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PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1 Y COMO
ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS METODOS DE USO
FARMACOLOGICO

CAMPO DE LA INVENCION

Esta nvencién se refiere a polipéptidos reclentemente Identificados que actdian al
mismo tiempo como agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor
del glucagon y al uso de dichos polipéphdos con fines terapéuticos Mas
particularmente, los polipéptidos de la presente invencidn son utles en la estimulacion
de la iberacidn de la insulina de las células beta pancreéticas en respuesta a la glucosa
y en la reduccién de la secrecidn glucagon-mediada de la glucosa del higado, bnndando
de este modo una opclon de tratamiento para aquellos indwviduos afectados de un
trastomo metabélico tal como la diabetes, la hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa

en ayunas, la intolerancia a la glucosa, ios estados pradiabéticos y la obesidad

ANTECEDENTES DEL ARTE RELACIONADO

La diabetes se caracteriza por una secrecldon deficlente de Insulina que se
mantfiesta, entre otras cosas, por un nivel elevado de glucosa en sangre en el paciente
diabético Los defectos subyacentes conducen a una clasificacién de la diabsetes en dos
grupos principales la diabetes tipo 1 (o diabetes melitus insulino dependiente, DMID),
que surge cuando los pacientes carecen de células beta productoras de insulina en sus
glandulas pancreéticas y |la diabetes bpo 2 (o dlabetes mellitus no insulino dependiente,
DMNID), que ocurre en pacientes con secrecién deficiente de insulina de las células

beta y/o alteraciones en la accién de la insulina

Los pacientes con diabetes tipo 1 se tratan actualmente con insulina, mientras
que la mayoria de los pacientes con diabetes tipo 2 pueden tratarse con agentes que
estimulan 1a funcién de las células beta o con agentes que intensifican la sensibilidad de
los tejidos de los pacientes hacia la insulina Con el correr del tiempo, casi la mitad de
los sujetos diabéticos tpo 2 plerden su capacidad de respuesta a estos agentes y

entonces deben someterse a terapia insulinica Las drogas utiizadas actualmente para
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tratar la dlabetes tipo 2 incluyen los Inhibidores de alfa-glucosidasa (PRECOSE ,
VOGLIBOSETM y MIGLITOL®), insulino-sensibilizantes {por ej , AvandiaTM, ActosTM y
RezulinTM), secretagogos de mnsulina (sulfoniureas "SFUs")) y otros agenies que
actian a través del canal de K+ ATP-dependiente), y GLUCOPHAGETM (metformina
clorhidrato)

inhibldores de alfa-glucosidasa Los inhibidores de la alfa-glucosidasa reducen
la excursibn de la glucosa postiprandlal al demorar la absorcién de la glucosa del
intestino Estas drogas son seguras y proporcionan tratamlento para sujetos diabéticos
afectados entre leve y moderadamente Sin embargo, se ha informado acerca de
efactos colaterales gastrointestinales en la fiteratura que imitan su efectividad

Insulino-sensibllizantee Los nsulino-sensibilizantes son drogas que
intensifican la respuesta del organismo a la insulina Las tiozohdindionas tales como
AvandlaTM (rosigiitazona) y ActosTM, activan al receptor gamma activado por
proliferadores de! peroxisoma (PPAR) y modulan la actividad de un conjunto de genes
que no han sido bien descntos Los efectos hepaticos (por €], la hepatotoxicidad
inducida por drogas y los niveles elevados de enzamas hepéticas) no parecen ser un
problema significatvo en pacientes que utlizan Avandia™ y Actos™ Aun asl, se
recomienda el anédlisis de las enzimas hepéticas cada dos meses en el pnmer afio de
terapia y en forma penddica con postenondad Los tratamlentos con Avandia™ y
Actos™ se asocian a retencion de fludos, edema y aumento de peso Avandia™ no
estd indicada para usar con la nsulina debido a la preocupacidn por la msuficiencia
cardlaca congestiva Rezuln™ (troglitazona), la pnmera droga de esta clase, se
abandondé debido a los elevados niveles de las enzmas hepdhcas y a la

hepatotoxicidad inducida por drogas

Secretagogos de Insullna Las sulfoniureas (SFUs) y las no-sulfonilureas,
Nateglinida y Pepaglinida, actGan a través del canal de potasio ATP-dependiente
pravocando la secreclon de insulina glucosa-depsendiente Estas drogas son una terapla
estandar para los diabéticos de tipo 2 que sufren hiperglucemia entre leve y moderada
Los secretagogos de msulina tienen imitacicnes que Incluyen la induccidn potencial de
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hipoglucemia, el aumento de peso y las tasas elevadas de fracaso pnmano y
secundario Entre un diez y un 20% de los pacientes tratados inicialmente no logran
demostrar un efecto significatvo en el fratamiento (fracaso pnmarno) Ei fracaso
secundario se demuestra por una pérdida adicional del 20-30% del efecto en el
tratamiento luego de seis meses de tratamlento con secretagogos de Insulina Se
requiere tratamiento con insulina en el 50% de los pacientes que responden a los
secretagogos de insulina después de 5-7 afios de terapla (Scheen et al , Diabetes Res
Cin Pract 6 533-543, 1989) La Nateglinida y la Pepaglinida son drogas de corta
accidn que deben tomarse tres veces por dla Se utilizan solo para el control de la

glucosa post-prandial y no para el control de la glucosa en ayunas

GLUCOPHAGE™ es una biguanida que reduce la glucosa sanguinea
disminuyendo la produccién de glucosa hepética e incrementando la captacion y
utiizacidn de la glucosa penfénica La droga es efectiva para la reduccion de la glucosa
sanguinea en sujetos afectados enire leve y moderadamente y no posse un efecto
colateral de aumento de peso o Induccién potencial de hipoglucemia Sin embargo, el
GLUCOPHAGE™ tiene una cantidad de efectos colaterales, incluyendo trastomos
gastromtestinales y acidosls lactica El GLUCOPHAGE™ estd contraindicado en
diabéticos por encima de los 70 aflos de edad y en sujetos con deterioro de la funcién
renal o hepética Finalmente, el GLUCOPHAGE™ posee las mismas tasas de fracaso

pnmano y secundano que los secretagogos de insulina

El tratamiento con insulina se establece después que la dieta, el gjercicio y las
medicaciones orales han fracasado en el control adecuado de la glucemia Este
tratamlento tiene vanos inconvenientes es inyectable, puede causar hipoglucemia y
puede causar aumento de peso La posibiidad de inducir hipoglucemia con la insulina

Iimita la medida en que se puede controlar la hipoglucemla

Los problemas con los actuales tratamientos requieren de nuevas terapias para
tratar la diabetes de tipo 2 En particular, se necesttan nuevos tratamientos para
mantener la secrecidn de Insulina normal (es decir, glucosa-dependiente) Dado el

papel de los péptidos similares al glucagon ("GLP-1 ") en la promocién de la secrecién
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insulinica regulada por glucosa en el pancreas, los agonistas del receptor de GLP-1 son
potenciaimente valiosos en el tratamiento de dichas enfermedades Es mas, los
antagonistas del receptor del glucagon deberfan demostrar ser valiosos en el
tratamiento de la diabetes de tipo 2, dado el papel del glucagon en la elevacion de la

glucosa plasmatica por estmulacién de la glucogendlisis y la gluconeogénasis

Los GLP-1 y el glucagon son miembros de una familia de hormonas peptidicas
relacionadas desde el punto de vista estructural la familia glucagon/secretina Dentro
de esta familia, el GLP-1(7-36) y el GLP-1(7-37) (30 amino4cidos y 31 aminoécidos,
respectivamente) y el glucagon (30 amino4cidos) constituyen un conjunto de péptidos
aitaments homdlogos Ademaés, estas dos hormonas se originan a partir de un precursor
com(n, el preglucagon, el cual, al procesarse en tejdos especificos, conduce a la
produccibn de GLP-1 en forma predominante en el intestno y de glucagon en el
pancreas Los receptores de astos dos péptidos son homélogos (58% de identidad) y

pertenecen a la familia de los receptores acoplados a la proteina-G

El GLP-1 y el glucagon desempefian, ambos, papeles principales en la
homeostasis global de la glucosa El GLP-1 reduce las concentraciones de glucosa
plasméatca mediado por la secrecidn de insulina glucosa-dependiente, mientras que el
glucagon aumenta las concentraciones de glucosa plasmahca Dados los importantes
papeles del GLP-1 y el glucagon en el mantsnimiento de las concentraciones normales
de glucosa sangulnea, ha habido un interés considerable por la identficacién de los
agonistas del receptor del GLP-1 y de los antagonistas del receptor del glucagon
Estudios clinicos han demostrado la capacidad de la infusién de GLP-1 para promover
la secrecidn de insulina y normalizar la glucosa plasmatica en sujetos diabéticos Sin
embargo, el GLP-1 se degrada répidamente y tene una vida media muy corta en el
organismo Asimismo, el GLP-1 produce efectos colaterales de motlidad intestinal en o
en las cercanlias de sus dosis terapéuticas Por ende, el propio GLP-1 tiene Iimitaciones
significativas como agente terapéutico y se estdn buscando versiones modificadas del
péptido con establidad mejorada No se han descnto hasta la fecha agonistas no
peptidicos del receptor del GLP-1
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Se han uentificado andlogos peptidicos del glucagon que actian como
antagonistas del glucagon y reducen la hiperglucemia en ratas diabéticas Sin embargo,
ningin antagonista peptidico del giucagon ha avanzado mas slld del desamolio
preciinico Una cantidad de antagonistas no peptidicos del receptor del glucagon de
estructuras diversas se han informado en la literatura cientifica y de patentes Sin
embargo, los intentos por Identificar inhibidores del receptor del glucagon
molecularments pequefios han encontrado limitado éxto in vivo El finico antagonista de
la accén del glucagon que se sabe activo en un estudio clinico es un compuesto
identficado como BAY 27-8955 Un efacto colateral potencial del antagonismo frente al

glucagon es |la hipoglucemia

Debido a los efectos colaterales potenclales asociados con la administracion
tanto de un agonista del receptor de GLP-1 como de un antagonista del receptor del
glucagon solos, una terapia combinada tendria la ventaja de mantener la disminucion
buscada de la glucemia reduciendo los efectos colaterales La co-administracion, sin
embargo, requisre una formulacién Gnica y un enfoque de administracion que bnnde
perfiles farmacocinéticos apropiados para ambos péphdos Este podria ser un obstéaculo
fundamental para el desarrollo de semejante terapia

Sobre la base de lo anterior, existe un considerable potencial para un péptdo de
terapla Gnica que funcione tanto como agonista del GLP-1 como antagonista del

glucagon in vivo
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta invencidn provees polipéptidos novedosos que funcionan como agonistas del
receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagon y que son efectivos
en el tratamiento de enfermedades y condiciones que pueden allviarse por agentes que
tengan actmdad de agonistas del receptor del GLP-1 y de antagonistas del receptor del
glucagon Los polipéptidos de la presents invencién proveen una nueva terapia para
pacientes con, por ejemplo, trastomos metabdlicos tales como los resultantes de la

secrecién disminuida de insullna enddgena, en particular los diabéticos de tipo 2, o para
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pacientes con intolerancla a la glucosa, un estado prediabético que tlene una leve
alteracién de la secrecidn de Insulina, o la intolerancia a la glucosa en ayunas, u
obesidad

Un aspecto de la invencién es un polipéptido selecclonado del grupo integrado
por las SEC ID NOS 6-32, como asl también fragmentos, derivados y vanantes de
polipéptidos que funclonan como agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas
del receptor del glucagon a un nivel sustanciaiments igual al de los polipéptidos que se
muestran en las SEC ID NOS 6-32 {colectivamente, "polipéptidos de la Invenci6n®)

Otras realzaciones de ia Invencién incluyen a polinucleétdos que codffican los
polipéptidos de la invencidn y los vactores y células huésped concurrentes necesanos

para expresar en forma recombinante los polipéptidos

Otras realizaciones mas de la invencidn proporcionan métodos para el
tratamiento de la diabetes y/u otras enfermadades o condiciones afectadas por
polipéptidos de la Invencién en mamiferos, incluyendo a los humanos Los métodos
imphican la administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de cualquiera de

los polipéphdos de la presente Invenclién a un mamifero

La Invenciébn también proporciona métodos recombinantes y de sintesis para

preparar polipéptidos de la invencion
BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 es un mapa de restriccién de un pldsmido tipico que contiene una
secuencia codificadora de un polinucleétido de fusién de un péptido GST

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La Invencidn proporciona polipéptidos novedosos, como asl también fragmentos,

denvados y vanantes de los mismos que funcionan como agonistas del receptor del
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GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagon Los polipéptidos de la invencién
funcionan in vivo como agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del
receptor del glucagon en la prevencién y/o tratamlento de enfermedades o condiciones
tales como la diabetes, la hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa, la intolerancia a la

glucosa en ayunas Yy la obesidad

El GLP-1 y el glucagon son miembros de una famiia de hormonas peptidicas
relacionadas desde el punto de vista de la estructura la familla glucagon/secretina La

alineaci6n acumulada sigulente muestra as relaciones estructurales pnmanas

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEC ID NO 1)

GLP-1(7-36) HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 2)

GLP-1(7-37) HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 3)

Las abreviaturas de una sola letra de los aminodcidos se pueden
encontrar en Zubay, Biochemistry 2da Edicién, 1988, MacMillan Publishing, New York,
pag 33 Estos polipéptidos desempefian un papel en la homeostasis global de la
glucosa el GLP-1 reduce las concentraciones plasmaticas de glucosa mientras que el

glucagon incrementa las concentraciones plasmaticas de glucosa

Dado el papel de los GLP-1 s en la promocién de la secrecién insulinica regulada
por glucosa en el pancreas, los agonistas del receptor de GLP-1 son potenciaimente
valiosos en el tratamiento de trastomos metabdlicos y otras enfermedades Es maés, los
antagonistas del receptor del glucagon deberian demostrar también ser vallosos en el
fratamiento de las enfermedades, dado el papeal del glucagon en la elevacién de la
glucosa plasmética por estimulacién de la glucogendlisis y la gluconeogénesis Sin
embargo, estos hechos por si solos no garantizan la reducclén de la glucosa in vivo sin

inducrr significativos efectos colaterales
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La invencién proporciona polipéptidos nueves que son agonistas del receptor de
GLP-1 y antagonistas del recepior del glucagon Sin cefimos a la teorla, creemos que
los polipéptidos de la invencion son capaces de reducir los niveles de glucosa in vivo
por estimulacién de la liberacién de insulina de las células beta pancreaticas de manera
glucosa-dependiente, reduciendo al mismo hempo la secrecién de glucosa del higado

mediada por glucagon

Polipdptidos agonistas del receptor del GLP-1 y antagonistas del receptor del
glucagon

Los polipéptidos de la invencién funcionan como agonistas del receptor del GLP-
1 y como antagonistas del receptor del glucagon El componente agonista del receptor
del GLP-1 da dichos polipéptidos activa al receptor del GLP-1 en uno 0 mas ensayos in
vitto o In vivo de activacidn del receptor del GLP-1 Ejemplos de dichos ensayos
incluyen, pero no se limtan a, ensayos in vitro de induccién del cAMP en células
RINmSF, ensayos in vitro de induccion de la sacrecién de insulina de las células beta
pancreéticas, ensayos in vivo de reduccion de los niveles plasméaticos de glucosa y
ensayos in vivo de elevacion de los niveles plasmaticos de insulina, segun se descnbe

en los ejemplos especificos mas adelante

Los polipéptidos de la invencion también demuestran actividad antagonista del
receptor del glucagon en unc o mas ensayos in vitro o in vivo de inhibicién de la
activacién del receptor del glucagon Ejemplos de dichos ensayos incluyen, pero no se
imitan a, ensayos in vitro de inhibici6n del aumento del cAMP celular mediado por
glucagon, ensayos In vitro para medir la inhibicidon de la liberacién de glucosa mediada
por glucagon de, por ejemplo, hepatocttos cultivados, 0 ensayos In vivo de produccién
de glucosa estimulada por glucagon, segin se descnbe en los ejemplos especificos

mas adelante

Los polipéptidos prefendos de la invencion se seleccionan del grupo Integrado
por (1) SEC ID NOS 6 32 y (2) sus fragmentos, denvados, vanantes y analogos que

funcionan como antagonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor
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del glucagon sustancialments al mismo nivel que cualquiera de los polipéptidos que se
muestran en SEC ID NOS 8-32

Los polipéptidos de la presente invencidbn pueden ser polipéptdos naturales,
polipéptidos recombinantes o polipéptidos sintéticos

Los polipéptidos fragmentanos, denvados, vanantes y andlogos retienen
sustancialmente la misma funcibn o actividad biolégica que, por ejemplo, los
polipéphdos que se muestran en la SEC ID NOS 6-32 "Sustanciaimente la misma
funclén o actividad biolégica™ es aproximadamente del 30% al 100% (es decir, el 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 o 100%) o més de la misma actividad biolégica del polipéphdo de

extensidn completa con el cual se compara
Denvados

Los denvados incluyen a polipéptidos de la invencidén que han sido modificados
quimicaments para otorgaries una estructura y/o funcidn adicional Por ejemplo, puede
agregarse polietllenglicol (PGE) o un écido graso a un polipéptido para mejorar su vida
media Se pueden construr también polipéptidos de fuslén que confieran una
especificidad de blanco o una actvidad adicional, segin se describe con mayor detalle
mas adelante

Los derivados se pueden modificar ya sea por medio de un proceso natural, tal
como el procasamiento postiraduccional, como por medio de técnicas de modificacién
quimica, siendo ambos bien conocidos en el arte Las modificaciones pueden ocumr en
cualquler parte del polipéptido, incluida la cadena peptidica, las cadenas laterales de los
aminoacidos y los extremos amino o carboxilo terminales Se podra apreciar que puede
estar presente el mismo tipo de modfficacién en la misma o diversa medida en vanos
sitios de un dado polipéptido También, una vanante puede contener unc o mas tipos
diferentes de modificaciones Los polipéptidos pueden ser, por ejemplo, ramificados, por
ejemplo, como consecuencia de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin

ramificacidn
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Otras modificaciones quimicas incluyen la acetilacidn, acilacién, nbosilacién con
ADP, amidacién, unién covalente de la flavina, unién covalente de un grupo hemo,
unién covalente de un nucleétido o denvado de nucledtdo, unién covalente de un lipido
o denvado de lipido, unibn covalente del fosfatidiinositol, entrecruzamiento, ciclacién,
formacibn de enlaces disulfuro, desmetiacién, formacibn de entrecruzamientos
covalentes, formacion de cisteina, formacién de piroglutamato, formulacibn gamma-
carboxilacién, glicosilacién, formacién de un ancla de GPI, hidroxilacion, yodaclén,
metilacidén, minstoilacion, oxidacién, incorporacién de un resto de PEG, procesamiento
proteolihico, fosfonlaclon, prenllacién, racemizaclén, selenoilacion, sulfatacion, adicion
de aminoacidos a protelnas, tal como la arginilacién, mediada por ARN de fransferencia
y ubiquhinacidn (Ver, por ejemplo, TE Creighton, PROTEINS, STRUCTURE AND
MOLECULAR PROPERTIES, 2da Edition, WH Freeman and Company, New York
(1993), POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, BC
Jonson, ed, Academic Press, New York, paginas 1-12 (1983), Selfter et al, Meth
Enzymol 182 626-46 (1990), Ratan et al, AnnaNY Acad Scl 663 48-62, 1992)

Los derivados incluyen también a pollpéptidos que se han fusionado con otro
polipéptido, como por ejempio la albimina sénca humana, para mejorar su perfi
farmacocinético La fusidn de dos polipéphdos se puede lograr por cualquier medio
conocido por un experto en el arte Por ejemplo, pueden clonarse un ADN que codifica
la albimina sérica humana y una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de la
invencién en cualquier vector de axpresién de mamifero conocido por un experto en el
arte Se prefiere la localizacién de un polipéptido de la invencién an posicidn N-terminal
respecto del otro polipéptido pues parece que se requiere una histidina N-terminal para
la actividad del receptor del GLP-1 (Kawa, Endocnnology
Aproxamadaments,124(49) 1768-73, 1989) La protelna de fusién recombinante
resuitante puede entonces expresarse transformando una linea celular adecuada, tal

como HKB o CHO, con el vector y expresando la proteina de fusion

Los derivados prefendos incluyen a polipéptidos de la invencién (SEC ID NOS 6-
32) a los cuales se ha unido un resto de PEG o un resto de &cido graso El resto de

PEG puede ser, por ajemplo, un PEG de pesc molecular mayor de 22 kDa, con
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preferencia un peso molecular de entre 25 kDa y 100 kDa (por ej , 25, 30, 35, 40, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 80, 85 o 100 kDa), y con mayor preferencla un peso
molecular de entre 35 kDa y 45 kDa (por @) , 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42, 43,44 045
kDa) Ejemplos de dichos polipéptidos unidos a PEG son aquellos que contienen un
resto de PEG de 22 kDa unido a! residuo de cisteina de la posicion 31 de las SEC ID
NOS 19 0 25 Ver las SEC ID NOS 20 y 26 y la Tabla 2 Como altemativa, puede estar
unido un resto de PEG de 43 kDa al residuo de cisteina de la posicion 31 de la SEC ID
NO 25 Ver la SEC ID NO 27 y la tabla 2 Puede agregarse un resto de PEG a un
residuo de cisteina de polipéptidos de la invencidn por métodos bien conocidos en el

arte, ver, por ejemplo, el Ejemplo 18

Otros denvados prefendos tlenen un resto de acido graso unido al polipéptdo El
resto de Acido graso puede ser, por ejemplo, un acido graso de entre C12 y C20, con
preferencia un &acido graso de entre C14 y C18 y, por sobre todo, con mayor
preferencla, de C16 Ejemplos de dichos polipéptidos son las SEC ID NOS 28-32, que
contienen un resto de acido graso de C16 (palmitato) unido a un residuo de lisina dentro
del péptido Ver la Tabla 2 Puede agregarse un resto de 4cido graso a un residuo de
lisina de polipéptidos de la Invencién por métodos bien conocidos en el arte como, por
ejemplo, la acilacidon de dcidos grasos (Knudsen et al, J Med Chem 43 1664-1669,
2000)

Variantes

Las variantes son polipéptidos de la invencidn que poseen uno 0 mas cambios
en la secuencia de aminoacidos con respecto a las secuencias de aminoacidos que se
muestran en SEC ID NOS 8-32 Las vanantes también pueden tener aminoécdos
unidos entre si por enlaces peptidicos modificados, es decir i1s6steros de péptidos, y

pueden contener aminoacidos diferentes de los 20 aminoacidos naturales

Con preferencia, las vanantes contienen una 0 més sustituciones de aminocécidos
conservativas (es decrr, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 sustituciones), con preferencia en

residuos de aminoécidos no esenciales Un residuo de aminodcido "no esencial” es un
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residuo que puade alterarse a partir de una secuencia de protelna de tipo salvaje sin
alterar su actividad biolégica, mientras que un residuo de aminodcido "esencial® se
requlere para la actvidad biolégica Una sustitucion de aminoacido conservativa es
aquella en la cual el residuo de aminoécido se reemplaza por un residuo de aminoacido
que tiene una cadena lateral similar Se han definido en el arte las familias de residuos
de aminoacidos que poseen cadenas laterales similares Estas familias incluyen a
amino&cidos con cadenas laterales béasicas (por ) lisina, argimina, histdina), cadenas
laterales acidas (por e) acldo aspértico, dcido glutdmico), cadenas laterales polares no
cargadas (por €] glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),
cadenas laterales no polares (por e alanina, valina, lsucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-ramificadas (por ej treonina,
valina, Isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por e] trosina, fenilalanina,
tnptofano, histidina) Las sustituciones no conservativas no se harlan para residuos de
aminoécidos conservados o para residuos de aminoécidos con localizacibn en un

dominio de protelna conservado

Las sustituciones conservativas de aminoécidos se realizan con preferencia en
las posiciones 11, 12, 18, 17 o 18 del polipéptido de consenso que se muestra en la
SEC ID NO 34 La poslcion 11 es con preferencia R, S, A, K, G o T, y con mayor
preferencia R, A, G 0 S La poslicidon 12 es con preferencia K, N, R, H, A, S 0 Q, y con
mayor preferencia K, A, S o N La posicién 16 es con preferencia K, R, V, |, L, M, F, W,
Y,A, S, T, N, Q, GoH, ycon mayor preferencia K, V, |, F, A, So N La posicion 17 es
con preferencia D, E, H, K, R, F, LLLM, Y, VW, A S, T, N, Qo G, y con mayor
preferencia R, A, L, M, V, S, H, E 0 Q La posicién 18 es con preferenciaK, R, F, I, L, Y,
V., M, A G o H, ycon mayor preferencia K, R, F, |, L, Y 0 A Todas las posibles
combinaciones de sustituciones en las posiciones 11, 12, 16, 17 y 18, Incluyendo la no-
susttucidn en cualquiera, en dos, en tres 0 en cuatro de estas posiciones, quedan

previstas en forma especifica

Las vanantes también incluyen a polipéptidos que difleren en su secuencia de
aminoacidos debido a mutagénesis Las vanantes que funcionan como agonistas del

receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagon pueden identrficarse
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detectando bibliotecas combinatonas de mutantes, por ejemplo, los mutantes de
polipéptidos con sustituciones conservativas en 1 0 més posiciones {es declir, 1, 2, 3, 4,
5, 8, 7, 8, 9 0 10 posiciones) pueden ensayarse para detectar la actmidad agonista del
receptor del GLP-1 y la actvidad antagorusta del receptor del glucagon utilzando
métodos bien conocidos en el arte y que se descnben en los glemplos especificos mas

adelante
Anélogos

Un anélogo incluye a un propolipéptido, en donde el propolipéptido incluye a una
secuencia de aminoécidos de un polipéptido de la invencidn Los polipéptidos activos de
la nvencion pueden sufnr ruptura de los amino4cidos adicionales de la molécula del
propolipéptido por procesos naturales in vivo o por procedimientos bien conocidos en el

arte, tales como ruptura enzimética o quimica
Fragmentos

Un fragmento es un polipéptido menor que uno de extensidn total de la
invencién, que incluye un denvado, vanante o analogo de extension total, que posee

actividad agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del receptor del glucagon

Cualquier secuencia de polinucléotido que codifique un polipéptido de la
invencién se puede utlizar para expresar el polpépbdo Los polinucléotidos pueden
consistir solo en una secuencia codificadora para un polipéptido o pueden ncluir

secuénclas codificadoras y/o no-codificadoras adicionales

Las secuencias de polinucléotidos que codifican un polipéptido de la invencion se
pueden sintetizar en todo o en parte utllizando métodos quimicos bien conocidos en el
arte (ver, por ejemplo, Caruthers et al , Nucl Acids Res Symp Ser 215-23, 1980, Hom
et al, Nucl Aclds Res Symp Ser 225-32, 1880) EIl polinucléotido que codifica el
polipéptido puede luego clonarse en un vector de expresidn para expresar el polipéptido
o en un vector de clonacién, para propagar el polinuciéotido
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Como comprenderdn aquellos con experiencia en el arte, puede resultar
ventajoso producir las secuencias codificadoras de polipéptidos que posean codones no
nafurales Por ejemplo, se pueden seleccionar codones prefendos por un huésped
procanota o0 eucanota para aumentar la velocidad de expresion de un polipéptido o para
producir un transcripto de ARN que posea propiedades deseables, tales como la vida
media, que sea mayor que la de un transcnpto generado a partir de la secuencia
natural

LLas secuencias nucleotidicas descriptas aqul pueden prepararse mediante
ingenieria genética utiizando métodos generaimente conocidos en el arte para alterar
las secuencias codificadoras de polipéptidos por una vanedad de razones, que incluyan,
sin ser limitativos, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento y/o expresidn
del polipéptido o del mARN producto La transposicidn del ADN mediante fragmentacion
aleatona y el reensamblado de fragmentos de genes y de oligonucléctidos por PCR
pueden usarse para preparar secuencias nucleotidicas mediante ingenieria genética
Por ejemplo, puede utilizarse la mutagénes:s de srtio dingido para insertar nuevos sitios
de restriccién, alterar patrones de glicosilaclén, cambiar la preferencia por codones,

producir vanantes de corte, introducir mutaciones, etc
Vectores

La presente invencién también incluye a vectores de clonacion y de expresion
que comprenden una 0 més secuenclas nucleotidicas que codifican un polipéptido de la
invencién La secuencia nucleotidica puede insertarse con orlentacién hacia delante o
hacia atrds Una secuencia de ADN puede insertarse en un vector por una vanedad de
procedmientos En general, una secuencla de ADN se inserta en un stio de
endonucleasa de restncclén apropiado por procedimientos conocidos en el arte y
descnptos en Sambrook et al, MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL,
2da Edrtion (Cold Spring Harbor, N Y, 1989) Se considera a estos procedimientos y a

otros incluidos en el alcance de los expertos en el arte
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Ejemplos de vectores de clonacién incluyen , sin ser imitativos, a pBR322,
pUC18, pUC19, pSport y pCRII

En un aspecto prefendo de esta realizaclon, un vector de expresion comprende
ademas secuenclas regulatonias, que incluyen, por ejemplo, a un promotor, ligadas
operativamente a la secuencia codificadora Los expertos en el arte conocen un gran
namero de vectores y promotores de expresidn apropiados y se pueden adgquinr en el
comercio Las vectores de expresion siguientes se presentan a modo de ejemplo Los
vectores de expresién bacterianos incluyen, sin ser imitativos, a pQE?70, pQES0, pQE-S
(Quagen), pBS, phagescript, psiX174, pBluescnpt SK, pBsKS, pNH8a, pNH16a,
pNH18a, pNH4B6a (Stratagene), pTRCO8A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PRITS
(Pharmacla) Los vectores de expresidn eucariotas incluyen, sin ser imitativos, a
pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, PSVL
(Pharmacia) Sin embargo, puede utilizarse cualquier otro vector de clonacin o
expresion en la medida que sea replicable y viable en el huésped deseado Las
regiones de promotor se pueden seleccionar de cualquier gen deseado utizando
vectores de expresidn CAT (cloranfenicol transferasa) u otros vectores con marcadores
seleccionables Dos vectores aproplados son el pKK232-8 y el pCM7 Promotores
bactenanos con nombres particulares Incluyen a laci, [acZ, T3, T7, gpt, lambda PR, PL y
ttp Los promoctores sucanotas incluyen al CMV temprano inmediato, HSV tmidina
quinasa, SV40 temprano y tardlo, LTRs de retrovirus y metalotioneina-l de ratén La
seleccidon de un vector y un promotor adecuados estd dentro del nivel comln de la

capacidad de un experto del arte

Un vector de expresidon también puede contener un sltio de unién a nbosomas
para el Inicio de la traduccién, un terminador de trascnpelién y secuenclas adecuadas
para amplificar la expresién Los vectores de expresién pueden contener un gen que
confiera un rasgo fenotipico para la seleccidn de células huésped transformadas, tal
como la dihidrofolato reductasa o la resistencla a la neomicina para un cultivo de células
eucariotas, o tal como la resistancia a las tetraciclinas o la ampicilina para un cultivo de
E coli



163

Bibliotecas

En una reallzacién, se genera una biblioteca de vanantes por mutagénesis
combinatona a nivel de los 4cidos nucleicos y es codificada por una biblioteca genética
vanegata Puede producirse una biblioteca de vanantes, por ejemplo, ligando
enziméahcamente una mezcia de oligonucléohdos sintéticos en secuenclas genéticas
tales que un conjunto degenerado de secuencias de aminodcidos vanantes potenciales
sea expresable como polipéptidos individuales, o, altemativamente, como un conjunto
de proteinas de fusibn més grandes (por ejemplo, para despliegue de fagos) que

contengan el conjunto de secuencias en las mismas

Existe una vanedad de métodos que se pueden utlizar para producir bibliotecas
de varlantes potenciales a partir de una secuencia de oligonucléohdos degenerada La
sintesis quimica de una secuencia genética degenerada puede realizarse en un
sintetizador automaético de ADN, y luego ligarse a un vector de expresiéon apropiado El
uso de un conjunto degenerado de genes permite la provisién, en una mezcla, de todas
las secuencias que codifican el conjunto deseado de secuencias anélogas potenciales
Se conocen en el arte métodos para sintetizar oligonuciéotidos degenerados (ver, por
ejemplo, Narang, Tetrahedron 39 3 (1983), ltakura et al, Annu Rev Biochem 53 323
(1884), Itakura et al , Science 198 1056 (1684), lke et al , Nucleic Acid Res 11 477,
1983)

Se conocen en el arte diversas técnicas para detectar productos génicos de
bibliotecas combinatorias preparados mediante mutaciones puntuales o truncamiento y
para detectar bibliotecas de cADN para productos génicos que tengan una propiedad
seleccionada Dichas técnicas son adaptables para la deteccién ripida de las
bibliotecas génicas generadas por la mutagénesis combinatona de los polipéptidos de la
iInvencién Las técnicas mas utlizadas, que se pueden adaptar al andlisis de alto
rendmiento para detectar grandes bibliotecas génicas, incluyen tipicamente la
clonacién de la biblioteca génica a vectores de expresion replicables, |a transformacién
de células apropiadas con la biblioteca resultants de vectores Y la exprasién de los

genes combinatonos en condiclones en las cuales la deteccién de una actvidad
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deseada facilite el aislamiento -del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd
La mutagénesis de ensamblado recursivo (REM), una técnica que intensifica la
frecuencia de los mutantes funcionales de las bibliotecas, puede utilizarse en

combinacién con los ensayos de deteccion para identficar las vanantes deseadas

Células huésped

La presente Invencién también proporciona células huésped que contienen los
vectores descnptos antenorments La célula huésped puede ser una célula eucanota
superior, tal como una célula de mamifero, o una célula eucanota inferior, tal como una
célula de levadura En forma altemativa, la célula huésped puede ser una célula
procariota, tal como una célula bacteriana

Las células huésped se pueden procesar mediante ingenierla genética
(transducidas, transformadas o ftransfectadas) con (os vectores de clonacién o
expresidon de la invencién El vector puede encontrarse, por elemplo, en forma de
plasmido, de particula virel o de fago Las células huésped tratadas mediante ingenieria
genética pueden cultivarse en medios nutnentes convencionales modificados segiin sea
adecuado para la actvacién de los promotores o la seleccién de los transformantes La
seleccion de las condiciones apropiadas de cultivo, tales como la temperatura y el pH,

estd dentro del nivel com(n de la capacidad de un experto del arte

Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados se incluyen, sin ser
limtativos, células bactenanas tales como E coli, Salmonella typhimunum,
Streptomyces, células fingicas, tales como levaduras, células de insectos tales como la
Drosophila §2 ty la Spodoptera Sf9, células de mamifero tales como las CHO, COS o
de melanoma de Bowes La seleccion de un huésped apropiado se considera dentro del

alcance de los expertos del arte a partir de las enseflanzas contenidas en la presente

La introduccién del constructo en la célula huésped puede efectuarse, por
ejemplo, mediante transfecci6n con fosfato de calcio, transfeccidn mediada por
Dextrano DEAE o por electroporacién (Dawvis et al , BASIC METHODS IN MOLECULAR
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BIOLOGY, 1988) Los constructos de las células huésped pueden usarse de modo
convencional para producir el producto genétco codificado por la secuencia

recombinante
Expresién de proteinas

Pueden expresarse proteinas maduras en células de mamifero, de levaduras, de
bacterias 0o en otras células bajo el control de promotores apropiados Pueden
emplearse tamblén sistemas de traducciébn hbres de células para producrr dichas
proteinas utizando ARNs denvados de constructos de ADN de la presente invencion
Se descnben vectores de clonacion y expresion adecuados para utiizar con huéspedes
procanotas y eucanotas, segin se menciondé antenormmente y en Sambrook et al,
MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, 2da Edtion (Cold Spnng harbor,
N Y, 1989)

La trascnpcidn de un ADN que codifica polipdptidos de la presente invencién por
eucanotas supenores puede incrementarse insertando una secuencia amplificadora en
el vector de expresién Los amplificadores son elementos de ADN que actian en forma
cis, habitualmente de entre aproximadaments 10 a 300 pb, que actian sobre un
promotor para incrementar su trascnpcién Los ejemplos inciuyen al amplificador SV40
en el lado tardio del origen de replicacién (pares de bases 100 a 270), a un amplificador
del promotor temprano del citomegalovirus, a un amplificador de polioma del lado tardio
del ongen de replicacion y a los amplificadores de adenovirus Por lo general, los
vectores de expresion recombinante incluirén origenes de replicacién y marcadores
seleccionables que permitan la transformacidn de la célula huésped, por e] el gen de la
resistencla a la ampicilina de E coll y el gen TRP1 de S cerevisiae, y un promotor
denvado de un gen altaments expresado para dingir la trascripcién de una secuencia
estructural corrfente abajo Dichos promotores pueden derivar de operones que
codifiquen enzimas glicollticas tales como la 3fosfoglicerato quinasa (PGK), el factor a,
la fosfatasa &cida o las protelnas de choque témmico, entre otras La secuencia
estructural heterbloga se ensambla en fase apropiada con las secuencias de traduccion,

Iniciacién y terminacidn y, con preferencia, con una secuencia lider capaz de dingrr la
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secrecion de la proteina traducida al espacio penpldsmico o al medio extracelular En
forma opcional, la secuencia heterbloga puede codificar una proteina de fusibn que
incluya un péphtdo de Identficacion de aminodcidos N-terminales que imparia
caracteristicas deseadas, como por ] , la estabilizacién o 1a punficacién simplificada del

producto recombinante expresado

Después de la transformacion de una cepa adecuada del huésped y del
crecimiento de la cepa del huédsped hasta una densidad celular apropiada, el promotor
seleccionado se desrepnme por medios apropiados (por e) cambio de temperatura o
Induccidn quimica) y las células se cultivan por un penodo adicional Las células se
cosechan tipicamente por centnfugacion y se desgarran por medios flsicos o quimicos
El extracto bruto resultante se conserva para su postenor punficacién Las células
microbianas empleadas en la expresién de proteinas pueden desgarrarse por cualquler
método conveniente, incluyendo los ciclos congelacidn-descongelacion, la sonicacion,

la disrupcién mecénica o el uso de agentes de lisado celular

Pueden utilizarse también diversos sistemas de cultivo de células de mamifero
para expresar proteinas recombinantes Ejemplos de sistemas de expresion de
mamiferos incluyen a las lineas COS-7 de los fibroblastos de nfién de mono, descritas
por Gluzman, Cell 23 175 (1981) y a otras lineas celulares capaces de expresar un
vector compatible, como, por ejemplo, las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y
HBK

Punficacion de proteinas

Los polipéptidos de la prasente invencién se pueden recuperar y punficar a partir
de cultivos celulares recombinantes por métodos bien conocidos en el arte, incluyendo
la preciptacion con sulfato de amonio o etanol, la extraccidn con 4cidos, la
cromatografia de intercambio aniénico o cabénico, la cromatografla sobre fosfocelulosa,
la cromatografia de nteraccibn hidrofébica, la cromatografla de afindad, la
cromatografla sobre hidroxiapatita y la cromatografia de lechtnas La cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC) puede emplearse como paso final de punficacién
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Los polipéptidos de la invencién pueden alslarse convenientemente segin se
descnbe en los ejlemplos especificos més adelante Un polipéptido punficado tiene por
lo menos aproximadamente un 70% de pureza, o sea que el polipéptido aislado esta
sustancialmente libre de matenal celular y tiene menos de aproximadamente el 30% (en
peso seco) de matenal no-polipeptidico Con preferencia, los preparados tienen una
pureza de entre el 85% y el 99% (es decir, 85, 87, 88, 91, 93, 95, 96, 97, 98 y 98%) La
pureza de los preparados puede determinarse por cualquier medio conocido en el arte,
tal como la electroforesis en gel de poliacnlamida con SIDS, espectrometria de masa y

cromatografia liquida
Modiffcacién post-traduccional

Dependiendo del huésped empleado en un procedimiento de produccién
recombinante, los polipéptidos de la Invencin se pueden glicosilar con hidratos de
carbono de mamiferos u otros eucariotas o pusden ser no-glcosiados Los polipéptidos

de la invencién también pueden inclulr un reslduo inicial del aminoécido metionina
Siniesis quimica

Como alternativa, los polipéptdos de la invencién pueden producirse utlizando
métodos quimicos para sintehzar su secuencia de aminoécidos, tal como por sintesis de
péptdos directa usando técnicas de fase sdlida (ver, por ejemplo, Memfield, J Am
Chem Soc 85, 2148 - 2154, 1663, Roberge et al, Science 2698, 202 - 204, 1885) La
sintesis de polipéptidos puede realizarse utlzando técnicas manuales o por
automacién La sintesis automatizada puede lograrse, por ejemplo, usando el Applied
Biosystems 431A Peptide Synthesizer (Perkin Elmer) En forma opclonal, los
fragmentos de un polipéptido se pueden sintetizar separadamente y combinarse usando

métodos quimicos para producir una molécula de extensién completa

Un polipéptido recién sintetizado puede punficarse en forma sustancial por medio

de cromatografia liquida de aita resolucion (ver, por ejemplo, Creighton, Proteins
Structures And Molecular Principles, WH Freeman and Co, New York, N Y, 1983) La
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composicidn de un polipéptide sintéhco de la presente invencion se puede confirmar
mediante andlisis o secuenciacibn de aminodcidos, por elempic mediante el
procedimiento de degradacién de Edman (ver Crelghton, mas amba) Ademas,
cualquler porcién de la secuencia de aminoacidos del polipéptido se puede alterar
durante la sintesis directa y/o combinarse usando métodos quimicos con secuencias
provenientes de otras proteinas para producr una variante de polipéptido o un
polipéptido de fusion

Aplicaciones Farmacéuticas

Los polipéptidos de la presente invenclén pueden utilizarse para tratar la diabetes
de tipo 2 (diabetes melitus no-insulino dependiente) y/o evitar que los sujetos con
intolerancia a la glucosa, intolerancia a la glucosa en ayunas, hipoglucemia y/u
obesidad, desamolien una diabetes de tipo 2

Composiciones farmacduticas

Los polipéptidos de la presente invencidn pueden combinarse con un vehliculo
aceptable para use farmacéutico para formar una composicién farmacéutica para
administracién parenteral Dichas composiciones comprenden una cantidad
terapéuticamente efectva del polipéptido y un vehiculo o excipiente aceptable para uso
farmacéutico Los vehiculos aceptables para uso farmacéutico incluyen, pero sin ser
limtativos, la solucion sallna, la solucibn salina bufferizada, la dextrosa, el agua, el
glicerol, el etanol y sus combinaciones La formulacién debe adaptarse a la modalidad
de administracién

LLas composiciones farmacéuticas pueden administrarse de manera conveniente,
por @], por via oral, t6pica, endovenosa, intraperitoneal, Intramuscular, subcutinea,
intranasal o intradérmica Las composiciones farmacéuticas se administran en una
cantidad que resulte efectiva para el tratamiento y/o profilaxis de la Indicacn
especifica Las dosis adecuadas oscilan entre aproxmadamente por lo menos 3,5 ng de
polipéptido activo (es decir, sin inciurr el peso de un resto de PEG o 4cldo graso)Kg de



vrd

peso corporal y aproximadamente 100 pg/kg de peso corporal por dia En la mayoria de
los casos, la dosls es de entre aproximadamente 0,1 pg/kg y aproximadamente 35 ug
/kg (es decrr, 0,1, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 pg /kg) de peso corporal por dia, teniendo
en cuenta las vias de administracién, sintomas, etc Estos nimeros no tienen en cuenta
la biodisponibiidad del péptido in vivo, en cuyo caso puede usarse mayor © menor
cantdad para alcanzar la dosis efectiva deseada La determinacién de una dosis esta

dentro de la capacidad com(in del experto del arte y raqulere solo deteccion de rutina

Los polipéptdos de la presente invencibn también pueden emplearse en
combinacién con otros agentes farmacéuticos (tiles en el tratamiento de la diabetes, la
intolerancia a la glucosa en ayunas, la intolerancia a la glucosa, la hiperglucemia y la
obesidad Los agentes aproplados incluyen a los secretagogos de insulina, los insulino-

sensibilizantes y la metformina HC!

La invencién también provee envases o equipos farmacéuticos que comprenden
uno o mas reciplentes llenos con uno o mas de los Ingredientes de las composiciones
farmacéuticas de la invencidn Puede estar asoclado al envase o equlpo un aviso en
forma prescnpta por una agencia gubernamental que regule la fabncacién, uso o venta

de fArmacos o productos biolégicos y que refleje la aprobacién por parte de la agencia
Terapia génica

Un polipéptido de la invencién también puede expresarse in vivo, lo cual con
frecuencia se denomina "terapia génica” Asi, por ejemplo, pueden obtenerse células
mediante ingemerfa genética con un polinucléotido (ADN o ARN) que codifique el
polipéphdo ex vivo y luego administrarse esas células a un paclente para ser tratado
con el polipéptido Dichos métodos son bien conocidos en el arte Por ejemplo, se
pueden obtener células mediante ingenierla genética por procedimientos conocldos en
el arte usando una particula retroviral que contenga un ARN que codifique los

polipéptidos de la presents Invencién
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En una realzacidn prefenda, al ADN que codlifica los polipéptidos de la invencién
se ulliza en terapia génica para trastomos tales como la diabetes De acusrdo a esta
realizacion, la terapia génica con el ADN que codifica los polipéptidos de la Invencién se
provee 8 un pacients que la necesita en forma concurrente con o inmediatamente

después del diagnéstico

La administracidn local de polipéptidos que utliza la terapia génica puede
suministrar el agente terapéutico al area blanco, es decir el pancreas Por ejemplo, se
utihzé un promotor especifico para crear un modelo de tumor pancreatico en células
beta de raton (Hanahan, Nature 315 (6015) 115-22, 1985) Se consideran tanto
metodologias de terapia génica in vitro como In vivo Se conocen vanos métodos para
transfenir genes potenciaimente terapéuticos a poblaciones celulares definidas Ver, por
e}, Mulligan, Science 260 826-31, 1993 Estos métodos incluyen

1) Transferencla directa de genes Ver, por ej , Wolf et al , "Diract Gene transfer
Into Mouse Muscle In Vivo", Science 247 1465-68, 1890,

2) Transferencia de ADN mediada por liposomas Ver, por e], Caplen et al,
"Liposome-mediated CFTR Gene Transfer To The nasal Epithellum Of Patents UIT
Cystic Fibrosis”, Nature Med 3 39-46, 1985, Cnstal, "The Gene As A Drug", Nature
Med 1 15-17, 1985, Gao y Huang, "A Novel Cationic Liposome Reagent For Efficient
Transfection Of Mammalian Cells", Biochem Biophys Res Comm 178 280-85, 1991,

3) Transferencia de ADN mediada por retrovirus Ver, por e, Kay et al , "In Vivo
gene Therapy Of Hemophiha B Sustained Partlal Comection In Factor IXDeficient
Dogs®, Science 262 117-19, 1983, Anderson, "Human Gene Therapy", Science
256 808-13, 1992

4) Transferencia de ADN mediada por Virus del ADN Dichos virus de! ADN
incluyen a los adenovirus (con preferencia los vectores basados en Ad-2 o Ad-5), los
virus del herpes (con preferencia vectores basados en el virus del herpes simplex) y
parvovirus (con preferencia vectores basados en parvovirus "defectuosos" o no
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autdnomos, con mayor preferencia vectores basados en virus adeno-asoclados y, por
sobre todo, con mayor preferencia, vectores basados en AAV-2) Ver, por e), Al et al,
"The Use Of DNA Viruses As vectors For Gene Therapy”, Gene Therapy 1 367-84,
1984, Patente de los Estados Unidos 4 7987 368 y Patente de los Estados Unidos
5 139 941

Sistemas de vectores para terapia génica

La eleccién de un sistema de vectores particular para transfenr un gen de interés
dependerd de una vanedad de factores Un factor importante es la naturaleza de la
poblacién celular blanco Aunque los vactores retrovirales se han estudiado y usado
extensamente en una cantidad de aplicaciones de terapia génica, estos vectores por lo
general son inapropiados para Infectar células que no estan en division Ademas, los
retrovirus tienen una oncogenicidad potencial Sin embargo, desamollos recientes en el
campo de los vectores lentivirales pueden evitar algunas de estas imitaciones Ver
Naldini et al , Science 272 263-7, 1996

El experto en el arte podrd apreclar que cualquier vector de terapia génica
adecuado que codifique polipéptidos de la invencién puede usarse de conformidad con
esta realizacién Son conocidas las técnicas para construir dichos vectores Ver, por ],
Anderson, Nature 392 25-30, 1898, Verma y Somia, Nature 389 239-242, 1998 La

introduccion del vector al sitio blanco puede lograrse usando técnicas conacidas

Los vectores de terapla génica adecuados incluyen a uno o mas promotores Los
promotores adecuados que se pueden utilizar incluyen, sin ser limitativos, a los
promotores virales (por e] el LTR retroviral, el promotor SV40, el promotor tardio
pnncipal del adenovirus, el promotor del virus sincitial resplratono, el promotor del
parvovirus B19 y el promotor del citomegalovirus humano (CMV) descrnto en Miller et
al , Biotachniques 7(9) 880-990, 1989), los promotores celulares (por e] [os promotores
de la histona, el polipéphdo Ill y la R-actina) y los promotores inducibles (por e] el
promotor MMT, el promotor de la metalotioneina y el promotor del choque térmico) La
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seleccdn de un promotor adecuado sera evidente para aquellos con experiencia en el

arte a través de las ensafianzas contenidas en la presente
Retro virus

Los refrovirus a partir de los cuales pueden denvar los vectores de los plasmidos
retrovirales mencionados antenormente Incluyen, sin ser limitativos, al Virus de la
Leucemia Munna Moloney, el virus de la necrosis del bazo, los retrovirus tales como el
Virus del sarcoma Rous, el Virus del Sarcoma Harvey, el virus de la leucosis de las
aves, el virus de la leucemia del mono gibén, el virus de inmunodeficiencia humana, el
Virus del Sarcoma Mieloproliferativo y el virus del tumor de mama En una realizacion,

el vector del plasmido retroviral se deriva del Virus de la Leucemia Murina Moloney

El vector del pldsmido retroviral se utliza para transducir lineas celulares de
empaquetamiento para formar lineas celulares productoras Ejemplos de células de
empaquetamiento que se pueden transfectar incluyen, sin ser limtativos, a las lineas
celulares PES01, PA317, y-2, y -AM, PA12, T19-14X, VT18-17-H2, yCRE, yCRIP,
GP+E-88, GP+envAm12 y DAN, segtin se describe en Miller, Human Gene Therapy, 1
5-14, 1990 El vector puede transducir 1as células de empaquetamiento a fravés de
cualquier medio conocido en el arte Dichos medios incluyen, sin ser limitativos, |a
electraporacién, el uso de liposomas y la precipitacidn con CaP04 En una aiternativa, el
vector del plasmido retroviral puede estar encapsulado en un liposoma o acoplado a un
lipido y luego administrarse a un huésped La linea celular productora genera particulas
del vector retroviral que Incluye a la(s) secuencia(s) de acldo nuclelco que codrfica(n)
los polipéptidos de la Invencién Luego dichas particulas de vector retroviral pueden
usarse para transducir células eucanotas, ya sea in vitro o In vivo Las células
eucariotas transducidas expresaran la(s) secuencia(s) de acido nucléico que codfica(n)
los polipéptidos de la invencidn Las células sucanotas que se pueden transducir
incluyen, sin ser imiativos, las células germinales embnonanas, las células de
carcinoma embrionano como asf también las células germinales hematopoyéticas, los
hepatocitos, los fibroblastos, mioblastos, queratinocitos, células endoteliales y células
del epitelio bronqu:al
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Adenovirus y virus adeno-asociados

Los adenovirus tienen la ventaja de que tienen un amplio rango de huéspedes,
pueden ifactar células en reposo o diferenciadas en forma terminal, tal como las
neuronas o hepatocitos y parecen ser esencialmente no-oncogénicos Ver, por ej , Al et
al, 1994, en la pagina 387 Los adenovirus no parecen Integrarse al genoma del
huésped Dado que existen fuera del cromosoma, se reduce notonamente el nesgo de

mutagénesis insercional Ali et al, 1994, en la pagina 373

Los virus adeno-asociados exhiben ventajas similares a las de los vectores de
base adenoviral Sin embargo, los AVVs exhiben una integracion sihoespecifica en el

cromosoma humano 19 (Ali et al , 1984, en la pagina 377)
Terapia transcanética

Una aproximacion diferente a la terapia génica es la "terapia transcanética®, en ia
cual las células del paciente se tratan ex vivo para inducir a los genes latentes a
producir la protelna de interés después de su reintroduccién al paciente La terapia
transcanética supone que el individuo tiene un complemento normal de genes necesano
para la activacion La terapia transcaridtica implica introducr un promotor u otra
secuencia regulatoria exégena capaz de activar los genes Incipientes en el ADN
cromosomico de las células del paciente ex vivo, cultivar y selecclonar las células
activas productoras de proteina y luego reintroducir las células activadas en el paclente
con el propdsito de que se tomen luego totaimente establecidas Las células "con genes
activados” fabrican luego la protelna de Interés durante algin tiempo significativo, tal
vaz tanto como la wida entera del paciente Las Patentos de los estados Unidos Nos
5641 670 y 5 733 761 descnben en detalle este concepto

Con el fin de que esta invencldn sea mejor entandida, se exponen los siguientes
ejemplos Estos ejemplos son solo a los propésitos de irlustracidn, y no han de

considerarse de ningin modo como limitantes del alcance de la Invencién Todas las
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patentes, solicitudes de patente y referencias citadas en esta presentacin se

Incorporan a la misma a modo de referencia en su totalidad

EJEMPLOS

Elempio 1

Metodologia de sintesis de péptidos

Se siguid el siguiente procedimiento general para sintetrzar algunos de los
polipéptidos de la invencién Se lievd a cabo la sintesis de péptidos por medio de la
estrategia FMOC/ter-Butil (Peptide sintesis Protocols (1984), Volumen 35, por Michael
W Pennington & Ben M Dunn) en condiciones de fiujo continuo utilizando resinas PEG-
Poliestireno Rapp-Polymere (Rape-Polymers, Tubingen, Alemania) Al completarse la
sintesis, los péptidos se separaron por ruptura de la resina y se desprotegieron usando
TFA/DTT/H20/Trusopropil silano (88/5/5/2) Los péphdos se precipitaron del coctel de
ruptura utilizando dietil éter frio El preciptado se lavé tres veces con el éter frio y luego
se disolvié en dcido acético 5% antes de someterse a liofillzacion La identidad de los
péptdos se confimé mediante cromatografia en fase reversa sobre una columna YMC-
Pack ODS-AQ (YMC, Inc, Wilmington, NC) sobre un sistema Waters ALLIANCE
(Waters Corporation, milford, MA) utlhizando agua/acetoninio con TFA 3% como
gradiente desde acetonirllo 0% hasta 100%, y mediante espectrometria de masa
MALDI en un Espectrdmetro de Masa VOYAGER DETM MALDI (modelo 5-2386-00,
PerSeptive BioSystems, Framingham, MA) Se agreg6 la muestra del péptido en buffer
de Matnz (d H2O/acetonitnlo 50/50 con 3% de TFA) a buffer de Matnz 1/1 Aquelios
péptidos que no reunieron el cnteno de pureza de >85% se punficaron medante
cromatografia en fase reversa sobre un sistema de HPLC Waters Delta Prep 4000
{(Waters Corporation, Milford, MA)

Elemplo 2

Clonacién de péptidos
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Para establecer un método sélido para expresar los polipéptidos de la invencién
y sus mutantas, se clonaron las secuencias de nucledtidos que codifican polipéptidos de
manera C-terminal a GST con un Gnico sitlo de reconocimiento del Factor Xa separado
el péptido monomerico y el GST El gen que codffica el siho de reconocimiento del
Factor Xa fusionado a la secuencia de ADN del péptido a producir se ha sintetizado por
hibndacidn de dos fragmentos de ADN mono-hebra superpuestos (70-90meros)
conteniendo un siho de enzima de restriccion BamH| o EcoRl inmediatamente &' a la
secuencia de ADN del polinucléotido a clonar, seguido de sintesis de ADN de las
hebras opuestas a través del gran fragmento de la ADN polimerasa | {Life Technologies,
Inc , Galthersburg, MD)

La secuencia de ADN elegida para cada polinucléotido se baso en la traduccién
reveraa de ia sacuencia de aminoacidos deaignada de cada péptido En algunos casos,
el palinucléotido que codffica al péptido se genera por mutagénesis de PCR (Picard et
al, Nucleic Acids Res 22 2587-91, 1994, Sambrook et al (1889) MOLECULAR
CLONING A LABORATORY MANUAL, 2da Edicién, Cold Spnng Harbor Laboratory
Press, New York) de un polinucléotido ya preparado por el método descnto
anteriormente E| producto de doble hebra se digiere luego por medio de BamHl y
EcoRl y se liga al pGEX-6P-1 (Amersham Phamacia Blotech), que tamblén se ha
obtenido por ruptura con BamH| y EcoRl

~

Por ejemplo, cuando la secuencla de ADN del polipéptdo identificado cono SEC
ID NO 7 se clono en el pGEX-8P-1, se expresd la sigulente secuencia de polipéphdo en
forma de fusiones con glutation S-transferasa (GST)
IEGRHSQGTFTSDYAKYLLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 33), en la cual los
pnmeros 4 aminoacidos, IEGR, son el stio de reconocimiento del factor Xa y los
restantes 31 aminoécidos son la secuencia de aminoécidos identificada como SEC ID
NO 7

Los primeros y ditimos sels nucleétidos de la secuencia de dcido nucleico que
codifica al polipéphdo identificado como SEC ID NO 7, representan los sitios de la
enzima de restriccion (BamH/ y EcoR/) utiizados para la clonacién al plasmido pGEX-
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6P-1 (FIG 1) La secuencla "TAATGA" que precede inmediatamente al sitio EcoRI
("GAATTC") codffica dos codones de terminacién El resto de la secuencia de ADN

codifica el Factor Xa-polipéptido identficado como secuencia de fusién de SEC ID
NO 7

Expresion recombinante de péptidos y punficacién

Células BL21 (DE3) (Stratagene) transformadas con un péptido GST de fusién
que contenla plasmidos, se cultivaron a 37°C hasta alcanzar una D0800 de entre 0.6 y
1,0 y se indujeron mediante IPTG (Life Technologies) 1 mM durante 2 horas a 37°C Se
centrifugaron dos Iiros de células a 7 700xg durante 15 minutos y se conservaron a -
20°C El pelet de células se resuspendid en 80 ml de reactivo para extraccion de
protelnas bactenanas B-PER (Cat No 78248, Pierce) e Inhibidor de Proteasas
Completo (Roche) 1x hasta que la suspensién de células se homogenizd La mezcla
homogénea se agitd suavemente a temperatura ambiente durante 10 minutos Se
agregaron lisosoma y Dnasa | hasta una concentracién final de 200 pg/ml y 10 pg/ml
para solubilizar més las proteinas y para reducir la viscosidad, respectivamente La
mezcla se incubd durante 5 minutos adicionales Los restos de células se eliminaron por
centnfugacion a 27 000 g durante 20 minutos El sobrenadante se mezclé con 2 mL de
resina Glutaton Sefarosa 4B (Pharmacia) en un agitador durante toda la noche a 4°C
La resina se separd por centrifugacién a 1 500 g durante 15 minutos, se rellené en
Columnas de cromatografia Poly-Prep (Bio-Rad), se lavé con 30 mL de PBS seguido de
10 mL de buffer de Factor Xa (CaCI2 1 mM, NaCl 100 mM y Tns-HCI 50 mM, pH 8,0)
Los péptidos se separaron de la columna con 80 unidades de Factor Xa (Pharmacia) en
1 mL de buffer de Factor Xa, durante toda la noche a 4°C Estos eluatos se comleron
luego en HPLC de C18 (Beckman System Goid) usando un bucle de 2 mL y un caudal
de flujo de 1 mL/,imuto con el siguilente programa 5 minutos de Buffer A (TFA/H20
0,1%), 30 minutos de gradlente hasta 100% de Buffer B (TFA/ACN 0,1%), 10 minutos
de Buffer A, 10 minutos de gradiente y 10 minutos de Buffer A Las fracciones

correspondientes a los picos (0,5 mL cada una) se recogieron y separaron mediante
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electroforesis en gel de Tricine-SIDS 10-20% La identidad de cada péptido se confiméd

mediante espectrometrla de masa utllizando la masa predicha a partir de la secuencia

de aminoacidos Los rendimientos tipicos son de aproximadamente 50 ug de péphdos

hbres por itro de cultivo de E coli Se ha demostrado que los péphtdos recombinantes

tienen las mismas actividades que sus versiones sintéticas

La siguiente tabla, Tabla 2, contlene algunos polipéptidos preparados de
conformidad con el protocolo de sintesis de péptidos discuhdo mas amriba (Ejemplo 1) o,

en forma recombinante como se descnbié antenormente

Tabla 2

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT (SEC 1D NO 1)

GLP-1(7-36) HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC D
NO 2)

GLP-1{(7-37) HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 3)

G1 HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLVKGR-NH2 (SEC 1D
NO 4)

G5 HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID
NO 5)

G27 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID
NO 6)

G51 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 7)
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G55 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID
NO 8)

G586 HSQGTFTSDYAAYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID
NO 8)

G57 HSQGTFTSDYAKYLDAARAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID
NO 10)

G58 HSQGTFTSDYAKYLDAKKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 11)

G59 HSQGTFTSDYARYLDAKKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 12)

G60 HSQGTFTSDYAKYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 13)

G61 HSQGTFTSDYARYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 14)

G71 HSQGTFTSDYAKYLDARRACEFIAWLVKGRG (SEC ID
NO 115)

G74 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVCGRG (SEC ID NO 16)

G75 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKCRG (SEC ID NO 17)

G76 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGCG (SEC ID NO 18)

G77 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (SEC ID NO 19)

G277 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (22 kD) (SEC ID

NO 20}
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G82 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVRGRG (SEC ID NO 21)

Ga3 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRG (SEC ID NO 22)

G84 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVKGRG (SEC ID NO 23)

G85 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVRGRGK (SEC ID
NO 24)

G185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (SEC ID NO 25)

G2185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (22kD) (SEC ID
NO 26)

G4185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (43kD) (SEC ID
NO 27)

G87 HSQGTFTSDYAKYLDARRAK(FA)EFIAWLVKGR-NH2 (SEC 1D
NO 28)

G8s HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRK(FA) (SEC ID
NO 28)

G90 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIK{FA)WLVRGRG (SEC ID
NO 30)

G182 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRGK(FA) (SEC ID
NO 31)

G183 HSQGTFTSDYARYLDARRAK(FA)EFIKWLVRGRG (SEC ID
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NO 32)

(FA) paimitato C4g unido al residuo de lisina

(22kD) PEG de 22kD unido al residuo de cisteina

(43kD) PEG de 43kD unido al residuc de cisteina

Ejemplo 4

Preparacion de membranas de células RINmSF

Matraces contenlendo células RINm5SF se lavaron con PBS, se disgregaron en
un buffer Hepes 20 mM-EDTA 1 mM-sacarosa 250 mM conteniendo inhibidores de
proteasas (HES) y se homogeneizaron en un homogeneizador dounce, seguido de

resuspension repetida a través de una aguja de medida 23

Las células y nicleos intactos se eiminaron por centrifugacién a 500xg durante 5
minutos El pelet se resuspendié en buffer HES usando una aguja de medida 23 y se
repiti6 la centrifugacion Los sobrenadantes de ambas centnfugaciones se combinaron y
se centrifugaron a 40 000xg durante 20 minutos El pelet de membranas plasmaticas
resultante se resuspendid en buffer HES usando una aguja de medida 23, seguida de

una aguja de medida 25 Las membranas se conservaron a -80°C hasta ser utllizadas

Elemplo 5

Preparacién de membranas plasméticas de higado de rata

Se sacrificaron ratas y se extrajeron sus higados colocindolos en buffer TES
(Tns 20 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, sacarosa 255 mM conteniendo inhibidores de
proteasas) enfnado con hielo Se determiné el peso hiimedo de los higados y se molid

el te]ido en 5 volimenes de buffer TES enfriado con hielo y se prepard una suspension
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uthizando un poltron Todos ios buffers y agitadores se conservaron a 4°C La
suspensién se homogenizd adicionalmente usando fres golpes de un homogeneizador
dounce manual El homogenato se pasd a travas de vanas capas de estopa y se
centnfugé a 25 000 x g durante 10 minutos Los pelets se homogeneizaron en 22,1 mi
de buffer TES utlizando 10 golpes de un homogeneizador dounce manual Se
agregaron veintsiete militros y nueve décimas de sacarosa 2,4 M en TE y se mezcld
bien El homogenato se distnbuyé en vanos tubos y cada tubo se cubné con 7 ml de
buffer TES Los tubos se centmfugaron a 120000 x g durante 60 minutos Las
membranas plasméaticas se retraron de la Interfase que se formd durante el
centrifugado, se diluyeron en TES y se concentraron usando una centnfugacién de 15
minutos a 200 000 x g El pelet resultante se homogeneizé otra vez en 9,8 ml de buffer
TES, se combiné con 10,3 ml de sacarosa 2,4 M, se cubnd con 7 ml de TES y se
centrifugé a 180 000 x g durante 30 minutos Las membranas plasméaticas se retiraron
de la interfase, se diluyeron con TES y se recogieron por centnfugacién a 200 000 x g
durante 15 minutos El pelet final se resuspendi6 en TES Las membranas plasméaticas

sa congervaron a -80°C hasta estar listas para su uso

Eiempio 6

Preparacién de hepatocitos de rata

Se aislaron hepatocitos de acuerdo con un procedimiento modificado de Berry y
Friend (J Cell BioL 43 508, 1869) Se anestesié con pentobarbital sédico (55 mg/kg,
i p ) una rata Wistar macho La rata se colocd sobre su lomo en la bandeja del aparato
de perfusién hepética (37°C) y sus miembros se aseguraron con cinta de laboratono La
superficie ventral se limplo con alcohol 70% y la cavidad abdominal se abné con tjeras
para exponer 6l higado, la vena porta, la artena hepética y la vena cava postenor Se
colocaron ligaduras holgadas alrededor de los tres vasos Se insertd una cénula en la
vena porta y se asegurd con la ligadura La artena hepética y la venea cava posternor por
debajo del higado se ataron con las ligaduras La bomba de perfusion se encendid y la
aorta descendente se seccloné inmediatamente para permitir que el buffer escapara y

s8 desangrara la rata La cavidad torécica se abnd rdpidamente para exponer el
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corazbn Se nserté una cénula en la vena cava superior a través del corazdon y se
aseguré con una ligadura para completar [a circulacién del buffer a través del higado El
higado se perfundié con buffer Krebs-Henselelt contenlendo 5 - 10% de RBC de oveja y
bajo un caudal constante de 95% de 02/5% de C02 in slu con un caudal de 14
mi/minuto Se perfundi® en un sistema no circulante durante 5 minutos y iuego se
continué con un sistema de recirculaciébn (con 30 mg de colagenasa) durante otros 30
minutos Luego se extrajo el higado, se molid con tijeras en un vaso de pléshico y se
filtrd a través de un tamiz de nylon Los hepatocitos se separaron del matenal de
desecho mediante una serle de lavados con buffer y centnfugaciones (690 rpm,
temperatura ambiente, 90 segundos) Se diluyd con buffer una alicuota de células, se
tifé con Trypan Blue 0,4% y se hizo un recuento El resto de las células se diluyd con
buffer hasta una densidad apropiada para cada ensayo

Ejemplo 7

Protocolo para aislamiento de isiotes de rata

Se usaron ratas Sprague Dawley (275-320 g) como fuente donante de islotes En
resumen, el péncreas se llend con 10 ml de Liberasa Rl (Boehnnger Manheim)
reconstituida, se coseché y se incubd con 5 ml adiclonales de solucidn enaziméatica en un
bafio de agua durante 30 minutos La suspension de tejdo se lavd dos veces con buffer
FBS/Hanks (Gibco) 10% frio, se resuspendid en 8 ml de ficoll 256% (Sigma) y luego se
dispuso en capas de 5 ml cada una de ficoll 23%, 20% y 11 % Los islotes de la capa de
20% despuéas de la centrifugacion se retiraron, se lavaron dos veces con buffer
FBS/Hanks 10% frio y se resuspendieron en medio FBS/RPMI 10% (Sigma)

Ejemplo 8

Unién competitiva del péptido al recepfor del GLP-1 en membranas
plasmélicas de células RINmM5F
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Los valores de ICs, para la unién competitiva de los polipéptidos y de los
fragmentos, vanantes y analogos de polipéptidos de la invencidn al receptor del GLP-1
en membranas de RINmSF estén tlpicamente al menos entre aproximadamente 0,01
nM y aproximadamente 20 nM (es decir, 0,01,0,1,1,2,3,4,5,6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 nM) Los valores de ICs, para los derivados de polipéptidos
de la invencibn estan tipicamente al menos entre aproximadamente 0,01 nM y
aproximadaments 500 nM (es decir, 0,01, 0,1, 1, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450 o 500 nM)

La unién competitiva de algunos polipéptidos de la invencién a las membranas
de células RINmS5F se midié de la siguiente manera Se bloquearon placas de filtracion
GF/C de noventa y sels pocillos (Millipore, Bedford, MA) con PEI 0,3% durante al menos
una hora y se lavaron dos veces con buffer de unibn que consistia en Tns 20 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,5, BSA 1 mg/ml y bacitracina 1 mg/ml Se aplicaron a cada poclilio
cinco microgramos de membranas plasmaticas de células RINmSF diluidas en buffer de
unidn junto con GLP-1 marcado con *25| de 0,05 uCi y concentraciones de péptdos que
oscilaban entre 1x10' y 1x10° M Luego de una incubacidn de 60 minutos a
temperatura amblente, las placas se lavaron 3 veces con PBS enfnado con hielo que
contenia 1 mg/ml de BSA Las placas se secaron, se agregé reactivo de centelleo a
cada pocilio y se determinaron las cpm por pocilio usando un contador Wallac
Microbeta

El nimero de cuentas de ‘2| unido a las membranas para cada concentracién de
péptdo se graficd y analizé por regresidn no lineal utilizando el programa Pnzm para
determinar los ICs, Los polipéptidos expuestos en la tabla 2 se unieron al receptor del
GLP-1 presente en las membranas plasméticas aisladas de células RINmSF con
valores de ICs, de entre 1,4 nM y 248 nM (determinados a partir de un minimo de tres
ensayos) |Cs, @8 la concentracién de un polipéptido para la cual la unibn maxama del
GLP-1 (7-36) (SEC 1D NO 2) marcado se reduce en un 50%



%9

Unién compelitiva del péptido al receptor del glucagon en membranas
plasméticas de higado de rala

Loa valores de ICs, para la unién competitva de los polipéptidos y de los
fragmentos, vanantes y analogos de polipéptidos de la invencidon al receptor del
glucagon en membranas de higado de rata estin tipicamente al menos entre
aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 1000 nM (es decir, 0,1, 1, 10, 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 800, 950 o
1000 nM) La unibn competitiva de algunos polipéptidos de la invencién a las
membranas de higado de rata se midié de la siguiente manera Se bloquearon placas
de filtracién GF/C de noventa y seis pocillos (Millipore, Bedford, MA) con PEI 0,3%
durante al menos una hora y se lavaron dos veces con buffer de unién que consistia en
Tns 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5, BSA 1 mg/ml y bacitracina 1 mg/ml Se aplicaron a
cada pocillo tres microgramos de membranas plasméticas de higado de rata diludas en
buffer de unién junto con glucagon marcado con %) de 0,05 uCi y concentraciones de
péptidos que oscilaban entre 1 x10%2 y 1 x10° M Luego de una incubacién de 60
minutos a temperatura ambiente, !as placas se lavaron 3 veces con PBS enfnado con
hielo que contenla 1 mg/ml de BSA Las placas se secaron, se agregd reactvo de
centelleo a cada pocillo y se determinaron las cpm por pocillo usando un contador
Wallac Microbeta

El ntmero de cuentas de '] unido a las membranas para cada concentracién de
péptido se graficd y analizd por regresidn no lineal utilizando el programa Pnzm para
determinar los ICs, Los polipéphdos expuestos en la tabla 2 se umeron al receptor del
glucagon presente en las membranas plasméticas aisladas de higado de rata con
valores de ICs, de entre 11,7 nM y 726 nM (determinados a partir de un minimo de tres
ensayos) ICs, es la concentracion de un polipéptido para la cual la unibn méaxima del

glucagon marcado se reduce en un 50%

Ejemplo 10



P

Medlcién de la sefializacién de péplidos a través del receplor del GLP-1
utlizando el ensayo de proximidad por centellao (SPA) del AMP ciclico

Para polipéptdos y fragmentos, variantes y anélogos de polipéptdos de la
invencion, la "actvacién" del receptor del GLP-1 en un ensayo de proximidad por
centalleo del cAMP es la induccidn de una actmdad méxima que sea al menos entre
aproximadamente 80% y aproximadamente 200% (es decir, 85, 90, 85, 100, 105, 110,
115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 180, 185 o
200 %) de la maxima actividad inducida por el GLP-1(7-36) (SEC 1D NO 2) nativo, con
una potencia relativa de al menos entre un 4% y aproximadamente 1000% (es decrr, 4,
5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 800, 700, 800, 800 o
1000%) Para denvados de polipéptdos de la invencidn, la "activacién® del receptor del
GLP-1 en un ensayo de proximidad por centelleo del cAMP es la induccibn de una
actividad maxima que sea al menos entre aproximadamente 80% y aproximadamente
200% (es decir, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150,
155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 185 0 200 %) de la médxima actividad inducida
por el GLP-1(736) (SEC ID NO 2) nativo, con una potencia relativa de al menos entre un
0,5% y aproximadamente 1000% (es dedir, 0,5, 1, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 800 o 1000%) La "potencia relativa" es la ECs, del GLP-1(7-368) (SEC ID
NO 2) nativo dividida por la ECs, de un polipéptido de la invencion, muttiphicado por 100
"ECso" 8 la concentracién de un polipéptido para la cual se alcanza el 50% de la
actividad m&ama

La seflalizacibn de péptdos del receptor del GLP-1 para algunos polipéptido de
la invencién utiizando el ensayo de proximidad por centslleo del CAMP, se midié de la
slguiente manera Se plaquearon células RINMSF en placas de 96 pocillos {Costar) a
raz6n de 1,5x10° células/pocillo y se cultivaron a 37°C durante 24 horas en RPMI 1640,
FBS 5%, antibibhco/antimicético (Glbco BRL) El medio se retiré y las céiulas se lavaron
dos veces con PBS Las células se Incubaron con concentraciones de péptdos que
oscilaban entre 1x10 '? y 1x10® M en Hepes-PBS que contenia BSA 1% e IBMX 100
~M durante 15 minutos a 37°C Para probar los péptidos conjugados con 4Acido graso,
se omitid el BSA del buffer de incubacién Se retirS el buffer de incubacitn y las células
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se lisaron en al reactivo de lisado provisto con el sistema de ensayo de deteccion
directa del Ensayo de Proxamidad por Centelleo del CAMP (SPA) (Amersham
Pharmacia Biotech inc, Piscataway, NJ) La cantdad de CAMP {(en pmol) presente en

los lisados se determind sigulendo las instrucclones provistas con el equipo

La cantidad de CAMP (en pmol) producido para cada concentracién de péptido
se graficé y analizd por regresibn no lineal utiizando el programa Prizm APRA
determinar la ECs, para cada péptido El valor de potencia relativa promedio para la
activacién del receptor del GLP-1 para los polipéptidos expuestos en la Tabla 2 estuvo
entre el 0,6% y ol 76,1% La mé&xima actividad inducida oscild entre el 83% y el 132%
del péptdo nativo GLP-1(7-36) (SEC ID NO 2) (determinada a partir de un minimo de

tres ensayos) Verla Tabla 4

Elemplo 11

Medicion de la seflallzacidn de pdphdos a través del receptor del glucagon
utilizando el ensayo de proximidad por Centelleo (SPA) del AMP clclico

Para polipéptidos y fragmentos, vanantes y anédlogos de polipéptidos de la
invencion, 1a "activacién™ del receptor del glucagon en un ensayo de proximidad por
Centelleo del CAMP es la Induccidn de una actlvidad méxima que sea al menos entre
aproximadamente 0% y aproximadaments 75% (es decir, 0, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, o 75%) de la mé&xima actividad inducida por el glucagon nativo, con
una potencia relativa de al menos entre aproximadamente 0,001% y aproximadamente
5% (es decir, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 2, 3, 4 0 5%) Para denvados de polipéptidos de la
invencién, la "activacién™ del receptor del glucagon en un ensayo de proximidad por
Centelleo del CAMP es la induccién de una actividad méxima que sea al menos entre
aproximadamente 0% y aproximadamente 40% (es decrr, 0, 1, 10, 20, 30 0 40%) de la
méaxima actvidad inducida por el glucagon nativo, con una potencia relativa de al menos
entre aproximadamente un 0,001 y aproximadamente un 1 % (es decir, 0,001, 0,01, 0,1,
0,2,03,04,0,5,06,0,7,08, 090 1%) La "potencia relativa® es la ECs, del glucagon
nativo (SEC ID NO 1) dividida por la ECas de un polipéptido de ia invencién, muitiplicado
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por 100 "ECso" @s la concentracidon de un polipéptido para la cual se alcanza el 50% de
la actividad maxima

La sefializacién de péptidos del receptor del glucagon para algunos polipéptidos
de la invencién utizando el ensayo de proximidad por centelleo del cAMP, se midi6 de
la siguiente manera Se plaquearon hepatocitos de ratas aislados recientemente en
placas de 96 pocillos a razdn de 7,5x10* o 2x10° células/pocillo en Hepes-bicarbonato
que contenia 1 % de BSA e IBMX 100 uM luego del equilibrado a 37°C en un medio de
5% de C02/85% de 02 durante 10 minutos, se agregaron péptidos en concentraciones
que oscilaban entre 1x102 y 1x10% M durante otros 15 minutos Las placas se
centrifugaron brevemente, se retin6 el buffer de incubacién y las células se lisaron en el
reachvo de lisado provisto con sl sistema de ensayo de deteccidn directa del Ensayo de
Proximidad por Centelleo del cAMP (SPA) (Amersham Pharmacia Biotech Inc,
Piscataway, NJ)

La cantidad de cAMP (en pmol) presente en los lisados se determiné sigutendo
las Instrucciones provistas con este equipo La cantidad de CAMP (en pmol) producido
para cada concentractén de péptido se graficé y analizé por regresién no lineal
utiizando el programa Prim APRA determinar la ECs, para cada péptido El valor de
potencia relativa promedio (relaciébn entre la concentracién del glucagon y la
concentracién del polipéptido para una respuesta del 50% (ECse) x 100, determinado a
partir de un minimo de tres ensayos) para la activacién del receptor del glucagon para
los polipéptidos de la invencidn fue <5% La méxima actividad inducida oscilé entre el
28,3% y el 71,3% del péphdo natvo glucagon (determinada a partir de un minimo de
tres ensayos)

La capacidad del péptido hibndo para inhibir ia actividad del glucagon se midié
de la siguiente manera luego del equilibrado a 37°C en un medio de 5% de C02/85% de
02 durante 10 minutos, se agrego péphdo 10 VM a las células, seguido inmediatamente
de una concentracién subméxima de glucagon durante 15 minutos Luego las células se

hisaron y se determind el cAMP como se descnbif antenormente
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Luego de restar la cantidad de CAMP producida en los hepatocitos no
estimulados de cada punto tomado como dato, se calculé la Inhibicién porcentual de Ia
siguiente manera la inhibicidn porcentual es la cantidad de cAMP producida en
presencia de glucagon subméximo sélo menos la cantidad de cAMP producida en
presencia de glucagon subméaximo y péptido 10 uM, dividido por la cantidad de cAMP
producida en presencla de glucagon subméaximo solo, y multiphcado por 100 La
inhibicién porcentual promedio de la actividad del glucagon por parte de los polipéptidos
expuestos en la Tabla 2 se ubicé entre el 11,3% y el 59% {(determinada a partir de un

minimo de tres ensayos) Ver la Tabla 4

Ejemplo 12

Medicién de Ia liberacién de glucosa de hepatocitos de rata

La inhibicién de la produccidn de glucosa mediada por glucagon, medida por la
liberacidn de la glucosa de hepatocitos de rata, se ubica tipicamente al menos entre
aproximadamente un 20% de inhibicién y aproximadamente un 100% de inhibicion (es
declr, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100%)

La inhibicién de la produccion de glucosa mediada por glucagon por parte de
algunos polipéptidos de la Invencién, se midid de la sigulente manera Se agregaron
hepatocltos de rata a una placa de fondo plano de 96 pocillos (2x10%100 [ii/pocillo) y se
pre-incubaron en una Incubadora a 37°C con agitacion constante y bajo un flujo de 95%
de 02/5% de CO; durante 10 minutos Los hepatocitos se incubaron durante otros 30
minutos después del agregado de glucagon con o sin péptido Las células se lisaron
luego con acido perclénco 15% y las placas se centrifugaron a 2600 rpm, a 4°C durante
15 minutos El spbrenadante se neutralizé con Tns-HCI 1 M (pH 8,0) KOH 2,5 N
(45 55) y se centnfug6 otra vez. En el sobrenadante resultante se analizé la glucosa con
hexoquinasa y glucosa-8-fosfato deshidrogenasa (Methods of Enzymatic anélisis, H U

Bermeyer, Ed, Academic Press) y se leyé la A340 en un lector de placas fMAX
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
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La liberacion de glucosa se caiculd después de reatar la cantidad de glucosa
producida en el hepatocito no estimulado de cada punto tomado como dato y se calculd
la Inhibicién porcentual La inhibicién porcentual es la cantidad de glucosa producida en
presencia de glucagon 1 nM sélo menos la cantidad de glucosa producida en presencia
de glucagon 1 nM y péptido 100 nM, dividido por la cantidad de glucosa producikda en
presencia de glucagon 1 nM solo, y multiplicado por 100 EIl polipéptido que posee la
secuencia de aminodcidos que se muestra en SEC ID NO 6 Inhibid la produccién de
glucosa mediada por glucagon en un 47%, segin se determind en 3 ensayos Ver la
Tabla 2

Ejemplo 13

Medicion de la secrecién de insulina por isiotes de ratas perfundidas

El incremento de la secrecibn de Insulina por parte de los isictes de ratas
perfundidas es un incremento de al menos 1,5 veces El componente agonista del
receptor del GLP-1 de los polipéptidos de la invencibn incrementa la secrecion de
insulina de los islotes perfundidos al menos entre 1,5 veces y aproximadamente 10
veces (es decrr, 1, 5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 o 10 veces)

La secrecion de Insulina por parte de los islotes de ratas perfundidas mediada
por algunos péptidos de la invencién se midid de la siguiente manera Las respuestas
bifgsicas de la liberacién de Insulina estimulada por estos polipéptidos se ensayaron
mediante la perfusidn de los slotes Se cargaron cincuenta islotes en la camara de
perfusién y se perfundieron con HEPES-KRB que contenla glucosa 3 mM a 37°C
Después de 60 minutos, los islotes se expusleron a un buffer que contenia glucosa 8
mM con o sin péptido (50 nM) y se perfundieron durante otros 30 minutos Las
fracciones del perifusato se recogleron a Intervalos de 1 a 5 minutos para la
determinacién de la insubna La insulna se midié utilizando un equipo de ELISA (Alpco
Diagnostics, Windham, NH) A una concentracién de 50 nM, el polipéptido que posee la

secuencia de aminoacidos que se muestra en SEC ID NO 8 incremento la secrecldn de



199

insulina de los slotes perfundidos aproximadamente 2 veces, que es equivalente a lo
logrado por el GLP-1 50 nM

Eiemplo 14

Secrecién de mnsulina de células dispersas de islotes de rate

El incremento de la secrecion de insulina por parte de células dispersas de
islotes de ratas, en este ensayo, es un incremento de al menos 1,5 veces El
componente agonista del receptor del GLP-1 de dichos polipéptidos de la invencién
incrementa la secrecién de insulina de células dispersas de islotes al menos entre 1,5
veces y aproximadamente 10 veces (es declr, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 8,0, 7,0, 8,0,9,0 0

10 veces)

La secrecibn de insulina por parte de células dispersas de Islotes de ratas
mediada por una cantidad de péptidos de la invencidon se midié de la sigulente manera
Se aislaron islotes de Langerhans de ratas SD (200-250 g) a través de un
procedimiento de digestion que uhiiza colagenasa Las células dispersas de los Islotes
se prepararon mediante tratamiento con tripsina, se sembraron en placas de 96 pocilios
con fondo en forma de V y se pelelizaron Las células se cultivaron durante toda la
noche sn un medio El medio se aspird y las células se preincubaron con buffer Krebs-
Ringer-HEPES que contenia glucosa 3mM durante 30 minutos a 37°C El buffer de pre-
incubacidn se retird y las células se estmularon con buffer Krebs-Ringer-HEPES que
contenia la concentracién de glucosa adecuada {por ) 8 mM), con y sin péptidos,
durante un tiempo adecuado a 37°C En algunos estudios, también se incluye una
concentracién apropiada de GLP-1 Se retird una porcién de sobrenadante y se midié
su contenido en insulina por medio de SPA Los resultados se expresan como factor por
encima del control (FOC) A una concentracidn de 50 nM, el polipéptido que posee una
secuencia de aminoacidos que se muestra en SEC ID NO 27 incrementd la secrecién
de insulina de las células dispersas de los islotes en aproximadamente 3 veces Ver
Tabla 2
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Ejemplo 15

Mediclén de la produccién de glucosa estimulada por glucagon en ratas
Wistar alimentadas

La inhibicién de la produccién de glucosa estmulada por glucagon en este
ensayo es una inhibicion de por lo menos el 20% El componente antagonista del
receptor del glucagon de los polipéptidos de la invencidn Inhibe la elevacion de la
glucosa sanguinea mediada por el glucagon, segin se mide a través de la produccion
de glucosa estimulada por glucagon en ratas Wistar aimentadas, en al menos una
inhibicién entre el 20% y aproximadamente el 100% de inhibicién (es decir, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 80 o 100%)

La produccién de glucosa estimulada por glucagon en ratas Wistar alimentadas
por algunos polipéptidos de la invencién, se midié de la siguiente manera Se
anestesiaron por un breve lapso ratas Wistar macho con gas isoflurano, se les extrajo
sangre de la cola para medir la glucemia utlizando un Glucometer y luego se les aplico
una inyencién en la vena de la cola de cada vehiculo (0,9% de solucién salina +
albamina humana 1%), 0,29 nmolkg de glucagon, 1 nmol/kg de polipéptidos de la
iInvencién o glucagon + polipéptido de la invencién Se retiré la anestesia y a las ratas

consclentes se les extrajo sangre nuevamente después de 10, 20 y 30 minutos

Se determiné la Inhibicidn de la glucosa analizando el area bajo la curva de
glucosa después de restar el nivel de glucosa basal (dABC) La inhibicidn porcentual se
define como la cantdad de glucosa producida por 0,3 nmol/kg de glucagon sélo menos
la cantdad de glucosa producida por 0,3 nmol/kg de glucagon en presencia de 1
nmol/kg de péptdo hibndo, dwvidido por la cantidad de glucosa producida por 0,3
nmol/kg de glucagon solo, y multiphicado por 100

El glucagon solo elevé los niveles de glucosa sangulnea mientras que los
polipéptidos de la Invenci6n sélos no tuwieron efecto sobre los niveles de glucosa

sanguinea El polipéptido que tiene ia secuencia de aminoAcidos que se muestra en
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SEC ID NO 6 inhibi6 la elevacién de la glucosa sanguinea mediada por glucagon en un
63% Verla Tabla 2

Medicién de /a produccidn de glucosa estimulada por glucagon en ratones
Balb1C alimentados

La inhibicidn de la produccién de glucosa en este ensayo es una inhibicion de por
lo menos aproximadamente el 20% Con preferencia, el components antagonista del
receptor del glucagen de los polipéptidos de la invencién inhibe la elevacién de la
glucosa sanguinea mediada por el glucagon en ratones, segin se mide a través de la
produccidn de glucosa estimulada por glucagon en ratones Balb/C alimentados, entre
aproximadamente el 20% y aproximadamente el 100% (es decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 0 100%)

La produccidn de glucosa estimulada por glucagon en ratones Balb/C
almentados por algunos polipéptidos de la invencién, se midi6 de la siguiente manera
A ratones Balb/C machos se les suministrdé vehiculo (0,9% de solucién salina +
albdmina humana 1%) o 100 ug/kg de polipéptido denvatzado por inyeccidn
subcutdnea 17 horas antes de la provocacidn con glucagon Al dia siguiente los ratones
se sometieron a ayuno durante 2 horas antes de reclbir una inyecclon endovenosa de
10 ug/kg de glucagon o vehiculo en la vena de la cola Se extrajo a los ratones sangre
de la cola para la determinacién de glucosa utlizando un Glucometer justo antes de la

inyeccién de glucagon y nuevamente 15 minutos después

Se calculd el cambio en la glucosa luego de los 15 minutos para cada ratén
Luego el cambio promedio en la glucosa del grupo tratado con vehiculo se restd del
cambio en la glucosa para cada ratdn en los grupos tratados para obtener el cambio en
la glucosa debido al glucagon La inhibicién porcentual se dafine como la cantidad de
glucosa producida por 10 ug/kg de glucagon sélo menos la cantidad de glucosa
producida por ug /kg de glucagon en presencia de 100 g/kg de péptido hibndo, dividido
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por la cantidad de glucosa producida por 100 ug/kg de glucagon sélo, y muitiplicado por

100 Verla Tabla 3

Tabla 3
Glucosa (mg/dl)
- % de 10
15 { Delta % de
Grupo Omn| o (15-0) Vehiedlo Holkg inhibicidn
Delta | de glucagon
vehiculo 92 (108 | 16
10 ug/kgdeglucagon | g5 | 495 [ 100 | 84 100
10 pg/kg de glucagon +
100  ugkg  de
polipéptido 75 (150 | 75 69 69 31
(SEC ID NO 27)

Ejemplo 17

Medicin de los aumentos en los niveles plasméticos de insulina durante el
ensayo de tolerancia a la glucosa i vive (IVGTT) en ratas Wistar sometidas a

ayuno

Un aumento en los niveles plasmaticos de insulina en este ensayo es de por lo

menos un factor 2 Con preferencia, el components agonista del receptor del GLP-1 de

los polipéphdos de la inyeccidn aumenta la secracién de insulina en ratas, segin se

mide a través de un aumento en los niveles plasmaticos de insulina durante el ensayo

de tolerancia a la glucosa in vivo en ratas Wistar sometidas a ayuno, en un factor entre

aproximadamente 2 y aproximadamente 5, con mayor

preferencia entre

aproximadamente 2 y aproximadamente 10, y , con mayor preferencia aun, entre
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aproximadamente 2 y aproximadamente 20 {es decir, en un factor 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20)

Los niveles plasmaticos de insulina durante el ensayo de tolerancia a la glucosa
en ratas Wistar sometidas a ayuno por algunos polipéptidos de la invencién, se midieron
de la siguiente manera Ratas Wistar macho se sometieron a ayuno durante toda la
noche y luego se anestesiaron con gas isoflurano A las ratas se les aplicd una
inyeccién en la vena de la cola de 0,4 g/kg de glucosa més vehiculo (0,9% de solucién
salina + albimina humana 1%) 81 nmol/kg de GLP-1 {(control positivo) 61 nmol/kg de
polipéptidos de la invencidn Se extrajo sangre del 0jo de las ratas un minuto después y
se determind la insulina en el plasma utllizando un equipo de ELISA (Alpco Diagnostics
(Windham, NH)) A una concentracién de 1 nmol/kg, el polipéptido que tenia la
secuancia de aminoAcidos que se muestra en SEC ID NO 6 promovié la secrecion de
insulina en un factor 34, lo cual es equivalente al logrado por 1 nmol/kg de GLP-1 Ver
la Tabla 2

Elemplo 18

Efecto de los pdptidos de la mvencién en el ensayo de folerancia a la glucosa
intrapentonseeal (IPGTT) en ratas o ratones

Una disminucién en los niveles de glucosa sanguinea medidos en este ensayo
es una disminucién de por lo menos aproxxmadamente un 10% Con preferencia, el
componente agonista del receptor del GLP-1 de los polipéptidos de la invencién
disminuye los niveles de glucosa sanguinea, segin se mide a través del ensayo de
tolerancia a la glucosa intraperitoneal en ratas o ratones, entre aproximadamente un
10% y aproximadaments un 60%, con mayor preferencia entre aproximadamente un
10% y aproxmadamentse un 80%, y , con mayor preferencia aun, entre
aproximadamente un 10% y aproximadamente un 100% (es decir, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 0 100%)
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Los niveles de glucosa sanguinea durante el ensayo de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal por algunos pollpéptdos de la invenclién, se midieron de la siguiente
manera Se examind en ratos o ratones la actividad in vivo de los polipéptidos de la
invenciébn cuando se los administra en forma subcuténea Las ratas o ratones
mantenidos en ayunas toda la noche recibieron una inyecciéon subcutanea de control o
péptido (100 g/kg) Se midio la glucosa sanguinea basal antes de la administracién de
los péptidos o tres o 17 horas después dela administracion de los péptidos
denvatizados, y las ratas o ratones recibieron 2 g/kg de glucosa en forma
intrapentoneal Se midid la giucosa sanguinea otra vez después de 15, 30 y 60 minutos

en ratas o después de 30 y 60 minutos en ratones

Los péptidos de la invencién redujeron en forma significativa los niveles de
glucosa sangulnea con respecto al vehiculo luego del IPGTT, con una reduccidn del
13%-54% en el ABC de la glucosa Esto demuestra que los péptidos tienen una
prolongada actividad depresora de la glucosa y una prolongada vida media in vivo el
GLP-1 tiene una vida media muy corta in vivo (< 10 min ) La capacidad de los péptidos
de la invencibn para disminurr la glucosa sanguinea 3 horas después de [a
admimstracién del péptido es una clara indicacién de que el péptido estd presente en la
circulacidn en ests instante y por ello tiene una prolongada vida media respecto del
GLP-1

Incorporacién de PEG a los péphdos

La incomoracidn de PEG puede efectuarse por cualquier métado conocido por
los expertos en el arte Sin embargo, en esta instancia, la incorporacién de PEG se
llevd a cabo introduciendo una Gnica mutacidn de cisteina en el péptido seguido de
incorporacién del PEG a la cistelna por medio de un enlace tio éter estable entre el
sulfhidnlo del péptido y el grupo malemida del reactivo metoxiPEG-malsimida

(Inhale/Shearwater) Es prefenble introducir la (nica cisteina en el extremo C-terminal
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del péptido para minimizar la potencial reduccién de la actvidad por incorporacién del
PEG

Especlficamente, se agregd un exceso molar de 2 a 1 de reactivo mPEGmal (PM
22 kD y 43 kD) a 1 mg de péptido (por @) SEC ID NO 25 con una mutacién de cisteina
en el extremo C-terminal del péptido) y se disoivi6é en buffer de reaccién a pH 8 (fosfato
de Na 0,1 M/ NaCl 0,1 M/ EDTA 0,1 M) Después de 0,5 horas a temperatura ambientse,
la reaccién se frend con un exceso doble de moles de DTT o de cisteina libre respecto
del mPEG-mal La mezcla de reaccion péptido-PEG-mal se aplicé a una columna de
intercambio catidnico para eliminar los reactivos de PEG residuales seguido de una
columna de gel filtrante para eliminar el péptido libre residual Se determinaron la
pureza, la masa molecular y el nimero de sitios con PEG incorporado por medic de
SIDS-PAGE y espectrometria de masa MALDI-TOF La incorporacién de PEG con un
PEG de menor tamafio (por ) un PEG de 22 kD lneal) reducira la actvidad del péptido
con menor probabilidad mentras que un PEG de mayor tamafio (por e} un PEG de 43
kD ramificado) reducira la actividad con mayor probabilidad Sin embargo, el PEG de
mayor tamafio incrementara la vida media plasmatica en mayor medida de modo que
sea posible una inyeccién una vez a la semana (Hams, et al, PEGylation A Novel
Process for Modifying Pharmacokinetics, Cin Pharmacokinet 40 539-551, 2001)

Ejemplo 20

Potencia relativa de los polipéptidos agomisias del receptor del GLP-1 y
antagonistas del receptor del glucagon

La unién del GLP-1 (valores de ICs) para los pollpéptidos que se listan en la
tabla 4 se determiné como se descnbe en el Ejemplo 8 Los valores de potencia relativa
y de actividad porcentual del GLP-1 se calcularon como se descnbe en el Ejemplo 10
Se suministrd a ratas o ratones 100 g/kg de péptido y a las 3 horas poatenores a la
dosificacién se determiné la disminucién de los niveles de glucosa mediante el ensayo
de tolerancia a la glucosa intrapentoneal (IPGTT), segin se descnbe en el Ejemplo 18
Ver la Tabla 4
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La unién a las membranas hepaticas (valores de ICx) para los polipéptidos que

sa listan en la tabla 4 se determind como se descnbe en el Ejemplo 9 La inhibicién

porcentual del aumento del CAMP estimulado por glucagon se detsrmind como se

descnbe en el Ejemplo 11 Se suministré a ratas o ratones 100 g/kg de péptido y a las

17 horas postenores a la dosificacidn se determinaron los niveles de glucosa mediante

los métodos de los Ejemplos 15 y 18 y que se informan en |a tabla 4 Los polipéptdos

de la invencién funcionan como agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas

del receptor del glucagon In vivo

GLP-1 Glucagén
Péptido | IC50 |Potencla| % |Disminucién |[IC50de| %de %de
de | Relativa | GLP-1| de ABC en | Higada | Inhib del |disminucién
RIN (%) méax IPGTT in (nM) | aumento dela
{nM) vivo (%)" del cAMP | glucosa
estmulado | sangulnea
por estimulada
glucagon por
_glucagén®
Glucagén 1,8
GLP-1 0.4 100 100
G1 6 6.9 112,1 8,6
G5 0,5 699 (1084 2431
G27 2,2 13.4 98,1 69,3 31
G51 8,2 56,1 91,2 154,1 35,2
G55 9.8 18,6 | 1159 139,2 32,1
G56 8.6 372 | 114,8 125,3 28,68
G57 14,7 183 | 1324 177,5 18,4
G58 6,9 76,1 99,0 163,5 32,6
G59 2,1 227 | 1017 97,5 41,1
G60 13,8 223 | 957 6882 21,8
G6é1 10,6 12,1 96.0 232 45,2
G71 58 4,3 93,3 2586 11,3
G74 4.4 84 88,7 21,7 23,7
G75 .7 6.6 886.1 54,0 17,1
G768 10,2 7.7 85 59,1 23,0
G77 8.8 9.5 92,1 81,1 18,6
G277 ND 1,8 83,7 48 83,5
G82 8,1 2090 | 971 33,8 30,2
G83 3.2 209 | 8o 4 28,8 24,7
G84 14 61,8 {1139 11,7 25,2
G85 1,5 845 | 958 16,1 27,8
G185 45 13,0 | 103,98 48 32
G2185 | 56,1 6,2 112,7 44 47
G4185 | 248 0,7 98,3 30 547 31
G87 98,6 6,1 100,4 13 620 59
G8s8 1080F 23 118,3 10 350
Go0 254 0,8 83,5 13 726
G182 12,6 1,4 104,4 14 220
G183 (1587 08 80,5 27 683

a = IPGTT en ratones 3 horas posteriores a la dosiflcacién con 100 g/kg de péptido



b = provocaclén con glucagon en ratones 17 horas posteriores a la dosificacién
con 100 g/kg de péptido

ND = no deterrminado
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Pan, Clark

<120> Péptidos que actuan como agonistas del receptor GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagdn y sus métodos de uso farmacolégico

<130> 2973 00085
<160> 34
<170> Patentin versién 3 1

<210> 1

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gin Asp Phe Val Gin Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 2

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOU_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<400> 2

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 3
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<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Giu Gly
1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 9

<2{1> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<400> 4

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gin Asp Phe Val Gin Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 5

<211> 30

<212> PRT

<213> Secusencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<400> §
His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Gly



1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25

<210> 6

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artfficial

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<400> 6

Hls Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210>7

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artfficial

<400> 7

Hrs Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 1§

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25

<210> 8

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>



<223> Secuencia Artificial

<220>
<221> MOD_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<400> 8

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210>9

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<900> 9

Hrs Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Ala Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artfficial

<220>
<223> Secuencia Artrficial

<220>
<221> MOD RES
<222> (30) (30) <223> AMIDACION

20X



<400> 10

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Ala Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 11

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 11

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 18

Lys Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Ariificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 12

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 13

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial



<400> 13

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Ala Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 14

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 14

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Ala Lys Ala Lys Gluy Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 15
<211> 31 <212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 15

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Cys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 16

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artrficial

<220>
<223> Secusncia Artificial

<400> 16



His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Pha lie Ala Trp Leu Vail Cys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 17

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia Arlificial

<220>
<223> Sacuencia Artifictal

<400> 17

H:s Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
5 10 15

Arg Arg Ala Lys Giu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Cys Arg Gly
20 25

<210> 18

<211> 31

<212> PRT

<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 18

Hls Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Ws Gly
20 25

<210> 19

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 19

ALY



His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 16

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 20

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31) (31)

<223> incorporacién de PEG

<400> 20

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 21

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artifictal

<400> 21
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 22

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

2\



<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 22

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Lev Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 23

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sacuencia Artificial

<400> 23

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 24

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 24

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20

25 30
<210> 25
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Artfficial

Ut
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<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 25

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 26

<211> 31

<212> PRT

<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31) (31)

<223> Incorporacion de PEG

<400> 26

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 27

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Arirficial

<220>
<223> Secuencia Artficial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31) (31)

<223> Incorporacién de PEG

<400> 27

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala



1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lie Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 28

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artifical

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30) (30)
<223> AMIDACION

<220>

<221> LIPIDO
<222> (20) (20)
<223> PALMITATO

<400> 28

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 29

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (31) (31)
<223> PALMITATO

<400> 29

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15




Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Lys
20 25 30

<210> 30

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sacuancia Artifficial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (24) (24)
<223> PALMITATO

<400> 30

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 16

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arq Gly
20 25 30

<210> 31

<211> 32

<212> PRT

<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artficial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (32) (32)
<223> PALMITATO

<400> 31

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20 , 25 30

<210> 32

<211> 31

0



<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (24) (24)
<223> PALMITATO

<400> 32

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 33

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 33

lle Glu Gly Arg His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys
1 5 10 15

Tyr Leu Asp Ala Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys
20 25 30

Gly Arg Gly
35

<210> 34

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>
<221> MISC_FEATURE



<222> (11) (12)
<223>X11=R, G, S,A, Kb
X12=K N,R,A, S, H

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (18) (18)

<223> X16=A,F, S, W, TH KR V.LLLMN QGoY
X17=R,A LMV, QKF,I|,WNDEHSTGoY
X18=K,R, F.ILL,Y,V,M,A,G6H

<400> 34

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Xaa Xaa Tyr Leu Asp Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

U



REIVINDICACIONES

1 Un polipéptido seleccionado dsl grupo integrado por las SEC ID NOS 8 a

32, y sus fragmentos, denvados y vanantes funcionalmente equivalentes

2 Un polnucledtido que codifica una secuencla polipeptidica de Ila

relvindicacién 1, o una vanante degenerada del mismo

3 Un vector que comprende un polinucledtdo de la reivindicacién 2

4 Una célula huésped que comprende un vector de [a reivindicacién 3

5 Un método para la produccidon de un polipéptdo, que comprende

a) cultivar la célula huésped de la relvindicacién 4 en condiciones adecuadas
para la exprasién de dicho polipéptido, v

b) recuperar el polipéptido del cultivo de la célula huésped

6 Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de la

reivindicacién 1 en combinacién con un vehiculo aceptable para uso farmacéutico

7 Una composicién para terapia génica que comprende un polinucleétdo de
la remvindicacién 2 en combinacibn con un vector para terapla génica
terapsuticamente efectvo

8 El polipéptido de la relvindicacidn 1, en el cual dicho polipéptido se
representa mediante SEC ID NO 25
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9 EIl polipéptido de la revindicacién 1, en el cual dicho polipéptido se
reprasenta mediante SEC ID NO 26

10 El polipéptido de la remndicacién 1, en el cual dicho polipéptido se
representa mediante SEC ID NO 27

11 Un anticuerpo punficado que se une especificamente al polipéptido de la

reivindicacidn 1

12 Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de un péptido que sea
agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del glucagon para la fabricaclon de

un medicamento para el tratamiento de un trastorno metabdlico en un mamifero

13 El uso de la reivindicacién 12, en el cual el péptido se selecciona del
grupo mntegrado por las SEC ID NOS 6 a 32, y sus fragmentos, denvados y

vanantes funcionalmente equivalentes

14 El uso de la reivindicacién 13, en el cual el péptido se selecciona del
grupo integrado por la SEC ID NO 25, SEC ID NO 26 y SEC ID NO 27

15 El uso de la relvindicacion 12, en el cual dicho trastomo metabélico es Ia
diabetes tipo 2

16 El uso de la revindicacion 12, en el cual dicha cantdad terapéuticamente

efectiva oscila entre aproximadaments 0,1 pg/kg y aproximadamente 1 mg/kg

17 El uso de la relvindicacién 12, en el cual dicho trastomo metabdlico es el
estado pre-diabétco de Intolerancia a la glucosa
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PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1 Y COMO
ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS METODOS DE USO
FARMACOLOGICO

RESUMEN

La invencién provee polipéptidos que actdan como agonistas del receptor del
GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagon Dichos pollpéptidos son
ahles para el tratamiento de Individuos con diabetes tipo 2 u otros trastomos
metabdlicos
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