1 mM de HEPES,
0,5 mg/ml de Geneticina (Gibco BRL). Se retiraron los medios y se lavaron las
placas con PBS. Las células fueron incu_badas con un péptido, en Hepes-PBS-
BSA con 0,4 mg/ml de inhibidor de tripsina de soj, 0,5 mg/ml de Bacitracina,
10 OuM de IBMX, durante 15 min. a 37°C. Se mantuvo en cuarentena el AMP

ciclico en los extractos celulares utilizando el sistema de ensayo de
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clasificacidn diracta con cAMP SPA (Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, NJ). Los péptidos consignados en le Tabla 3 fueron analizados
pera determinar la actividad de cAMP.

La Tabla 3 da a conocer (08 resuitados de SPA cAMP in vitro en células
CHO transfectadas PACAP-R2 o PACAP-R3. La EC50 se define como la
concentracidn del polipéptido a la cual se gbliene sl 50 % de la actividad
méxima de PACAP27. "NA” indica que no se detectaron actividades. La
*Selectividad por R3” se obfiene ds la relacion de ECS0 an R2 versus la EC50
a R3. Se designa a [a mayoria de los siguientes polipéptidos sobre la base de
VIP, que ha'dermstrado carecer de actividad en R1 (Vaudry D y otros, 2000,
Pharmacological Reviews, 52 268 -324). Por lo tanto, se cree que estos
polipéptidos no poseen actividad apreciable en R1. Los péptidos designados
sobre ia base de VIP incluyen SEC. ID. NOS: 6 - 53,6265y 70 - 175.

Tabla 3
.r. o, o R
Péptdo SeciDNO RRECSO, nM R3IECS50,nM  Selectividad R3
VIP 1 0.1 0.08 13
R3PO 5 >100 0.4 >250
R3P1 8 >100 2 >S50
R3P2 Y »1000 3 >300
R3P3 2 100 0.75 130
RaPs 10 200 7 a0
R3PY 1 2 1.4 1.5
R3PS 12 40 = 2 20
Rap10 13 3 11 0.2
R3P11 14 a 3 3
R3P12 15 *100 0.5 >200
RaP13 18 1653 5 a
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—DRIPES
~» R3P8s
RIP&7
R3FP8E
R3PE%
R3P70
R3P71
RIPT2
R3PT3
R3P74
R3P75
RI76
-2 RIPTT
R3P78
RaP79
>R3PI0
R3P81
ﬁPR!PBZ
R3PB3
R3P84
R3PB5
R3P88
R3P87
R3PE8
RaPas
R3P92
R3P93
R3Fg4
R3PS8
R3pag
R3P100
R3IP101
R3P102
RAP103
RIP104
R3P10S
R3P106
R3P107
R3IP108
R3IP108
R3P110
R3PT11
RaPIt2
R3P113
R3IP}i4
R3P115
RIP178
R3P118
R3P119
R3P120
R3Pi21

T3

78
76

79
80
81

83
]
a7
a9

§1
92
oz

107
102
193
104
105
108
107
108
109
110
m
112
113
114
15
116
"7
118
119
121

123
124

80
100
100
130

>100
>100

>150
»1350
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RaP122
RaP123
R3P924
R3P125
RaP128
R3P127
R3P128
R3P129
R3P130
R3IFMAN
R3P132
R3IP133
R3P134
R3P138
RIP137
R3P139
R3P1<40
R3P141
R3IP1£2
R3F143
R3F144
RIP145
R3P1468
R3P147
R3P148
R3P4%
R3P150
R3P153
R3pP155
R3p154
RIP157
R3P158
R3P159
RIP18Q
R3P161
RaP162
RaP183
R3P1G64
RapP165
R3P166
R3p187
R3P168
R3IP169
R3P170
R3P171
R3M72
RIP173
PAC1

PAC2

PAC3

PACA

123

127
128
129
130
1,
132
133
134
138
138
137
139
140
142
143
Isd

148
147
148
149

151
152
153
158
157
158
158
180
16%
162
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154
165
166
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168
169
170
171

13
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179

o
o
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PACS 180 1.8 0.7 2
PACSE 313! NA NA

PAC7 182 NA NA

PACS 183 43 a7 !
PACE 184 0.9 o.7 !
PAC10 185 110 27 4
PAC11 188 10 140 Q1
PAC12 107 150 3 50
PAC13 188 3 0.5 8
PACT4 159 110 18 o !
PAC1S 190 24 0.2 12
PACT6 el 0.2 a.2 !
PACYY 152 0.25 0.15 1.8
PaC18 193 0.7 2.1 0.7
FACS 154 8 0.4 20
PAC20 185 20 0.7 39
PAC21 156 2s 0.24 10
PACIZ 197 2 19 0.1
PAC23 198 170 13 13
PACZe 199 0.3 0.2 1.5
PAC2S 200 013 0.04 :
PAC26 n 0.25 0.3 1
PAC27 202 1.5 11 14
fRIP174 Eor) 18 0.20 g0
RIP175 323 400 22 180
rRIP176 124 300 2.0 150
RIP1TT 325 110 18 70
(RIP178 326 80 Q.75 1o
R3P175 327 230 1.5 150
fRIP180 328 >100 8.7 >20
R3P181 320 280 51 50
RIP182 330 280 32 B0
RIP183 331 150 54 >30
R3IP184 342 10 0,37 30
R3P185 333 180 4.5 40
RIP186 334 70 1.6 At
rR3P187 33§ >130 1.6 >80
rR3P188 336 150 2.2 10
IR3IP188 as7 1.3 0.04 - 30
rR3P180 328 220 22 190
R3P191 338 >200 2.7 >80
rR3p192 340 40 0 &0 6o
rR3F183 341 200 1.9 110

Ejemplo 17. Produccién de anlicuerpos policlonales
Se ejecuts Ia sintesis del paptido Ac-CRKQVAAKKYLQSIKNKRY COOH
en un sintetizadar de péptidos de Applied Biosystems 430A empleando quimica“
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de fmoc con activacién de aminodcidos por HBTU. Se escindid sl péptido

empleando un cockiail de 84,6 % de TFA, 4,4 % de fenol, 4,4 % ds agua, 4,4 %
de ticanusol y 2,2 % de standitiol. El péptido crudo fue purificada utilizando una
columna de fase inverse C18 con un gradiente de TFA al 0,1 %/CHyCN. Se
realizd la evaluacién del ot en un espactrémetro de masas PerSeptive V
Biosysterns Voyager DE Pro MALDI. Se acoplé el rasiduo de cistaina a KLH
utilizando el kit y el protocolo de mcKLH activado con Malsimida Piarce Imject
(Piarce, Rockford, IL). Se inmunizd a conejos utiizando el siguients plan de
inmunizacion con antisuero policional:
Dia 0 - 10 ml de presangrado para detarminar el suero basal
t 250 pg de cada péptido en 1 mi de emulsibn de Adyuvante
Completo de Freurd,
0,1 mifeitio x 10 sitios por via subcutinea
Dia 14 ~ Refuerzo con 250 pg de cada péptida en 1 ml de emulsion de
Adyuvante Completo de Freund,
0,1 mlfsitio x 10 sitios por via subculdnea
Dia 21 — 35 ml de sangrado
Dia 35 - Refuerzo con 250 pg de cada péptido en 1 ml de emulsidon de
Adyuvants Completo de Freund,
0,1 mUsitio x 10 sitias por via subcutdnea
Dia 42 - 35 ml de sangrado
Dia 56 - Refuerzo con 250 pg de cada péptido en 1 ml de emulsidn de
Adyuvante Completo de Freund,
0,1 ml/sitio x 10 sitios por via subcutinea
Dia 63 - 35 ml de sangrado
Dla 77 - Refuerzp con 250 pg de cada péptido en 1 ml da emuisién de
Adyuvante Completo de Freund,
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0,1 mlisitio x 10 sitios por via subcutdnea

Dia 84 — Sangrado final

Los anticuerpos fueron caracterizados utilizando el siguiente protocolo:

Se revistid una placa Immuilon Il (DYNATECH LABORATORIES, INC.,
Chantilly, Virginia) con péptido P66 {rango de 0,3 — 100 ng) en 100 ul de buffer
de revestimiento EIA, 1,6 | de NaHCO3 0,1 M + 0,4 | de NazC03 0,1 M, pH 9,5)
por espacio de 3 horas a temperatura ambiente (TA). Se pintd [a placa con 10
ul da leche 8l 5 %, TBS- Tween 20 (10 mM da Tris pH 8,0, 150 mM de NaCl,
0,05 % de T!_neen 20 (SIGMA P-1379) durants 1 hore a TAy se la lawi 3 veces
con TBS Tween. Se introdujo en el recepticulo el anticusrpo RIPES en 100 pl
de "bloto” al 5 % (TBS-Tween 20 + leche al 5 %) durante 2 horas a temperatura
ambiente seguido por lavado con TBS Tween (repetir el lavada 5 veces). Se
agregd el anticuerpo secundario (conjugado de Fosfatasa Alcalina de canejo
anti mtén de BioRad) al recapticulo an una dilucién de 1:1000 en 100 pl de
"biotc® a1 5 % durante 1 hora. Ss lavd Is placa 5 veces con TBS Tween, Fosfato
de p-Nitrofanilo (SIGMA 104 — 105), 0,5 mg/mi de buffer de sustrato
(Dietanolamina 1 M, 0,5 uM de MgCL"6F20, pH 9,7 ¢/ HCI) en 100 ul y se
incubd a RA durante 1 hora hasta O/N. Se levd |a placa a una DO de 405 en
SPECTRAmax 250 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA).

Pera determinar si los anticuerpos producfan en conejos contra el
péptido Ac-CRKQVAAKKYLQSIKNKRY-COOH de acuerdo con el Ejemplo 17
reconocian al péplido R3P66 (SEC. ID. NO: 72), se realizd el ensayo
enzimético de inmunoabsorbencia (ELISA). Cuando los anticuerpos raconocen
un pépfido, se detecta una sefial a DO405, La figura demuestra que estos
anticuerpos reconocen a R3P66 pero no interactian con los péptidos
homdlogos PACAP-27 o VIP hasta una concentracién del péptido de 30 ug.
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Ejsmplo 18: Hipersensibilidad de las vias adreas en un Modelo de Asma
Aguda en Primates

Se mantuvo a los monos cinomolgus machos {Macaca fascicufaris)
empleados en este estudio a temperatura y humedad constantes, con un cicio
de luz de doce h;:las. Se los alimentaba dos veces por dia, excepto sl dfa del
ensayo en que se retu;'o la comida la noche antes del procedimiento. Se dio
agua a voluntad an todo momento.

Se midié la hipersensibilidad (AHR) de las vias adreas (linea de base) 1
semana antes del desafio con antigena control (sin fratamiento) y una vez mds
24 haras despuds del desaflo con el antigeno. Se midié ia hipersan;sibilidad de
las vias edreas inducida por antigenos mediante una cafda de Ia PCia (la
corcentracidn de metacolina necesaria para provocar un aumento de 100 % de
reaisiancia pulmoner) a las 24 h, en comparacién con ka linea de bass,
Despuds de 2 semanas de reposo, se malizd oira detarminecidn de AHR basal.
Una semana méds tarde, sa administraron los péptidos de la presente invencién
an forma de aerosol, 10 minutos antes ds| desafio con el antigeno. A las 24
horas, se midid una vez mds la AHR, vy 68 compan} la calda de PCig con
tratamiento con la obtenida sin tratamiento.

Procadimiento Experimental: El dia de cada experimento, se anestesié a
los animales con una mezcla da ketamina/xilazina (70,12 mg kg™ @ 0,1 mi kg™*)
cuando atn se encontraban en su jaula. Una vez inconscientes, se los llevo al
labaratorio de prin"lates. donde fueron colocadas en posicién supina sobre una
manta de aire calisnts sobre una mesa rodants, Se frotd un ungiento oftéimico
sobre cada op, y se rocio 0,2 mi de lidocaina (2 %) sobre [a laringe vy la perte
posterior de la rdquea. Las mandibulas se mantuvieron separadas por medio
de un separador de mandibulas y se insartd un tubo endotraqueal con mango

de 5,0 de calibre (con el extremo untado generasamente con gel de xilocaina, 2
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%) con la ayuda de un leringoscopio. Luago se calocs al animal en una silla de
seguridad especiaiments diseflade de manera que el rnimal estuviers
ligeramente reclinado, aunque en posicidn vertical de asiento, asegurado por
un collar en el cuslio. Una manta hidroténmica redeaba al animal,

Se conectd el tubo endotrequeal a un ventilador Harvard ajustado pam
producir 30 a 35 respiraciones por minuto. Se midib el flujo aéreq por medio de
un neumotacdgrafo Fleisch y se midid la presidn tordcica por medio da un

transductor de presidn validyne (como diferencia entre la presién en el extremo _

distal def tul_:n y la presién ambiente).

Se conectd el neumotacigrafo y vafidyne a un preamplificador y uego
en un analizador respiratorio Mi*. Empleando las sefales de flujo y presitn
primarias, el analizador computd la resistencia y elasticidad de las vias aéreas
(asi como un nimero de pardmetros respiratorios mas). Se lievd a cabo una
medicién inicial da 5 — 6 minutos para gamantizar que las sefales fueran
constantes y que los valores de resislencia y elasticidad estuvieran dentro de
limites reconocidas.

Desaflo con antigeno: Este consistié en un desafio por inhalacidn con
Ascaris suum. El extracto de Ascaris suum provisto fue diluido diez veces con
PBS para dar una solucidn da 1000 pg/ml. Se adminisind el aerosol con un
nebulizador de goteo Rainbow a presidn (Puritan-Bennett) conectado a un
respirador Bird mark 7A, ajustado para aportar 15 respiraciones por minuto, Se
administraron 30 respiraciones de antigeno, tras o cual se monitored la
broncoconstriccidn por espacio de 15 min.

Una vez finalizado el desafio, se desconectd al animal del ventilador y
cuando pudo respirar por 8i solo se lo libard de la silla de seguridad y se lo

colocd sobre la mesa rodante en posicidn supina. Cuando hubo recupserado los
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reflajos normales (pestafieo, deglucidn) junto con el tono muscular en los
miambros, se restituyd al animal & su jl;ula.

Administracion del péptido: Los pédplidos en evaluacidn fusron
administrados por inhalacién del mismo modo anterior. Se diluyeron soluciones
base de los péplidos con agua estéril para obtener una concentracién de 0,5
ug/4 ul. De las mediciones antericres sa habia revelado que el nebulizador
administraba 4ulfinhalacidn, y el nimero de inhalaciones administradas a cada
animal fue ajustado para administrar la concentracién final comrecta con al
nebulizador. Para cada péptido, la concentracidn final administrada es Ia
siguiente:

R3PO (SEC. ID. NO: 5) - 0,6 ug/ig
R3P76 (SEC. ID. NO: 82) - 3 ug/kg
R2P82 (SEC. ID. NO: 88)- 1,8 ug/kg

Desaflo con metacolina: Se llevaron a cabo curvas de respuesta a la
dosis de metacolina para evaluar la hipersensibilidad de las vias respiratorias.
En el modelo agudo, esto ss midié a +24 horas y se compard con el nivel de
respuesta obtenido 7 dias antes del tratamisnto. Se edministré un asrosol de
salina con buffer de fosfato (PBS) utilizande un nebulizador como en el Ejemplo
anterior. Se administrd el aerosol para 15 inhalaciones y lusgo ss monitoreé ka
rasistencia pulmonar durante 10 minutos.

Se prepard la metacolina (Sigma) en ura concentracién de 100 mg/ml en
-PBS y esta solucion base fue diluida con PBS a un rango de concentraciones
finales de 0,1 mg/ml a 100 mg/ml inclusive. Se administrd la metacolina (0,1
mg/ml, 15 inhalaciones) seguida por otros 10 minutos de monioreo. Se
administraron dosis sucesivas de metacolina aumentando la dosis en medio
log. a cada paso hasta qua [a resistencia pulmonar se hubo duplicado o bien
hasta que se hubo administrado la dosis mixima de metacolina (100 mg/ml).
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Se tomd |a linea de base {cero %) de resistencia como resistencia sicanzada
daspués de la administracién de PBS. El aumenton de la resistencia pulmonar
(%) y las dosis de metacolina fusron consignadas en una planilla y se calculé ka
PCoo (I dosis de metacolina que provoca un aumento de la resistencia de 100
%) a partir de un grifico de dosis contra resistencia. Estos valoras fusron
convertidos a valoras logaritmicossg. Se compard la PCyg delta {valor +24
horas — valor linaa de base) para el estudio con tratamiento con sl del estudio
con control.

La Tabla 4 iiuvstra los datos de PCyos para los tres péptidos. Como se
demuestra en los datos, los péptidos son eficacas.oontm la hipersensibilidad de
las vias aédreas inducida por antigencs y por consiguients pueden constituir una
terapia potancial contra el asma,

Tabla 4 ~ Datos de PCeq para los tres estudios con péptidos

Péplido (dosiz)
1,8 ugfkg) R3PO (0,8 ug/mg) R3P76 (3.0 ug/kg) R3P82
Deka logigPCis  Control  Tratamiento Control  Tratamienio Control  Tratamleno

N 4 4 5 5 4 4

Media® 0,087 0,325 -0,150 0,488 +0,047 0,587

sD 0,177 0,152 0,13 0.253 02381 0,329

P (M s 0,240 0,031 0,087

Control)

% Inhibicldn de 54 100 )
AHR Inducida

* Cuando mayor es el valor negativo, mas crece [a respuesta excesiva
del animal,
Todas las publicaciones y patentes mencionadas an kB memoria

descriptiva que anlecede se incorporan a la presente como referencia. Los
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axperios en la técnica consideranin svidentas (as diversas modificaciones y
variaciones de las composiciones descriptas, asl como los métodos de Ia
presente invencidn, sin apartarse del alcance y espiritu de la invencion. Si bien
se ha descripto la invencidn en conexidn con las realizaciones preferidas, se
debe entander que la invenclén reivindicada no debe limitarse indebidaments a
tales realizaciones especificas. Por cierfo, se pretende que las diversas
modificaciones de les modalidades descriptas para llevar a la prictica la
invencién, ques son evidentes para los expertos en el campo de la biologia
malecular o campos relacionados caigan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones. Los experios en la técnica sabrén reconocer, o podrén
dilucidar, utilizando sélo experimentacién de ndina, ios numercsos aquivalentss
de [as realizaciones especilicas de ia invem'ibn aqui descripta. Tales

equivalentes deben considerarse abarcados por las siguientes raivindicacionas.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en SEC. D
NOCS: 11 a 14, SEC. ID. NC: 18, SEC. ID, NOS: 21 a 25, SEC. ID. NOs 32a 36,
SEC. ID. NOs: 40 a 53, SEC. ID. NOs: 57 a 61, SEC. ID. NOs: 63 a 99, SEC.
ID. NOs: 102 a 119, SEC. ID. NOs: 121 a 137, SEC. ID. NOs: 139 a 177, SEC.
ID. NOs: 179, 180, SEC. ID. NOs: 183 a 202, SEC. ID. NOs: 322 a 341 y bbs
fragmentos, derivados y variantes de los mismos, )

2, Un polinucledtio que codifica un polipéptido de acuerdo con la
reivindicacién 1, o una varianta egirg_m_yfdel mismo.

3. Un vector que comprende un polinucieétido de acuerdo con ia
reivindicacién 2.

4, Una célula huésped que comprende un vector de acuerdo con la
reivindicacion 3, _

5. Un método pana producir un polipéptido, que comprende:

a) cultivar la célula huésped de acuerdo con (a reivindicacion 4 en
condiciones adecuadas para la exprasidn de dicho polipéptido y

b) recuperar el polipéptido del cultivo de células huésped.

8. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de
acwerdo con la reivindicacin 1 en combinacidn con un wehiculo
farmacéuticemente aceptable.

7. Una composicin para terapia génica gque comprende un
polinucledtido de acuerdo con la reivindicacidn 2 en combinacidn con un vector
de ierapia génica terapéuticaments sfectivo.

8. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacidn 1 en el cual dicho
polipéptido esté representado por SEC. ID. NO: 18

9 El polipédptido de acuerdo con la mivindicacidn 1 en el cual dicho
polipéptido estd representado por SEC. ID. NO: 32. /
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10. El polipéptido de acuerdo con la rejvindicacién 1 en el cual dicho
polipéptido estd representado por SEC. ID. NO: 43. /

11. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cusl dicho
polipéptido esté representado por SEC. ID. NO: 45.

12. El polipéptido de acusrdo con la reivindicacidn 1 en el cual dicho
polipéptido esti representado por SEC. ID. NO: 47. /

13. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 en el cual dicho
polipéptido estd representado por SEC. ID. NO: §0.

14. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacidn 1 en el cual dicha
polipdplido esta representado por SEC. ID. NO: 52./

15. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacidn 1 en el cual dicho
polipéptido ests representado por SEC. ID, NO: 71.

16. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cus! dicho
polipdptido asté reprasantado por SEC. ID. NO: 72, 7

17. E! polipéptidoc de acuerdo con la reivindicacidn 1 en e! cual dicho
polipdptido esta representado por SEC. ID. NU: 83, /

18. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual dicho
polipéptido est4 representado por SEC. ID. NO: 86.

18. El polipéptido da acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual dicho
polipéptido ests representado por SEC. 1D, NO: 87. - )

20. U m?doa fratar un(ﬁfston; rr;hbélim en un mamifero que
-comprende ﬁ"linisu:cién e dicho memifeo de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un péptido seleccionado entre el grupo que
consiste en SEC. ID. NO: 18, SEC. ID. NO: 32, SEC. ID. NO: 43, SEC. ID. NO:
45, SEC. ID. NO:; 47, SEC. [D. NO: 50, SEC. ID. NO: 52, SEC. 1D. NO: 71,
SEC. ID. NO: 72, SEC. iD. NO: 83, SEC. ID. NO: 86 y SEC. ID, NO: 87.
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21. El método de acuerdo con la reivindicacién 20 en el cual dicho

trastorna metabdlico as la diabetes de tipo 2.
22. El método de acuerdo con la reivindicacidn 20 en el cual dicha

cantided terepéuticamente efectiva oscila entre aproximadaments 0,1 ughkg a
aproximadamentsa 1 mg/kg.

Z3. El método de acuerdo con la reivindicacién 20 en el cual dicho
trastomo metabdlico es al estado prediabdtico de bolerancia a la glucosa

deteriorada.

-M’b

24. Una vifiantg det péplido intestinal vesoactivo que tiene una de las Clcd -

sstructuras de la Figura 1, y los equivalentes funcionales de la misma.

25. Un método pama estimular la liberacidn de insulina en forma
dependiente de la glucosa en un mamilero que lo necesita mediante la
adminisiracidn a dicho mamifaro de un polipéptido saleccionado enire el grupo
que consista en los polipéptidos de ia figura 1.

28. Un método para tratar 6l asma en un mamifero, que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamenta efectiva de un
péptido seleccionado entra el grupo que consiste en SEC. ID. NO: 18, SEC. ID.
NO: 32, SEC. ID. NO: 43, SEC. ID. NO: 45, SEC. ID. NO: 47, SEC. ID. NO:
50, SEC. ID. NO: 52, SEC. ID. NO: 71, SEC. ID. NO: 72, SEC. ID. NO: 83,
SEC. ID. NO: 86 y SEC. ID. NO: 87.

27. Un anticuerpo purificado que se liga especificamente al polipéptido

de acuardo con la reivindicacion 1.
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umen
Esta invencién presenta novedasos péptidos qua funcionan in vivo para
" sstimular la liberacin de insulina de las células beta pancredticas en forma
depandiente de [a glucosa. Se ha demostrado que estos péptidos secretagogos
de insulina estimulan la liberaciin de insulina en las cdlules de islotes de ratas
in vitro & in vivo. Los péptidos de la presente invencién proporcionan una nueva
terapia para pacientes con secrecidn de insulina disminuida, en especial
diabéticos de fipo 2. En especial, la invencién es un polipéptido seleccionado
entre un grupo especifico de polipéptidos relacionados con VIP/PACAP, o
aquivalenhs- funcionales de! mismo. La invencién se refiere asimismo a un
método para tratar una enfermedad metabdlica en :lm mamffero que comprarde
administar una cantidad terapéuticamente efectiva de los péptidos
secretagogos de insulina a dicho mamifero. También se describen métodos
para praparar los pdptidos, tanto recombinantes como sintéticos.
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R3P3

R3PS~
R3IP10
R3P11
R3P19
R3p22
R3P24
R3P25
R3rag
R3P29

"R3P30

R3P30
rR3P4
rR3Pa
MIP43
RiP44
fR3Pa8
Map4s
rR3P30
rRapPs1-
rR3P52
rRAPS3
rRIP54
rR3pPs5-
RAPSE
rRIPs7
rRaAPS8
rR3p5%
R3PE0
rR3IP8]
RaPa
R3P7
R3P18
RIMA
RaP17
R3P23
R3IP27
R3P28
R3IP37
R3P3A
RIP3I9
R3P40
R3PE2
R3P85

R3P&7
R3PS8
RIPSH

" R3PTH

R3PT1
RIP72

‘R3P73

RaP74
R3P78
RIPTH
RapP77
30%3C1P2
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HSDAVETDNYTRLRKOMAVKKYLNSIKK-NH,
HSDAVFTONYTRLRKOMAVKKYLNSIKKRGGT
ASDAVFTENYTKLRXOLAAXKYLNDLLNGGT
HSDAVFTDNYTKLRKOLAAKKKYLNDILNGGT

HSDAVFTENYTKLRKOLAAKKYLNDLKKAGTSWEEPGWCR

HSDAVETDNYTRLAKOLAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTONYTRLRKQLAAKKCYLNDIKNGAT
HSDAVFTDNYTRLREQLAVKKYLNSIKKGGT
HEDAVF TDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLREOLAVKKYLNDIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKNGGT
HIDAVFTDNYTRLRKOLAAKKYLNDIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVIOCYLNSIIIC
HSRAVFTDNYTRLREKOMAVKKYLNSIKN
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAVKKYLNSILK
ASDAVFTDNY TELRKOMAVKKYLNSILN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKICYLNDILN
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKIKYLNSIKN
REDAVFTDNYTRLERKQMAAIKICYLNSILK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKK
HBDAVFTONYTRLAKQMAAKKYLNSIKKKRY
HSDAVFTONYTRLRKOQMAAKKYLNSIXKKR
HSDAVFTDONYTRLRKQMAAKIKYLNEIXKK
HSDAVFTONYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY
HSPAVFTONY TRLRKQMAVKKYLNSIKKKRY
HSDAVFTRORYTRLRKQMAVIICYLNSIKKKR
HSDAVFTDONYTRLRKQMAVKKYLNSIKKK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTONY TRLRKOVAAKKYLOSIKK
HSDAVEFTDNYTRLRKQIAAKXYLOTIKK

HEDGIFTESYSRYRKOMAVKKYLAALKKKRYKQRVKNK

HSDAVFTENYTRLAKGMAVKKYLNELKK-NH:

HSDGIFTDSYSRYRKOMAVIIKYLSAVRHGGT-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKOQGGT-NH:
HSDGIFTDSYSRYRKOQMAVIKKY LAAVKIKCYLAAVRHG-NHx

HE8DAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLRDILKGGT
HIDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDILNGGT
HEDAVFTONYTRLRKOLAVKKYLNDILKGGT
HSDGIFTDSYSRYRKOLAAKKYLADVHKGGT
H3DGIFTPSYSRYRKQLAAKKYLADVKK
HADGIFTDSYSRYRKALAVKKYLAAVKK
HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVKK
HSDAVFTDNY TRLRKQVAAKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKAOMAAKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLOSIKNKRY
HIDAVFTONYTRLRKOQLAAKKCYLNTIKNKRY
HSDAVFFDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY
HIDAVFTDNY TRLRKQMAAKICYLOSTKN
HBDAVFTDN‘YTRLRKQBMMLN’“KNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKKYL NTIKNKRY
HSDAVFTDNY TRLRKOMAAHRYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKHYLNS
HSDAVFTDQYTRLRKOLAAMKYLNTI
HSDAVFTDOQYTRILRKOLAAKHYLNTIKNKRY
HSDAVFTONYTRLREKQVAAKKYLQSIKKKR
7
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Rip7a
RapP78
R3PBO
R3P81
R3P82
Rapa3
R3PB4
R3P3S
R3P86
R3IP87
RoPad
R3pas
RIPI
R3p9Sa
R3PO3
R3IFO4
rRapas
rR3P100
rRAP1IO
R3ap102
rR3pP103
rRIP104
Rap10s
rR3P106
rR3p107
rRap10a
rR3P1D9
rR3P110
MRIP111
mRIp112
RAP1113
Mm3P114
R3P11§
rR3P114
rRap118
rR3P119
rR3P120
R3P121
R3pP122
tR3P122
R3IP124
rRap12s
rR3P126
R3P127
rR3P128
rRar129
rR3pP13a
rR3P13%
R3p1a2
Rap133
rR3P134

- fR3p138

R3P137
rR3P138
MR3P139

‘TR3P140

R3P141
rR3P142
TRAP143

3052C7P2
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HSDAVFTONYTRLRRKOQVAAKKY LN SIKKKR
HADAVFTONYTRLRKOVAAIOCYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOQVAVKKYLQSIKIQR
HSDAVFTDNYTRLRKOVAVKKYLQSIKKK
HSDAVFTONYTRLRKOVAVKKYLQSIKNKRY
HEDAVFTDNYTRLRKOVAAKKYLOSILKKRY
HSDAVF TENYTRLRXOVAAKKYLQSILICKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLOSILKK
HSDAVFTONYTRLREKOQVAAXKYLQSIKNK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKRY
HO0AVFTONYTRLRKOQVAVKKYLQSILKKR
HSDAVFTENYTRLRIKQVAVKKYLQSILKK
HSDAVFTDNYTRLRKOQVAVXKYLOESIKNK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAANKYLOQSILNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOVAAKKYLQSILNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQVAAXKYLQSILNK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAEKICYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAFIOCYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGICYLNSIKNKR
HSDAVFTDONYTRLRKOMAHKKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAIKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAKKKYLNSIKNIR
HSDAVFTDNYTRLREKQMALKKYLNIIKNKR
HEDAVFTDNYTRLRKOMAMKICYLNSIKNKR
HBDAVFTDNYTRLRKOMANNIKCYLNSIKNKR
HBDAVFTDNYTRLARKOMAPKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRIKOQMAQKKYLNSIKNKR
HSDAVETDNY TRLRKOMARKXYLNSIKNKR
HISDAVFTDNYTRLREKOMASKKYLNSIKNKR
HEDAVFTONY TRLRKQMATIOCYLNSIKNICR
HEDAVFTDNYTRLRKQMAVKICYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAWKICYLNSIKNKR
HSDAVFTONYTRLRKOMAYKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAAKICYLNSIANKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIDNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIENKR
HEDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIFNKR
HSDAVPFTDNYTRLRKOMAAKICYLNSIGNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIHNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIINKR
HSDAVFTDNY TRLRKOMAAKICY LNSIMNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSINNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIPNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKY LNSIQNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIRNKR
HSDAVFTONYTRLRIKQMAAKKCYLNSISNKR
HSDAVFTDNY TRLRKOMAAIKICYLNSITNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIVNKR
HSDAVFTONYTRLRKOMAAKKYLNSMWNKR
HEDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIYNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAAKKYLNSIKNAR
HSDAVFTDONYTRLRIQMAAIGYLNSIKNDR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNER
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNFR
HSDBAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNGR
HSDAVFTONYTRLRKOMAAKKYLNSIKNHR
HSDAVFTONYTRLRKOMAAKKKYLNSIKNIR
HIDAVFTDNYTRLRKOQMAANICYLNSIKNLR
HSDAVFTDNY TRLRIKOMAAKKYLNSIKNMR

48
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137
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132
133
134
135
138
137
130
140
141
142
143
144
145
148
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rR3Pids
rR3P145
rR3P148
rR3P147
RaP148
(R3IP149
MR3P150
(RIP151
RIP152
rRAP15§3
map14s

rRIP168 -

R3IpP157
rR3pP15a
mRartss
rR3P16D
rR3p1a1
rR3P162
R3P163
rRIP154
RiFI159
rR3P4158
rR3P187
rRIF188
fR3P169
rR3P170
m3IPIT
Rap172

RiIP173

rRIF17a
rR3P173
R3P176
AP T?
MR3P178
RIP1T9
rR3P180
rR3pia1
R3pP1a2
fRIP183
rR3p184
rR3P1a5
rR3P180
rRar187
rRIP18A
rRAP189
R3990
rR3P191
rRIP192
rRIP193
PACY

PAC2
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HEDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNNR
HIDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNPR
HSDAVFTPNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNQR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNRR
HSDAVFTONYTRLAKQMAAKKYLNSIKNSR
HSDAVFTDONYTRLRKOMAAKKYLNSIKNTR
HEDAVFTONYTRLRKQMAAKICYLNSIKNVR
HEDAVFTONYTRLRKOMAAKKYLNSIKNWR
HE0AVFTONY TRLRKOMAAKKYLNSIKNYR
HSDAVFTONYTRLRKOMAAIKYLNSIKNKA
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKD
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKE
HSDAVFTONY TRLRKQMAAKKYLNSIKNKF
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKICY LNSIKNKG
HSDAVPTONY TRLRKOMAAKKYLNSIKNKH
HSDAVFTONYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKI
MSOAVFTONYTRLAKQMAAXKKYLNSIKNKK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKL
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKM
HSDAVFTDNYTRLRXQMAAKKYLNEBIKNKN
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKP
HSDAVFTONYTRLREKOMAAKKYLNEIKNKQ
HSDAVFTDNY TRLRKOMAAKICYLNSIKNKS
HSDAVFTDONYTRLERKOQMAAKKYLNSIKNKT
HSRAVFTONYTRLRKOMAAKKCYLNSIKNKY
HSDAVFTDNYTRLRKGMAARKYLNSIKNKW
HSDAVFTONY TRLRKOMAAKKYLNSIKNKY

HSDAVFTDNYTRLRKOVAAKKYLQSIKNKRYSWCEPGWCR

HSOAVFTDOYTRLRKEVAAKKYLESIKDKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNRI
HSDAVFTONY TRLRKOQMAGKKYLNSIKNRI
HSDAVFTONYTRLAKAMAKKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRXQMARKKCYLNSIKNRI
HSDAVFTONYTRLRKOMASKICYLNSIKNR!
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAGKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAKKICYLNSIPNRI
HSDAVFTONYTRLRKQMARKICYLNSIPNR(
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAGKKYLNSIONRI
HSODAVFTONYTRLRKQMAKKKYLNSIQNRI
HSDAVFTONYTRLRKOMARKKYLNSIQNRI
HSDAVFTONYTRLRKOMASKICYLNIIQNRI
HIDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIRNRI
HSDAVFTONYTRLARKOMAGKKYLNSIRNRI
HEDAVFTONYTRLRKOMAKKKYLNSIRNRI
HSOAVFTONYTRLRKQMARKICYLNSIRNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMASKKYLNS(RNRL
ESDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVL-NHx
HKDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDKIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
MSDGKFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVL-NHz
HSOGIFTKSYSRYRKOMAVKICYLAAVL-NHy
HEOGIFTDKY SRYRKOMAVEKYLAAVL-NHy
HIPGIFTPDSKSRYRKOMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYKRYRKOMAVKIKYLAAVL.-NH,
HSDGIFTDSYSEYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYSRKRKQMAVIOCY LAAVL-NH,
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320

328
329

m
m
333
k]
335
ais
337
338
39
30
M1
176
177
178
180
183
164
185
188
187
189



. pGex6P-1/rR3P3
Haell

Hinell

Hindlll
EcoRV

Haell

4/ Noll
Bbsl

Mhul o
ApaLi _

Figure 3

5053CIP2 51



Muitiple Induccién de Insulina
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J

(mean % s.e.m.)

Multiple induccién de in

5053CIP2

5.
«¢~ 3 mM Glucose

—0— 8 mM Glucose

o

P L o

[GLP-1] nM
Figure 4A
[
{ =k~ 3 mM Glucose
4+ —%— 8 mM Clucose
J
3
21
1
0- Y T Y T T
G3 G8 0 0.1 I 10 100
[R3P3] nM
Figure 4B
52

R)



10

Glucosa en plasma gyg:qy

Agua intestinal (g)
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Aumento de Glucosa en plasma (img.:dl)
30 minutos después’ [PGTT
o
o
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Fig. 7
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rPACAP 27 (SEQ ID NC 203)
GOATCCATCOAMGATCGTCACTCCGATGGTATCTTCACCGACTCCTACTCGAGGTACC
GCAAGCAGATGGCT TAAAGAAATATCTAACTGCAGTTCTGTAATGACTCGAG

PACAP 38 (BEQ 1D NO: 54)
GOATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGATGGTATCTTCACCGACTCCTACTCTCGGTACCA
CAAGCAGATGGCTGTAMGAAATATCTAGCTGCAGTCCTAGGCAAACGTTACAAGCAAC
QCGTTAAMACAAGTAATGACTCOAR

MP (8EQ 1D NO: 55)
GGATCCATCOAAGGTCOTCACTCCGACGCTGTTTTCACCAACAACTACACOCGTCTGE
GTAAMACAGATGGCTATTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTAAACTAATGACTCGAG

iR3P3 (SEQ 1D NO. 58)
GRATCCATCBAAGGTCGTCACTCCGATGCTGTTTTCACCGAAAACTACACCAAGCTTCG
TAAACAGCTGOCAGCTAAGAAATAGE TCAACGACCTGAMAAGG GC GG TACCTAATGAC
TCBAG

fR3IPS (SEQ ID NO: 204)

OAATCCATCAAMGETCATCACTCCAACACTATTT TCACCAACAACTACACACATCTAC

g'.II" AACAGATGGCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAGGCOGTACCTAATGA
CGAG

I‘R3P1 2 [SEQ ID NO: 205)
TGGAAGGTCGTCACTCCGACGC‘TGTTTTCAGCGACAACTACAGGCGTCTGC
gmAGCTGGCTGOTAAGMATACCTMGACATCAAGMAGGTGGCACCT AATGA

rRaPII (SEQ 1D NO: 206)
GGATCCATCGAAGGETCEGTCACTCCRACACTATTITCACCGACAACTACACGCGTCTGE
ATAAACAGC TGGCTGCTAAGAAATACC TGAACGACATCAAGAAATAATGAL

rRIP41 (SEQ ID NO. 207)
GGATCCATCBAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGTTAAGAAATACC TBAATTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3aP42 (SEQ ID NO. 208)

GRATCCATCGAARBTCATCACTCCGACGCTATT T TCACCGACAACTACACGCGTCTGE
CTAAAGNACATCCCTCTTAACAAATAC M TRAATTCCATCAAGAACTAATGACTCGAG

IR3P43 [SEQ ID NO. 209)
GGATCCATCGAAGATCATCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTAC
ATAAACAGAT GGLTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAAATAATGACTCGAG

fRIP44 (SEQ ID NQ: 210)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGALGCTGTTTTCACCGACAACTACACGGAALTGC
GTAAACAGATGACTG TTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTLBAG

rRAP4S (SEQ ID NO: 211)
GGATCCATCGAAGATCOTCACTCCGACGCTGTTT ICACCGACAACTACACBCETCTGC
GTGAACAGATGECTGTTAAMSAAATACCTAAATTCCATCCTAAACTAATAACTCGAG

TR3P48 (SEQ 1D NO: 2712)

GGATCCATGGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACGGMT ACACGCGTCTGC
GTAAACAGCTGGCTGTTAAGAAATACCTBAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG

5053C1r2 53
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rRIPA7 (SEQ ID NO: 213)
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG

fR3P4A (SEQ ID NO: 214)
GAATCCATCGAAGGTCGTCACTCCAACACTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
ATAAMCAGATGGCTGTTAAGAAATACC TAAATGACATCCTGAALTAATGACTCGAG

IR3IP4A9 {SEQ 1D NO: 215)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCBACGCTGTTTTCACCAACAACTACACGLGTCTGC
GTAAACAGATGACTACAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACTAATGALTCGAQ

rRAP50 (SEQ ID NO: 216)
AGATCCATCGAAGOTCGTCACTCCGACGCTGTTTITCACCGACAACTACALACBTCTGC
GTAACAGATGGCTGCAAMGAMTACCTAAATTCCATCCTGAAATAATGACTCGAG

fRAP31 (SEQ 1D NQ: 217)
GGATCCATCGAAGGTCAGTCACTCCOACACTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTAC
OTAAACAGATGGCTBCAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rRIP52 (SEQ 1D NOQ: 218)
GGATCCATCAAAGGTCBTCACTCCGACGCTATTTTCACCAACAACTACACACATCTGC
g;MACAGATGGCTGMMTACCTGMTTGCATGMMCGTTACTMTGA

rR3PS3 (SEQ ID NO: 219)
GGATCCATCOAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCBACAACTACACGCATCTAC
ATAACAGATGGCTGCAAAGAATACCTOAATTCCATCAAGAAAAAGCGTTAATGACTC

rRAPS4 (SED 1D NO, 220) :
GOATCCATCGAABGTCGTCACTCCGACGCTGYTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTRAATTCCATCAAGAAMAAGTAATGACTCGAG

R3pss (s ID NO: 221)
GRATCCATCOAAGGTCG TCACTCCGACGCTRTTTTCACCAACAACTACACGCGTCTGS
g;mmmrcemmvmcrmmcarcmcuscmmuma

rRIPS6S (SEQ ID NO: 222)
QGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCAACGCTATTTICACCGACAACTACACGCGTCTGS
_IG_":I'MACAGATGGCT ATTAAGAAATALCTGAATTCCATCAAGAAAAAGCETTACTAATGAL

rRIPET (SEQ IO NO; 223)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCAACGCTGTTTTCACCAACAACTACACECATCTGE
GTAAACAGATGRCTOTTAAGAAATACCTAAATTCCATCAABAAAAAGLGTTAATGACTC

rR3P58 (SEQ D NO: 224)

" GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTATTTICACCGACAACTACACGCGTCTGC

GTAAACAGATGGCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGTAATGACTCGAG

rRAPSA (SEQ 1D NO: 225)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTTTTCAGCGACAACTACACGCATCTGC
TG;' AAACAGATGGCTOTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACAAGCGTTACTAATGAC

5053CIP2 56
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rR3P50 {SEQ 10 NO: 225)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTTTTCACCCGACAACTACACGCTCTTAAG
AAAACAGGTTGCTGCAALGAAATACCTGCAGTCCATCAAGAAATAATBACTCGAG

rRIPE1 {SEQ ID NO: 227; .
GGATCCATCOGAAGGTCGTCACTCCOACGCTGTI T i CACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAAACAGATCGCTEGCAAMMGRAAATACCTGCAGACTATCAAGAAMATAATGACTCGAG

tR3IPB2 (SEQ 1D NO: 223)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGE TGTT T TCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAMACAGGTTGCTGCAAAGAAATACCTAAATTCCATCAAGAAATAATGALCTCQAG

rR3IPEI {SEQ ID NO; 229)

- QGOATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGY T T TCACCGACAACTACACGCSTCTGE

GTAAACAGATGGCTGCAAMGAAATACCTBAACTCCATCAAGAACAAGCATTAATGAGAA
e

rRIP71 (SEQ ID NO: 230) . .- ;
GBATCCATCGAAGOATCGTCAGTCCGACGCTGTTITCACCGACCAGTACACGCGCTTAA

gTA‘A:AACAGATGGGTGCAMGMATACCTGMﬂGGATCAAGMGAAGCGTTACT AATGA

rR3IP98 (SEQ ID NO: 211)
GEATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAAACAGATGGCTGACAAGAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT
TC

(R3IP99 {SEQ ID NO; 232)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTATTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
Tmcasc ATGGCTGAGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT

tR3IP100 (SEQ 1D NO: 233)
GGATCCATCOAAGGTCGTCACTCCGACGEYGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAMACAGATGOCTTTCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCBTTAATGAGAATT
C

MR3P101 (SEOQ 1D NO: 234)
QOATCCATCOGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTT T TCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAAACAGATGGCTGGCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT
TC .

(R3P102 (SEQ ID NO: 215)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAAACAGATGGE TCACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT
TC

fR3P103 {SEQ 1D NO; 238) '
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGETGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAAACAGATGG CTATCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCG TTAATGAGAATT
c - :

tR3IP104 (SEQ ID NO: 237)
GGATCCATCGAABGTCGTCACTCCGACGCYGTTTTCACCGACAACTACACGCGETTAAG
AAAACAGATGGCTAAAAAGAAATACC TBAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATT
c [ —
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rRIPI0S (SEQID N -238)
GGATCCATCGAARBTCGTCACTCCRACGCTGTTTTCACCAACAACTACACGCGCTTAAG
TASMGAGATGGCTCTGMGMATMCMTCGATWWMTGA@MT

fR3IP106 (SEQ ID NO: 239)

GGATCCATCAAAGGTCGTCACTCCAACGLTGTTT ICACCGACAACTACACGCGCTTAAG

#MACAGATGGC’T ATGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT
C

fR3IP107 (SEQ IP NO: 240)
OCATCCATCEGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
#eAAGAGATGGCT AACAAGAAATACCTOAALTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT

R3P108 (SEQ 10 NQ: 241)

GBGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG

?AMCAGATGGCTCCGMGMATACCTGAACTCCATCMGMCMGCGﬁMTGAGMT
C

rR3P109 (SEQ 1D NQ: 242)
GGATCCATCRAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT FCACCBACAACTACACGCGCTTAAG
%?MCAGA‘I’GGOTCAGAAMTACCT QAACTCCATCAAGAACAAGCATTAATGAGAAT

rRIP110 (SEQ 1D NO: 243}

GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGETATTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG

?MACAGATGGCTCGCMGAMTACCTGMCTCCATCMGMCGTTMTGAGAAT
C

rRIP111 (SEQ ID NO:; 244)
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACACTGTTTTCACCGACAACTACACACGCTTAAG
AAAACAGATGGCTTCCAAGAATACCTCGAACTCCATCAAGAACAAGCATTAATGAGAAT
TC

rRIP112 (8EQ ID NO 248)
GGATCCATCOAARGATCATCACTCCAALGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGCTTAAG
AAMCAGATGGCTACCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT
TC -

M3P113 (SEQ ID NO: 240)
BAATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTATTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG
TASMGAGATGGCTGMMATACCTGMCT CCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT

rR3P114 (SEQ 1D NO: 247)
GAATCCATCGAAGGTCATCACT! GCGACGCTGTI'ITCACCGACMCTACACGCGCTT AAQ
%AN:AGATGGCTTGGAAGAMTACCT GAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAAT

(RAP115 (SEQ 10 ND. 248)
GGATCCATCBAAGGTCGTCACTCCGACGCTATTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAG

) gAMCAGATGGCTT ACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATT

5053C1P2 b1 ]
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RIFIIB(SEQID N - 249)
GGATCCATCOAAQAGTCSTCACTCLCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGLAAACAAGCGTTAATGAGAA
TTC

(RIP118 (SEQ ID NO: 250)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCBACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
?ITCMAGAGATGGCTGCMAGMATACCTGMCTCCATCGACMCAAGCGTTMTGAGM

fR3IA119 (SEQ 10 NO: 237)

GGATCCATCGAACG TCATCACTCCRACGCTEGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGC TGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGAGAACAAGCETTAATGAGAA
TTC

tRIP120 {(SEQ 1D ND. 252)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCTTCAACAAGCGTTAATGAGAA
e

tRIP121 (SEQ 1D NO: 233)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCLOACGCTETTITCAGCCAACAACTACACGCOTCTOC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGGCAACAAGCGTTAAIGAGAA
TTC

fn‘gzrzz (SEQ ID NO: 254) . . .
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITICACCGACAACTACACGCGTCTGE
E;AQAQ\GATGGGTGGMAGAMTACGTGMGTCGATCGGCMWGCGWANGAGA

rRIP123 (SEQ 10 NO: 255)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTITICACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGC TGCAABAAATACCTGAACTCCATCATCAACAAGCGTTAATGAGAA
TIC

tRIP124 (SEQ (D NO- 256)
GCATCCATCGAAGGTCGTCACTCEGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAMCAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCATGAACAAGLGTTAATAAGAA
TTS

rR37124 [SEQ ID NO- 257) ’

GG ATCCATCGAAGGTCG TCACTCCGACGETGTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGE
G TAAACAGATGACTGCAAAGAAATACCTGAACTC CATCAACAACAAGCGTTAATGAGAA
e

MR3P126 {SEQID NO; 258) .
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTARACAGATGGCTGCAMGBAAATACCTGAACTCCATCCCGAACAAGCGTTAATGAGAA
TIC

(RIP127 (SEQ ID NO: 259}

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCLGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACC TGAACTCCATCCAGAACAAGCETTAATGAGAA

-—
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R3P128 (BEQ ID NO: 280)
GGATCCATCAAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCAACAACTACACGCATCTAC
'lG'I'T SMCAGATGGCT CCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAGGAACAAGCGTTAATGAGAA

FR3IP129 (BEQ 1D NC: 287)
GAATCCATCGAAGATCABTCACTCLGACGLTGTTTTCACCGACAACTACACBCGTCTGC
%TSAACAGATGGCTGCMAGAMTAC CTGAACTCCATCAGCAACAAGCGTTAATGAGAA

rR3P130 {SEQ ID NO: 262)
GGATCCATCAAAGETCGTCACTCCBACGCTBTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
WmmmrmmmmMTwsmmcmmm

rR3P131 (SEQ 1D NO- 263)
GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGALGCTEGTTTTCACCGACAACTACACGCETCTGE
GTAAACAGATGGCTGCAAGAAATACCTOAACTCCATCATRAACAAGCATTAATGAGAA
TIC

rR3P132 (SEQ 1D NO: 284)
GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCEGTCTGE
GTAAMCAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCTGGAACAAGCGTTAATGAGAA
TG

IRIP133 (SEQ ID NO 255)
GGATCCATCRAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
% AAACAGATGACTGCAAABAAATACCTAAACTCCATETACAACAAGCGTTAATGAGAA

RIP134 (SEQ ID NO; 268)
GQATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGETGTY T TCACCGACAACTACACACETCTGC
GTAAACAGATGGCTOCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACBCOCGTTAATGAGAA
e

rR3IP138 (SEQ ID NO: 267)
GGATCCATCAAAGGTCAGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGOCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAAC GACCGTTAATGAGAA

R3P137 (SEQ 1D NO: 2BE)
QOATCCATCGAAGGTCGTCAGTCCGACGCTGTTT ICACCGACAACTACACGCATCTAC
ATAAACAGATGGCTECAAABAAATACCTAAACTCCATCAAGAACGAACGTTAATGAGAA

rR3P138 (SEQ ID NO; 260)
GGATCCATCBAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCATCTGC
WmmWTmmwmmmﬂMTm

fR3P139 (SEQ ID NO: 270)

" GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCAACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCATCTGL

GTAAACAGATGGCTAGCAAAGAAATACCTEGAACTCCATCAAGAACGGCCGTTAATGAGAA

5053C1r 50
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MRIP15Q (SEQID NO 271}
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGETGTTT T CACCGACAACTACACGCGTCTGC
?_'rrcAMI:AGATGGCTGCMAGMn' TACCTGAACTCCATCAAGAACCACCGTTAATGAGAA

R3IP141 (SEQ 1D NO; 272)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
%Mcmarcecrawemuccmucrcc-\rcmmccsrrumacm

RIP142 (SEQ D NO: 273)
GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGC
CTAAMACAGATGECTGCAAMGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCTGCETTAATGAGAA
TTC

tR3IP143 (SEQ 10 NO: 274)
GGATCCATCOAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGE
1G1TSAACAGATGGCTGGMAGMATACCTGMCTCGATCMGAAGATGCGTTMTGAGM

IRIP144 {(SEQ 10 NO- 275)
GGATCCATCAMGGTCGTCACTCCGACGCTGTITICACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAACCGT TAATGAGAA
e

rR3P145 (SEQ 10 NO: 276}

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCBACAALTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAMMBAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCCGUGTTAATGAGAA
TTC

rRIP 148 (SEQ 10 NO: 277)

GGATCCATCGAAGGTEGTCACTCCGACGCTGTT TTCACCGACAACTACACGCGTCTGC

%" AAACAGATGGCTGCAAAGAAMMTACCTGAACTCCATCAAGAACCAGCGTTAATGAGAA
C

tR3P147 (SEQ ID NO: 278)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGALAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGELGTTAATGAGAA
TTC

MRIP148 [SEQ 1D NO: 279)
GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAGCCGTTAATGAGAA
TTC

rRAP159 (SEQ 1D NO: 220)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGETGTTTTCACCGACAACTACACGEGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACACCCGTTAATGAGAA
e

. iRIP150 (SEQ 1D NO: 2811

GGATCCATGGMGGTCGTCA.CTCCGACGCTGﬁTI-'CACCGAGA'ACTAGACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACGTGCGTTAATGAGA

ATTC
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MIP151 (SEQ IO N ; 282)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCLGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCETCTGC
g'rTéAACAGATGGCTGCMAGAMTACCTGMCTCGATCMGMCTGGCGTI'MTGAGM

rR3P152 [SEQ ID NO; 283) ]

GRATCCATCGAAGSTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE

?}'MACAGATGGCTGCAMGMATACGTGAACTCCATGAAGAACTACCGTTMTG—\GM
C

IRiAP153 (SEQ 1D NO, 284)
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAMCAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGCGTAATGAGAA
TIC

rRIP155 {SEQ IO NO: 285)
GGATCCATCBAAGGTCGTCACTCCGACGETGTTTTCACCGACAACTACACGCGTSY C©
GTAAMLCAGATOGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAACAACAAGGAC TAATGAGAA
TTC

rRAPYAA ISEM IN NO: 286) . . - .
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACOC TG TTTTCACCOACAACTACACACGATCTGC

WWMMMTWWCAMGTMTGW

rRIP15T (SEQ 1D NO: 287)

CGATCCATCEGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGC

ﬂAMGAGATGGCTGCAMGMATAC CTGAACTCCATCAAGAACAAGTTCTAATGAGAA
C

rRAP138 (SEQ ID NO: 288} .
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGGC TAATGAGA
ATTC

tR37 155 (SEQ ID NO: 289}
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCACTAATGAGAA
TTC

fRIP180 (SEQ ID NO. 280)
GRATCCATCSAAGGTCGTCACTCCGACOBCTETTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
CTAAACAGATGGCTGCAAMMGALATALCTGAACTCCATCAAGAACAAGATCTAATGAGAA
TiC

rR3P151 (SEQ 1D NO; 291)
CAATCCATCGAMGGTCGTCACTCCGACGCTGTITICACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAMCAGATGGCTGCAAMMGAAATACCTGAACTCCATCAAGAAC AAGAAG TAATGAGAA
TC

rR3P162 (SEQ ID NO: 292)
GGATCCATCAAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITICACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGLCTACAAAGAATAC CTGAACTCCATCAAGAACAAGCTGTAATGAGAA
TIC

303)CT2 &



10

13

35

40

45

MIFIEI(SEQIDN 293)
GGATCCATCAAAGGTCBTCACTCCGACACTATTTTCACCGACAACTACACGCATCTGE
GTAAACAGATGGCTECAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGATG TAATGAGAA

rRIP184 (SEQ ID NO: 294)
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGE
?’g’ é.AAC.AGATGGC‘I'GCAMGMATACCT GAACTCCATCAAGAACAAGAACTAATGAGAA

rR3P185 (SEQ ID NO: 205)

GOATCCATCGAAGGTCOTCACTCCBACGL TG TITTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGAAATALCTGAACTCCATCAAGAACAAGCCATAATGAGAA
TG

R3IP166 (SEQ ID NO: 208)
GGATCCATCOAABGTCATCACTCCGACGCTGTY TTCACCGACAACTACACGCGTETGE
GTAAACAGATGGC TGCAAAGAAATACC TGAACTCCATCAAGAACAAGCAGTAATGAGAA
e

rRAP167 (SEQ JD NO: 297
GAATCCATCGAAGGTCGTCACTCLCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTOC
QTAACAGATAGCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGAGCTAATGAGAA

fRAP158 (8£Q ID NO- 288)
GGATCCATCGAAGRTCATCACTCCGACACTGTTTTCAGCGACAACTACACGCGTCTGC
TG'_.!'QMCAGATGGCTGCMAGMATACCTGAACTGCATCMGAACMGACCTMTGAGM

rR3P163 {SEQ 1D NQ: 299)
GGATCCATCGAAGOTCOGTCACTCCGALGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCATCTCE
GTAAMCAGATEGCTGCAAAGAAATACCTAAACTCCATCAAGAACAAGGTETAATGAGAA
TT1C

rR3P170 (SEQ ID NO 300)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGACTGCAAAGRAAATACCTAAACTCCATCAAGAACAAGT GG TAATGAGAA
TIC -

M3IP171 (SEQ ID NO" 301)
COATCCATCAAAGGTCATCACTCCOACACTATTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATAACTACAAAGAAATACCTBAACTCCATCAAGAACAAGTACTAATGAGAA
LE1>

RIP174 (SEQ ID NO. 302) )
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGETATTT ICACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAACAGATGGCTGCAAAGBAAATACCTGAALTCCATCAAGAACCATATC TAATGAGAA
TTC

" RAP175 (SEQ ID NO: 303)

GGATCCATCGAAGATCATCACTCCGACGCTATTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
GTAAMMCAGATGEGCTOACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAA
e -
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rRIP178 (SEQ 1D NO: 304)
GGATCCATCAAAGUTCGTCACTLCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
1('_.-i":l' AACAGATGECTaaaAAGAAATACCTRAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAAT

rRIP177 (SEQ ID NO: 305)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
?gMACAGATGGC‘I’hchGMATACC TGAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAAT

rR3IP17B (SEQ 1D NO: 308} :
GOATCCATCGAAGATCATCACTCCAACGCTGTTIT TCACCGACAACTACALGCGTCTGO
gTMAGATGGCHQCAAGMATACGTGMW CCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAATT

rRIP179 {SEQ 10 NGO 307)
GGATCCATCGAAGGTCATCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCOATCTGC
?gAMCAGATGGCTGCAMGMATACCTGAACTCCATMCGTATCTMTGAGMT

(R3P180 {SEQ D NO: 308)
GRATCCATCGAAGG Y CGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGAGAACTACACGCETCTGE
gTMACAGATGGCTWWGAMTACCTGMCT CCATCeegACCRTATCTAATGAGAATT

rR3F181 (SEQ ID NO: 309)
GGATCCATCOAAGOATCATCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGE
gTAAAC-AGA TGGCTRRMAAGAAATACCTBAACTCCAT CocgAACCATATCTAATGAGAATT

rR3P182 (SEQ ID NO: 310)
GOATCCATCGAAGGTCOTCACTCCRACGETATTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE
GTAAACAGATGGCTCIcAABAAATACCTGAACTCCATCRegAACCGTATC TAATGAGAATT
c

rR3P183 (SEQ 1D NO: 311)
GGATCCATCAAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGC
gTAMGA.GATGGCWTACCTGMGTCCAWG‘TATCTMTGAGAAH

R3P1E4 (SEQ ID NO:; 312)
GAATCCATCAAAGRTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAALTACACGLGTCTGE
'IG'-Cr AAMCAGATGGCTACAAMGAATAC CTGAACTCCATCcagAACCGTATCTAATGAGAAT

rR3P185 (SEQ ID NQ: 213)
GAATCCATCGAAGGTCAGTCACTCCGACGETGTTTTCACCGACAACTACACGCGTETGC
gTAMGATGGcTﬂMAGMATACOTGMC TCCATCeapAACCGTATCTAATGAGAATT

rRIP188 (SEQ ID NQ: 314)

" AGATCCATCAAAGATCATCACTCCGALGCTGTTTTCACCBACAACTACACGCGTCTGC

grmcmmoecnmammccmccmc:wcemrcmmemrr
“IRIP18T (SEQ ID NO: 315) =
GOATCCATCEAAGGTCGTCACTCCGACGE TETTITGACCGACAACTACACGCGTCTGE

gTAMGAGATGGCTcgcAAGAMTACCTGAACTC CATCcagAACCBTATCTAATGAGAATT

3033CIP2 &4
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¢R3P188 (SEQ ID NQ: 318)
OGATCCATCRAAGGTCGTCACTCCGACACTETTTTCACCOBACAACTACACGEGTCTGE
gTAMCAGATGGCTn:AAGAAATACCTGAACTCCATCHQMCCGT ATCTAATGAGAATT

MR3P189 (SEQ ID NO; 317)
GQATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTATTITTCACCBAGAACTACACGCGTCTGE
gTAAACAGATGGCTGCMAGAMTACCTGMCTCCATCGIMCCGTATCTMTGAGM‘IT

M3P180 (SEQ ID NO 318)
GGATCCATCAGAAGOTCGTCACTCCGACGCTATTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGE
glmumsmuacngmummmwwu FHOUA | CEQIAALLLS | AL C I AATGAGAATT

R3P191 (SEQ 1D NO: 319)

GEATCCATCOAAGG TCATCACTCCGACGCTATT T TCACCAACAACTACACGCETCTGE
GTAAMCAGATGGCTaaRAAGAAATALCTGAACTCCATCegIAACCGTATCTAATGAGAATT
c

rR3P192 (SEQ 1D NO" 320)
GGATCCATCOAAGGTCGTCACTCCAACGCTATTTTCACCAACAACTACACGCATTTAC
GTAMCAGATGGCTcgeAABGAAATACCTAAACTCCATCLQMACCGTATCTAATGAGAATT
C

rR3P163 (SEGQ ID NO- 321)
GGATCCATCGAAGATCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGE .
GTAAACAGATEGCTICEAAGAAATACCTGAACTCCATCEQIAMECGTATCTAATGAGAATTC

Eaure 8
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STATE F CONNECTICUT ] Cﬁ
COUNTY OF New Haven st West Haven
.‘b—‘!" ?‘\.’

I . Deborah Colling AgSt., Clerk of the Town of __West Haven

m said County, do hereby certify that ________Elaine Porter
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W Hreited Stafes of America

DEPARTMENT OF STATE

Sonay G0 all to whom these presents shall come, ®reeti

I Certify That the document hereunto annexed 1s under the
Seal of the State(s) of Connecticut, and that such Seal(s)
1s/are entitled to full faith and credit.*
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In testimony whereof, I, Stid
Secretary of State , have her

1
e
seal of the Department of Stif

. my name subscribed by the A&sij Dk MARIJAS
Authentication Officer, of the ‘Depatrtments,

Acting ry of State
. tosad pormenst 20 CHXIV Stats of By ) 12723
T 2 T UBC st 8 Ut Assistant Authentication Officer,
301 28 USE 1733 . seq- 8 USC
. ;mm“r..::'.._‘ Department of State
Civil Protadure.

*For lkf contents of the annexed document,the Department assumes no
This cengﬁcmﬂm%cd if i ts removed or altered in any way whatsoever

- s, Y R T N Ty B e e B M N~ e R g >
. MR L A M - . ; s . ¢ _E-‘,- “ - - "_{
! - - -
’ [ ¥ T PN I 7, ‘= e - [ [ f - -
1":‘ - < -'}'- ol Dl o - . st - ' - L4 aw . Lt - L} b
5. - gl By e e - = I Yy =mp= ' - v == .
- 23 o ‘:‘*‘_.' SR e t "~ ."!:- £ l" * -~ J,‘: et =t l? i S - H_... -~ -.J . .. ey 8 o L J-j"
s - o b t'{"‘ - (% 3 ..,[f [ 2 PRl I R Pl A -.lf‘. . -3 £ :.,f-',' - tri\ Ly s R ‘. :hg"‘
1 . i ) -, ri!" - - ~ - P s _-i' g LS [ B oLy o
= bl
- - : . - . ) - . e v % ~
- - = 1 - - - ¥
P - Ae - : “ll T' L} > * - - v H “al LY
s~ " ) & ¥ b3 - P Y v Fa - - "t e r - 1 o= = ot e . =
B N e g N L S RPN st ARl al S S i
- - - - [ L - i = -y - o A
B R AN R R B R e T Ly 3T Rt el ST
- - - -~ s
.. ; . L] 'i."' . - [l :. - - . 3
r * ol - -t Y T *—" _:f . - . F ] ’ 1 1 Pl :
A - - .. - - [* ] * . - - - A "‘i'
- . -~ -y . Fl [ - - % (L g Y - 3
s ,:--"'.-.“:‘?'E._ b ‘n_‘ Lafy -'!." L] l: :,-g.-g' ~ M ¥ -t s - 1"_-'1‘-", - -t \-;' - '-’.,_1 T :'\: L ) ‘f‘ "-;.-‘:IF. s
i el e T il b a NS T | Ve e wIED AT ST l:n-——--"- = e -':-'."'I -H:: -:!: 'f-"t%f



STATE OF CONNECTICUT
OFFICE OF THE SECRETARY OF THE STATE

I, SUSAN BYSIEWICZ, Secretary of the State of Connecticut and keeper of the seal
thereof,

DO HEREBY CERTIFY, that DEBORAH COLLINS, was duly elected or appointed
fo the office of ASSISTANT CITY AND TOWN CLERK, for the town of WEST HAVEN in
the County of NEW HAVEN in said state, for the term of DECEMBER §, 1999 to
DECEMBER 2, 2001,

and that to his/her acts and attestations as
such, full falth and credit are and ought to
be given in and out of Court

in Testimony Whereof, | have hereunto
set my hand and affixed the Great Seal of
the State of Connecticut, at Hartford, on

Apnl 14, 2000
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. ELA'NE PORTER
h NOTARY PUBLIC

] MY COMMISION EXPIRES JUNE 30, 2001
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ABOGADOY Far patants, ulllity modele, Industrial designs, trademarha,
commercial names, trade emblems, siogans
CA;:M 4 ,:‘1:' Y Pam patentes, modeios de utlliidad, divefios Industriales, marcas
BOGOTA 8, COLOMEA de fibrica, nombres comerciaies, snesfias, lsmas comarciales
REPRESENTATION AND
F!EEF’F!EEE;EE"‘r’\(:I()" \( F’()[)EEF‘ f’E;\n’EEF! ()F: ’x1—r()iarqiz\(

I {wea), the underaigned/Yo (nosotros), abajo firmado (s)
BAYER CORPORATION

otidomiciliado (8) an

100 BAYER ACAD, PITTBBURGH, PENNBYLVANIA 15205,

UNTTED STATES OF AMERICA

derechos; eoiones ¥ PrOCES0S GUS PIOMOVAITION O &8 MOY promueven. Y
pare que en indos ke asunios aniba detsrminados, pueden sustulr esie

vriErbbobbnernsrands

alierrwias in Swir tam shall oxd ol uch ima.
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conceming tha flowing” a) Obisinment of patera, modeis
mmumu;’mdmnmmm

\"‘."".'.:'."":‘,c mandein, raneigh, avwlier, admillr los hechos del procesn, deslelr,
canceler, racilr, renuncier, y etiosr los acios de agentes clicloms.
Ml ¢ L) » - -
oL "oy .
Lokt Sy Given end signed this/Dedo y firnado hoy
el 2 P
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NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL) R - -

- CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO) H

S5 Albe dias def mes de de1e_' [ Onths deyol . e .

Mjﬁ? anta m!, Notario Pdblico de 3 befora me, & Notary Publicof __° S .
a quien(es) doy %o do conocar y me consia que es(san) la{s) E bmhwn.uﬂhmnbmhhhpum(n)mmwﬁm

persona(s) frmane(s) del documento que praceds, y quisn(es) ©  foragoing documend, and who has(have) legal capacity to exscute it

tiene(n) capacidad legal pera ctorgario.
Notario Pibica ___ Notary Public
- * Los documentos deben ieniificarse con facha y arigen. * Documents must be dentéfied whh dats and cifgin.
] CERTIICADO (PARA SOCIEDAD) . CERTIFICATE (FOR CORPORATION)

T Ds conformidad con ias lsyes de Estados Unidos de America, yo According to the laws of the Uinhed States of America, | am the
e B soy el funclonario que tlene In facultad legal de certificar scerca official who has the legal function to certity sbout the axistence and

5, ". de la exisiencis y representacion de la Socledad/Companta. . i representstion of Corporation/Company
denominada___BAYER CORPORATION ! named  BAYER CORPORATION
Certifco: E I Certty: ) i
1. Que he visto ios sigulentes documentoa:* § 1, That ! have sven the folowing documents:* .

- --.-'. 3 vfr ABATD - See below -

2. That tha above documents dudy prove the following:

2.1. That __BAYER CORPORATION
is a Corporation/Cormpany legally constituted and I existence
in accordance with the lews of __the State of Indiana,

Y .. 21.0uw_BAYER
Sl enuna SodedadiCompaiiie legaimants conathulda y axdetante

de acuerdo con les leyes de |_Estado de Indiama,

s
TLL I LI L LIT LI T TN LT T T T T YT TR

"*'-";.{‘ —Estados Unidos de Amfrica United States of America
. Pt an ST B o
4 A, 0

._."=.]  22.Quee domiciio de dicha Socledad/Compaiia es gza.;“? o £ L

o deat ESTA COmy gina !‘l‘ﬁ.c LCREns, { -
"”;-.f‘;r —100 Bayer Road, Pittshurgh, Penncylvanta ot QOO ko] YO » Pennsylvania 15205,

- ... _15205, Estados Unidos de Am€rica e Gliths.of America

. Uy .?’r.\ .

2:3. us of objetn u objato pars kos cusios se okorga of preserto pocer 5 SPFRTI W) s o purpioies for which the prasert Powsr of

estin comprendikios dentro dal cbjeto social de i mencionada 'wnnhad' | within the corporation purposes set
Socledsd/Compafile. . X : nu'“"""“- -"n\- ny.
24.Que oifon) Se.ren) _TEFfRey M- Orveamen i P4 Taificil . JHrey,M. Greenman
estii{n) sulorizados) pare olorgar el presonts Poder. _' ot orizad o grant the present Power of Altorney. Lo
Chudad w_rn’ Hnavén W . .
Eslado Cd'ﬂﬂfoicoof' e Y- ] ol
Hy - (& “PAn / de 290O i of A, 2000,

Signature .

R Nombre del funclonario: r. George J. L a
..:J;'_’;.' -:'i Cargo: ne Position heid: coun'::"::dm&m sgcgmm .
- _'u.‘ - - - mm .

-T--*'.-.-':..l‘:e.1 m.l swwm , ‘.

"-'"" ﬁ'lﬂldwzobenldenﬂm::anWn * Documnents must be Ideniifled with date and origin. i
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Pégina 1de 4
TRADUCCION OFICIAL N° 0806001 del inglés al espaflol de los

sellos y autenticaciocnes que aparecen en el documento de poder
otorgado por BAYER CORPORATION, preparada por Jaime Armando
Garavito Burgos, Traductor Oficial debidamente reconocido por
el Ministerio de Relaciones Exteriores y aprobado por el
Ministerio de Justicia de la Replblica de Colombia mediante

Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983

Documento escrito en inglés y espafiol por medio del cual BAYER
CORPORATION, otorga poder a favor de EMILIO FERRERO, GONZALO

PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ y GERMAN CAVELIER. Dado y

firmado el 11 de abril del 2000 en West Haven, Connecticut,

Estados Unidos de América (firmado) Jeffrey M. Greeman
Nombre: Jeffrey M. Greéﬂman

Cargo: \}iCebresidente, Patentes y Licenciamiento

Suscrito y juramentado Ep_mi presencia hoy 11 de abril del

2000. (firmado) ELAINE PORTER, Notario Pfiblico

NTA'E PE BOGOMA, NAGO CONSTAR QUE ™
ORTANCA CONCITE CONEL O

(Sello notarial en tinta y sello notarial ﬁﬁl eﬁ&ww)mo M”Ja“ﬂ?
319
G

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en ir;"i

referente a la existencia legal de

I".:P r,‘..
F
o)
- §+
N
'ia -
>
z
>
w
SnAgpel

C RPORATION y su representante autorizado
expedida €l 12 de abril del 2000 en We-at: Hav
Estados Unidos.de América
Suscrito y juramentado en mi presencia hoy 10 de abril del
2000. (firmado) ELAINE PORTER, Notario Pfiblico

(Sello ﬁotarial en tinta y sello notarial en relieve)
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(Aparece escudo impreso)

ESTADO DE CONNECTICUT
] deciaracién juramentada West Haven
CONDADO DE New Haven

Yo, Deborah Collins, Subsecretario de la ciudad de West Haven
en dicho condado, por medio del presente certifico que Elaine
Porter por quien ante quien se hizo el reconocimiento anterior
(anexo), era en el momento de hacerlo un notario pablico (u
otro funcionario) residente {0 autorizado ﬁara actuar) en dicho
Condado y estaba autorizado por las leyes de dicho Estado para
hacer y certificar reconocimientos en dicho Estado. Certifico
ademis que creo que la firma en dicho certificado de
reconocimiento es auténtica.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he estampado mi firma y el sello del
estado y ciudad hoy 13 de abril del 2000.

(firmada) Deborah Collins, Subsecretaria del Poblado

{(Aparece eello en relieve)

OFICINA DEL SECRETARIOQ DEES o
m'd.ﬁqb.;-..

Yo, BUSAN BYSIEWICZ, Secretario del Estadoj §
guardisn de su sello,
POR MEDIO- DEL PRESENTE CERTIFICO que
debidamente eiécta © nombrada al cargo de
w, pa.r_a la poblacién de WEST HAVEN en el
Condado " de NEW__HAVEN en dicho estado, por el periodo
comprendido entre DICIEMBRE 5, 1999 y DICIEMBRE 2, 2001;

(Aparece adherido sello dorado)
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y que se da y deberd darse plena fe y crédito a sus actos y
testimonios como tales, tanto procesal como extraprocesalmente.
En testimonio de lo cual, he estampado mi1 firma y el Gran Sello
del Estado de Connecticut en Hartford el 14 de abril del 2000

(firmado) Susan Bysiewicz, Secretaria del Estado

ek B SR SR MR AR D AN SN N D ED D NS S mh A AN AL e A S e e e e ey el N SN D ME AN AN AN A D D NN W WD SN AL mE A P e W WS WE W W W W W e

N° 00034295-4
Estados Unidos de America

(Aparece escudo)

DEPARTAMENTO DE ESTADO

A todos aquellos a quienes los presentes llegaren, Saludos.

Certifico que el documento adjunto al presente se encuentra

bajo el(los) Sello(s) del Secretario de Estado del Estado de
Connecticut y que debe darse plena fe y crédito a daicho(s)
Sello(s) .*

En testimonio de lo cual, yo, Strobe Talbo cﬁﬁﬁf@tario de

L g
CONGNOTAAI0 SEXI0 ERCAATH00 5L Cmeias
VE SATAFE D BOGOTE, HAGO CONST %

oe couglan 8

Estado Encargado, he hecho que el

Autenticaciones de dicho Departamento estajpef] E
'y
AN

Departamento de Estado y suscriba en mi nomb bﬂ-;“_

diecinueve de abril del 2000
(f1rmado) Strobe Talbott, Secretario de Estado
(Firmado) Patrick O©O. Hatchett, Funcionario Asistente de

Autenticaciones Departamento de Estado

*E]l Departamento no asume ninguna responsabllidad por el
'

contenido del documento anexo.
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r_-“".: u =
Este certificado no es vélido si1 se le remueve o altera en %

o -
cualquier forma re e= .

_ =

- [} e 11
(Sello en relieve del Departamento de Estado de los.Estados £:']

r
1

Unidos de América) H
(El formulario detalla las disposiciones legales bajo las

cuales fue emitido e i1mpreso)

B10.t3

Unidos de América, certifica las funciones y firma de PATR;Qk
- -3

O. HATCHETT, el 25 de abril del 2000. Pagado impuesto de Flmbfe

EXIE

y derechos consulares. (firmado) JAQUELINE ESPITIA ARIAS,

Vicecédnsul

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santa Fe de Bogot4,

D.C. certifica la firma y las funcionee de JAQUELINE ESPITIA, .
el 07 de junio del 2000 N° 276352. (firmado) Jefe de -
Legalizaciones

E ?ﬂ%mfo‘inmﬁﬁnﬁmmme E

___________________________________________ SANBAFE F ACGOTA, AGO CONSTAR QUE_Zs
W EBTATINR M iOSTafich COMNCIBE TR ET O

Es traduccién fiel y completa de la cual g:é""%
LI 2
&1 (<

i
remito '
I.

- A GARAVITO B
ron £ e
1 3 JU'“GI‘

TRADUE
- 034 40
s TERIO o

Santa Fe de Bogot&, D C , junio 08 del 2000 t

COLO 9597-801-014-8
WPCL9597 - ID # 156
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RELACION DE ANEXOS Technologlos S-A. _
No de Folio
Expediente No [4

Item 3

1_[CD

2 |DVD _

3 |REVISTA

4 |LIBRO

8 |PERIODICO

6 |DISQUETES /
7 |SOBRE DE MANILA ] v
8 |BOBRE BLANCO TAMANO CARTA =

9 |SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO

10 |OTROS:

|Observaciones: ‘ U (\ &\)Yﬁ ?‘ .
Qof\\\ex\e. C\\‘&ce- Q—ww\
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

HIT t 800175089-2

N\

(- CORMTETL ¥ TN g
RECIEO GFICIAL OF CAJA : 38,740 Radicacim TS SRITR Faldass 338
FECHA 1 SEPTIENBAE 16 DE 2000 | Fctn s o281 203

t C2MBIED . -
‘mi::mn goE? DIVIEIC IS RS CHERCIOVER

Wit CONSIBNACION fthee—- — -- - — 77

DEPOSITANTE TIFG PAGO BANED SUCURSAL CUENTA Ro. PEEII

CAVELIER ABOBADOB CORSIGNACIOH  DANCO POPULAR  BOGOTA 0ip-00110-5 ﬂ{

tis cONCEPT O stm

CANT. RENT1STICD CCIU:EPTU/ / [' - TOTAL CONCEPTO
C 7
1 36093-01-01 SOLICITUDES  TRYKITES DE 8OL. DE PATENT: DE IN £08,000,00
T § 409,000,600
S08:  SEIGCIENTOS OCHO WIL PESOS '

REGPOHIRBELE

rera 13 No. 27-00Plsos 5y 10
Conmutador 33412 21
Fax* 281 31 25

e-mall: Info@sic.gov.co
3 Fe de Bogotd, DC,Colombla
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\ ) SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION [X] ' MODELO DE UTILIDAD [ |
. WRG.1 o Nombre eidenticacion del Sollitants ’ [1
fAG1 o Nombre o denifoacitn del invenior | []
PAC 1 o Titlo o nombre de la Invencidn L []
PAb 2 . Descipatn & - (]
MG %% o Rewindcaciones ?3 | []
?ﬁf@o Resumen ?-é []
O L coeeseruo (11 [
o Poder, cuado procada | [

o Coplade Ia primera solctud do paions, s rehvindica prioidad, sefakindoa
axpresaments ! []
o Firma del solicitants o apoderado - ' (1]
COMPLETA[ | . INCOMPLETA [ ]

o Nombre o dentficacién del petclondrio [

.@ o Nomixe e identificacién del inventor o diseliador [1]
o indicacion del género de productos para los cusies debe uifizarse il

]

[1

[

1]

-INCOMPLETA 1 )

Fecha: ficscicr | KaHs gamms Carrera 13 No. 2700 Piso 8y 10
" Feda w;.' e Felisaz 11 . Conmutador: 334 12 21234
pene | M 72043 : Faxc 281 31 26 e-mal:; ov.co
noice H m mm 5 : mm ‘

Santa Fe de Bogoth D.C. -Colombia
b . 'H N
Dtincte 220 DIVISIC: EF ) ey gy A
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020

Bogots, D.C.

Doctor

EMILIO FERRERO

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 00073865
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 0338
Folios 001

Como resultado del axamen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por el inventor
al solicitants o a su causante (art. 28-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién.

Notiflquese el presente oficio copforme a [0 dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 15,d¢ enerp del 2001.

ALIX CARMENZAC $'DE VERGEL
Jefe de la Divisi svaé Creaciones . o enn
15 FE:s, £33
El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

Se recuarta ol interesado que debe presantar, dentro de los diecisdls meses sigulentes contados & partir de la fecha de presantacion
de la soliciud cuya priorkiad se Invoca, copla de la miama cerfificada por |a autoridad que la sxpidié, un certificado da |a fecha d e
presantacidén de esa solichud expadida por la miama autoridad y, en loa casos an que haya lugar, la traduccidn aimple del capitul o
reivindicatorio. El iIncumplimiento de ésts plazo, acarmeand la pérdida de Ia prioridad Invocada.

202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10

Conmutador: 382 0840
Fac 382 2695
E-mall: Info@sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia



