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FORMULARIO UNICO DE SBLIGITUD DE PATENTE
2000-3
o ' SOLICITUD DE
B Patonte de Invencion [ patente de Modelo de Utiidad
Nombre BAYER CORPORATION
@ socledad constiuuida y extante de IDENTIFICACION
acuerdo con las leyes del Estado de
SOLICITANTE Indiana, Estddois’Unidos de América., D |
(71) Egnacclt&n 100 g;ger Road Pittsburgh, cc NIT
nsyivania 15205,
Estados Unidos de América ce [ , oro L
Teléfono , 54800 70
E-mail ! cllentes@camyp com Nomero _,
Rex 249 40 70
Domiclio Plitsburgh,  Penneyivenia,
Estados Unidos da América _
@ Nombre  Emillo Ferrero IDENTIFICACION
Direccidn Carrera 4* No 72-35 E D
TRRT | e co B
Teal o 347 38 11
(74) E-mall caveller@caveller com CE D Otro D
Fax 217 92 11
Domiclio  Bogota, Colombia Nomero _438010 TP__31929
4- Clark PAN IDENTIFICACI N
22362 P ineolng l:;:::neh cass2 \
Castro Valley, Ca |
:Nven(rTrgn(Esy Estados Unidos de América cc S NIT g
2 damawhELAN ¢ o
ummer ' . .
Macison, Connecticut 08443 |  Namero '
Estados Unidos de Amdérica
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TITULO (54) PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1
Y COMO ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS
{ METODOS DE USO FARMACOLOGICO

|o Clasificacién Internaclonal (51) CO7TK 007/010 A&1% 38/00
\
,O Prioridad (33) Pala de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Us 5 de octubre de 2001 A AGT
Sl no [ Us Bda:apﬂambre de 2002 60/408 288

-G Para publicar a partir de la facha de la presente solicitud a los

6 meses D 12 meses D 18 meses E Ofro D

©
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Comprabante de pagoNo ___ 0293529 ~ _ Fecha . 23 de septiombre de 2002
ComprobantedepagoNo __ 0263483 . Fecha __ 23 de peptembre da2002
Comprobants de pago No __oz_ems____mh- —23doseptiombre de 2002
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ANEXOS

Comprobante de pago de Ia tasa da presantacion de la soliciud  $37800° =

Comprobante de pago de |a tasa por concepto de excadente de pala 8 en la publicacién
Comprobants de pago por rewindicacién de pnoridad g
Ceriificado de exisiencia y represeniacion legal curando el solicttante sea persona juridica

©

Poderas, sl fuere el caso
Copla certificada de la primera soliciud sl se reivindica priorided Al 695323 390
Traduccién simple de la primera solicitud, sl se relvindica prioridad
Documento de casidn del inventor al solicltante o a su causante
Descripcion de la Invencion
Una o més relvindicacionas
Dibujos y/o planos necesarios
De ger el caso, copla del contrato de acceso
De ser el caso, documento que acredite Ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales
de las comunidades indigenss
De ser el caso, certificado de depdsito del material bloldgico
Arte finat 12 x 12
FIGURA CARACTERISTICA.
FIGURA 1 23 Befat 1
Prolessa g Pra Escadn
Bum Il (94b)
FI ctor Xa
= (G16/pGEX 6P-1 ~ 018
5089 pb ‘, E.nRI(1060)
.
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’ CONSULADO DE COLOMBIA a39%
i \ ! WASHINGTON, DC 3196

No. {040

EL CONSULADO DE COLOMBIA
CERTIFICA
sl € 3
Que es auténtica ia firma de _ PATRICK 0 HATCHETT oS & 4
== =
quien eldfa 19 DE ABRIL DEL 2000 4 > gg
-
' desempefiaba las funciones de_ OFICIAL DE i g
-
Y . . ia cual aparece al ple de ios documentos anexoa relaclonados con REPRESENTACION ¥ PATER, & '=‘="=
<. { : I £
" Dado en Washington, D.C. a los VEINTICINCO (25) ﬂ mes de
ABRTL del afto dos mil (2000) 2
= hov]
Pagado impussio am.,lz—? Eg
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@o all to tohom these presents shall come, Greeti

449446
2931

~ . Hrited Statésof America . b

DEPARTMENT OF STATE

I Certify That the document hereunto annexed is under the
Seal of the State(s) of Connecticut, and that such Seal(s)
is/are entitled to full faith and credit *

. fovned purvmant 8 IOV Senm of
Sep. 15, 1799, 1 Sen. 6369, 22
USC 2037 73 USC 2651 5 USC
N BUEITO x . EUC
1443¢f); RULE 44 Peceval Rulee of
Civll Frocadars.

This cernficat TS ot Yadid if 1t 1s removed or altered in ¢

In testimony whereof, I, Strobe Talbott, Acting
Secretary of State , have hereunto caused the
seal of the Department of State to be affixed and
my name subscribed by the Assistant
Authentication Officer, of the said Department,
at the city of Washington, in the District of
Columbia, this nineteenth day of April, 2000

o'V 2 V"WVLQ;}——

ﬁ;\cting Secretary of State
By v M

Ass:l.'stant Authenti'c'a\tion Officer,
Department of State

“For the contents of the snnexed decument,the Department assumes no




STATE OF CONNECTICUT
OFFICE OF THE SECRETARY OF THE STATE

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

DO HEREBY CERTIFY, that DEBORAH COLLINS, was duly elected or appointed
to the office of ASSISTANT CITY AND TOWN CLERK, for the town of WEST HAVEN in
the County of NEW HAVEN in sald state, for the term of DECEMBER 5, 1989 fo
DECEMBER 2, 2001,

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

In Testimony Whereof, | have hereunto
sat my hand and affixed the Great Seal of
the State of Connecticut, at Harlford, on

April 14, 2000

Secretary of the State

-F
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STATE OF CONNECTICUT

COUNTY OQF New Haven ] 8. Weat Haven

i w "
L ——Dehorah Colling _  Asst: Clerk of the Town of __West Haven
1. in saxd County do bereby cenifythat ______ Elaine Porrer

by and before whom the foregoung (or annexed) acknowledgment was taken, was at the tme of taking the mme

s notary public (or other oflicer) residing (or autharired to sct) m smid County, and was authorised by the laws

of said State to take and certify acknowledgments in sald Scate, and, further, that I beheve that the signature to
! the ceruficate of acknowledgment Is genuine,

' IN TESTIMONY WHEREOF, I have herexmto set my hand and affixed the seal of the State and Town thas

Ji

—_'IJL-d.,d __‘Pg'l'l
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— CAVELIER

ABOOADOS For patants, utility modsis, indusbisl desipne, tmdemarks,
commercial names trade eamblems, slogans

EOPIGIOSEK Pare patentes, modeios de utilided stria
umiten 2 e Horica, nembres oot comens e
REPRESENTACION Y PODER ':g';{,‘s:%?:#gmg\?

| {we} the undersigned/Yo (nosotros), abajo frmado (s)
BAYER CORPORATION

100 BAYER ROAD, PFITTBBURAGH PENNBYLVANIA 16208,
UNITED STATES OF AMERICA

offdomicliado {s) an

‘:,’f___—-_, PERDOMC, pa. 831 LUZ CLEMENCIADE PAEZ, lpa. 23555y GERMAN &  Commercial Coda, do hershy sppoint EMILIO FERRERD, fpa. 31920;
CAVELEER, ips. 832, domicliacion en [a Camora 4° N° 73-38, Bogoll, 1 GONZALO PERDOMO, tpa. 831 LUZ CLEMENGIA DE PAEY, ipa. 23558
Colomble, en cbadacimisnis & o dispussio en of pardgratb 1° del Avlicuio ' and GERMAN CAVELIER, fpa. 832, domiciisd of Cuovers 4° N® 7238,

al sagundio. En tales casos, o repraseniants principsl. o ol primero, © «  sacond. In such cases, the principsl represaniative, or the firet or sacond
allamains In thair lum, or boih of them, shall sisis thelr inlenion not 1o act as

1
§
:
a
|
:

padnin ejeror in an su orden, LN U okos segiinelcsss, ;e spresentslion can ba taken again in theirsequance, by fhe prindpel, the
ssumidndola por el salo hacho de ejercaria, conands en ese momanib ol 7  first or second sliamets depenciing on casa, and the mene fact or s exerciss
tjercicio de I mpressniaciin por el primano, segundo o lecereuplenin en & will sufice. The esarciss of the repressntation by the firet, second or thid
sucEn nqhumuunmm

Ademds, conliero (conferimos) podier & ios abogados anmibe nombrados, ' In sddition, we grent a8 Power of in fevor of the above-named
para cbienar i proleccién de mi (nueetm) propleded Indusidal y contre 00 hat they mey cbisin the proleciion of my (our) indusirie!
compeiancls deslesl, & cuyo sfecih suiiizo (amos) a ios dchos §  propasty and ageinel he Lnisircompaliion, forwhich purpeen | (we) suthorize
spoderacon pam gue me {nos) reprasernien anbe wiikisdes o |  hesald sliomays torepresent me (us) bafore any suthorias or pamone, with
parsones, om ospacisimenis anis e del orden § or withut Juvisdiclion, those edminkiative, sdministralive

OCbienclin de pefenies de imnvencidn, madeios de uliided y disafice »  Indusirial designs; the regisirafion of collactive, defensive and
industisies, o regisiro de marcas de fiixice, colaclves, defenalves, da & servicemarks, commercial names, rade emblema, varigtios
servicio, lsmas comercialas, nombves comircisiss, ansadles, wariedades ¢  and denaminetions of orighy; ls renswal, of name or

vogetsies y denominacionas de origan; au rencwaciin, feepaso, camblo ds ¢ domiclip, voluntery cancelistion; and the regisirafion of icerses of uss of he
rombre o domiclila, cancaincidn volunieris: ¥ of registo de icencies de uso ¢ above rightx; b) Actions of unialr compeiiion, proteciion to the consumer
de asos derechos; b) Las ecciones da compeajancia desles!, prolecciéndal 2  opposlios or chearvafions, scdiministraiive or Court cancaliafion, iy
consumidar oposicionss v obesrvaciones, cencalaciin adminisisive y ¢ infingament, grnting of Iicermes, the action for witt mandamun, the
jucicial, nulided, rmadides omulsianes, concasin de Icencige, |e tksla, s {  proleciion of imde sscmiy, snd in genaral the civil, panal, and ediminisirative
prateccién de sacreios industriaies, y en general loe juicios civilss, parmies, ©  sults relaiing Io thoss rights; aclions snd sulls ineliiued by me (us) or against
iminhiatvos ¢ ocontencioso-adminisiretivos relscionados con estos | P {us). And that in all the sbove matiers they may subatiurte this Power of
denechos; Sccionss y procssos QB PIOMOVEIMOS O B8 os pramusvan. Y & Aliomey compromias, conclists, admit the of the cose, deslet, cancel,
— para que en odos s seunios ervha delerminados, puedan susliulr esle «  recalve, reeign, and el X

canceler reclir renuncier y mificer ios ectos de agenies oliciosos. .
4

00T 2002 K

[ ™=

* © CAVELIER ABOGADOS
(Minuta N* 12.1 1.2.8.U8A)

4
L

NOTARY PuZLIC
WY COLMISTION ESPMES JUNE 30, 2001

. T ¥

[ —_—- -
—_— - poa - —_— e— e — e e o




b3
L3
n

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)
Alos dfes del mes de
anis m(, Notarlo Pdblico de

comparecid{eron) personaimente

de 1@

NOTARIAL CERTIFICATE INDIVIDUAL) |~
On this dayof N .
before me a Notary Public of
personaly appesred

a quisn{es) doy fo de conocer y me corsln que es{son) i
persona{s) frmanie(s) del documenio que precads, ¥ quisni
Sana(n) capackiad lagel pare otorgaro.

is

* Los documaentos debven ikentiicarse con fecha y origen,
CERTIFICADO (PARA SOCIEDAD)

Da conformidad con las isyes de Estados Unidos de Amanica yo
80y ¢! funclonario que Uene (a faculted lagal de cerlificar acerca
de la exisiencia y representacion de la Socledad/Compania.

BAYER CORPORATION

Notario Pdblico___ Notery Public

o me known, and known 0 ma to be the parsan(s) who avecuted that
foregoing documant, and who has{have) lagal capadily to sxecute L

* Documents must ba identiled with dute and origin.

CERTIFICATE (FOR CORPORATION)

According to the laws of the United Biatea of America | am the
official who has the legal function to cartlfy abaut the exialance and
reprasaniation of Corporefion/Company

danominada
4
Coertilico; | Goriy
1 Que he visio los siguientes documenios:” 1 That | have ssen the following document®
Yer #A8ATD H Sae balow -

4. Qus dichos documentns prusban b sigulents:

21 aue__BAYER CORPORATION

28 Lms Sociedad/Comperis isgstments consiiuida y exisianie
da scuerdo con las leyss de]_EStado de Indiapa,
—Estados linidos de Amfrica

2 That tha above documents duly prove the fallowing:

2.1 That__BAYER CORPORATION

is s Corporstion/Comparty lsgally constiuted and in existence

In accordence with the lews of__the Siste of Indlgns,
Unillad Sistes of Americe

22 Que ol domicilo de diche Sociedad/Compafiia es

2.2 That ihe domicles of sald Corporatior’Company is
100 Bayer Road, W, Pennsyivanla 15205
UnRed Slates of America

2.3. That tha purpose of pieposss for which the present Power of
Atiorray I graniad aro comprissd within the corpomstion purposes set
forth In the charter of the mantioned Corpomation/Company

2.4, That Mr (Mesers.) Jeffrey M Gresnman

esti{n) a . T
Cidad &Un: Hﬂﬁ!&mm

Is{ere) suthorized to grant the presant Power of Attomey
Clly WastHaven

Eustdy Camnreet co o Sais Connaclicut
Hoy 1z pan/ da 2ZICO s 75 ey of Aprl 2000.
Signature
gl:mmg.n del funcionario’ Name of Alhlllco Ognll;'i'rm .’?';&r'u.? J L hos
Firma — unsel and Assiatart Secretary
*Los documentos dasben identificarse con fecha y origen * Doctmmenta must be identifled with daie and origin
! firficlndadininoc, v fobdos SMASTA L6 Bk 1 e f e e, oo 05,
o pat cukew Lo 2. Aricien of Margar of Bayer U.ALA. inc. and Bayar Gorporetion,

d /3 ue, .&z‘ém
‘["m.lu '46:4- mﬁgfgjmf lnc‘;ﬂ

& Corpwad on, confiioalol name of the murviver o

pre o Ceccottnio do Fulnd o Bu |

© CAVELIER ABOGADOS of © Bar | (996

]m;-a demomm bre.
| 1995

and Mies Fnancisl Gervices ing, irio Milss ne. and change
Bayar corllled by the
of Siis of the Stale ol | at indlanapolls, Indiana,

> [0 apd 1006,

3. m:b‘?mfﬂpndca JGIDAM/ /905 Pylaws of Buyar Comporatien ellective as of Apl 1 1988,

4. ﬂuo&u‘hﬂl de h Jouly

f.adoﬂ;m?l o
\

[t
aufort s JUA<-IEALLs pasa ,l;ﬂlﬂf cocuvmmados Lo

- - - -

o=
-
[
L9

Direcd vin da J0Tus e 4, Reschiton of the
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Pégina 1 de 4

TRADUCCION OFICIAL N° 0806001 del inglés al espafiol de los
sellos y autenticaciones que aparecen en el documento de poder
torgado por BAYER CORPORATION, preparada por Jaime Armand
Garavito Burgos, Traductor Oficial debidamente reconocido por
el Ministerio de Relaciones Extericres y aprobado por el
Ministerio de Justicia de la Repilblica de Colombia mediante

Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983

Documento escrito en inglés y espafiol por medio del cual BAYER

CORPORATION, otorga poder a favor de EMILIO FERRERO, GONZALO

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

Estados Unidos de América (firmado) Jeffrey M Greeman
Nombre Jeffrey M Greenman

Cargo Vicepresidente, Patentes y Licenciamis N
: f-:‘:::-,::.:mmﬂ:..... 2]

Suscrito y juramentado en mi presentia ;f*- | "ﬁhﬂmﬂ" -

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y en espafi 1
referente a la existencia legal de 1la sociedad BAYER
CORPORATION y su representante autorizado Jeffrey M Greenman,
expedida el 12 de abril del 2000 en West Haven, Connecticut,
Estados Unidos de América

Suscrito y Jjuramentado en mi presencia hoy 10 de abril del
2000 (firmado) ELAINE PORTER, N tario Pdblic

(8ell notarial en tinta y sello notarial en relieve)
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Pégina 2 de 4

(Aparece escudo impreso)

ESTADO DE CONNECTICUT
] declaracién jurementada West Haven
CONDADO DE New Haven

Yo, Deborah Collinse, Subsecretaric de la ciudad de West Haven
en dicheo condado, por medio del presente certifico que Elaine
Porter por quien ante quien se hizo el reconocimiento anterior
{(anexo), era en el momento de hacerlo un notario pfiblico (u
tro funcionario) residente (o autorizado para actuar) en dicho
Condado y estaba autorizado por las leyes de dicho Estado para
hacer y certificar reconocimientos en dicho Estado Certifico
ademfis que creo que la firma en dicho certificado de
reconocimiento es auténtica
EN TESTIMONIO DE IO CUAL, he estampado mi firma y el sello del
estado y ciudad hoy 13 de abril del 2000
{firmado) Deborah Collins, Subsecretaria del Poblado

(Aparece sello en relieve)

-----------------------------------------

ESTADO DE CONNECTICUT/ :
OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO i £

Yo, SUSAN BYSIEWICEZ, Secretario del Estaiges

guardidn de su sello,

POR MEDIO DEL PRESENTE CERTIFICO que DEBORAH COLLINS, fue
debidamente electa © nombrada al cargo de SURSECRETARIA DE
CIUDAD Y DE PUEBLO, para la poblacibn de WEST HAVEN en el
Condadc de NEW HAVEN en dicho estado, por el periodo

comprendido entre DICIEMBRE 6. 1999 y DICIEMBRE 2. 2001,

(Aparece adherido sell dorado)
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Pagina 3 de 4

Y que se da y deberid darse plena fe y crédito a sus actos y
testimonios come tales, tanto procesal como extraprocesalmente
En testimonio de lo cual, he estampado mi firma y el Gran Sello
del Estado de Connecticut en Hartford el 14 de abril del 2000

(firmado) Susan Bysiewicz, Secretaria del Estado

N* 00034255-4
Estados Unidos de America

({Aparece escudo)

DEPARTAMENTO DE ESTADO

A todos aquellos a quienes los presentes llegaren, Saludos

Certifico que el documento adjuntoc al presente se encuentra

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

En testimonio de lo cual, yo, Strobe Talbott, Secretario de

Estado Encargado, he hecho que el

en la ciudad de Washington, en el Distrito
diecinueve de abril del 2000

(firmado) Strobe Talbott, Secretario de Estado

(Pirmado) Patrick O Hatchett, Funcionario Asistente de
Autenticaciones Departamento de Estado

*El Departamento no asume ninguna responsabilidad por el

contenido del documento anexo
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(8ello en relieve del Departamento de Estado de los “Estados
- &

)

Unidos de América)

(El formulario detalla las disposiciones legales bajo las

cuales fue emitido e impreso)

-

N* 1040 EL CONSULADO DE COLOMBIA en Washington, D C ,:Eg.tadea

Unidos de América, certiflca las funciones y firma de PATng':’K
—

O HATCHETT, el 25 de abril del 2000 Pagado impuesto de timbfe

s

y derechos consulares (firmado) JAQUELINE ESPITIA ARIAS,

Vicect6nsul

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santa Fe de Bogotd,

D C certifica la firma y las funciones de JAQUELIN'E ESPITIA

eonn uu-ramn lln‘m o

cr

el 07 de junio del 2000 N° 276352f u._,_ ,

nun nl 'I'lmnu ALa v ‘ )

Legalizaciones g

---------------------------------------- *’r

Es traduccién fiel y completa de la cualf
archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me

remito M
AIME A GARAVITO 8

1 de 1A

S8anta Fe de Bogot&, D C , junio 08 del 2000 wns

COLO 9597-801-014-8B
WPCL9597 - ID # 156
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PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1Y
COMO ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS METODOS
DE USO FARMACOLOGICO

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencidn se refiere a polipéptidos recientemente identificados que
actGan al mismo tiempo como agonistas del receptor del GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagdn y al uso de dichos polipéptidos con fines
terapéuticos Mas particularmente, los polipéptidos de la presente invencién son
atles en la estimulacion de la lberacibn de la insulina de las células beta
pancredticas en respuesta a la glucosa y en la reduccién de la secrecidn
glucagén-mediada de la glucosa del higado, bnndando de este modo una opcidn
de tratamiento para aquellos individuos afectados de un trastorno metabdlico tal
como la diabetes, la hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa en ayunas, la
intolerancia a la glucosa, los estados prediabéticos y la obesidad
ANTECEDENTES DEL ARTE RELACIONADO
La dlabetes se caractenza por una secrecion deficiente de insulina
que se maniflesta, entre otras cosas, por un nivel elevado de glucosa en sangre
en el paciente diabstico Los defectos subyacentes conducen a una clasificacion
de la diabetes en dos grupos pnncipales la diabstes tipo 1 (0 diabetes mellitus
insulno dependiente, DMID), que surge cuando los pacientes carecen de células
beta productoras de insulina en sus glandulas pancreéticas y la diabetes tipo 2 (o
diabetes mellitus no insulino dependiente, DMNID), que ocurre en pacientes con
secrecion 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,
C 208828  mientras que la mayoria de los pacientes con diabetes tipo 2 pueden tratarse con

DPG
agentes que eshmulan la funcibn de las células beta 0 con agentes que



4

intensifican la sensibilidad de los tejidos de los pacientes hacia la insulna Con el
correr del tempo, casi la mitad de los sujetos diabéticos tipo 2 pierden su
capacidad de respuesta a estos agentes y antonces deben someterse a terapia
insulinica Las drogas utilizadas actualmente para tratar la diabetes tipo 2 incluyen
los inhibidores de alfa-glucosidasa (PRECOSE®, VOGLIBOSE™ y MIGLITOL®),
Insulino-sensiblizantes (por e) , Avandia™, Actos™ y Rezulin™), secretagogos de
insuiina (sulfonilureas “SFUs")) y otros agentes que actian a través del canal de
K* ATP-dependiente), y GLUCOPHAGE™ (metformina clorhidrato)

Inhibidores de alfa-glucosidasa Los inhibidores de la alfa-glucosidasa
reducen la excursién de la glucosa postprandial al demorar la absorcién de la
glucosa del inteshno Estas drogas son seguras y proporcionan tratamiento para
sujetos diabéticos afectados entre leve y moderadamente Sin embargo, se ha
informado acerca de efectos colaterales gastrointestinales en la Iteratura que
limitan su efactvdad

Insulino-sensiblizantes Los insulino-gsensibllizantes son drogas que
intensifican la respuasta del organismo a la insulina Las tiozolidindionas tales
como Avandia™ (rosiglitazona) y Actos™, activan al receptor gamma activado por
proliferadores del peroxisoma (PPAR) y modulan la actividad de un conjunto de
genes que no han sido bien descnptos Los efectos hepaticos (por e], la
hepatotoxicidad inducida por drogas y los niveles elevados de enzimas hepaticas)
no parecen ser un problema significativo en pacientes que utilizan Avandia™ y
Actos ™ Aln asl, se recomienda el anélisis de las enzimas hepéaticas cada dos
meses en el pnmer afio de terapia y en forma penddica con posterondad Los
tratamientos con Avandia™ y Actos ™ se asocian a retencién de fluidos, edema y
aumento de peso Avandia™ no esté indicada para usar con la insulina debido a

la preocupaclén por la insuficiencia cardlaca congestiva Rezulin™ (troglitazona),
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la pnmera droga de esta clase, se abandond debido a los elevados niveles de las
enzimas hepéticas y a la hepatotoxicidad inducida por drogas

Secretagogos de insulina Las sulfonilureas (SFUs) y las no-sulfonllureas,
Nateglinida y Pepaglinida, actGan a través del canal de potaslo ATP-dependiente
provocando la secrecién de insulina glucosa-dependiente Estas drogas son una
terapia estandar para los diabéticos de tipo 2 que sufren hipergiucemia entre leve
y moderada Los secretagogos de insulina tienen hmitaciones que incluyen la
induccién potencial de hipoglucemia, el aumento de peso y las tasas elevadas de
fracaso pnmano y secundario Entre un diez y un 20% de los paclentes tratados
inicialmente no logran demostrar un efecto significativo en el tratamiento (fracaso
pnmano) El fracaso secundano se demuestra por una pérdida adicional del 20-
30% del efecto en el tratamiento luego de seis meses de tratamiento 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
terapia (Scheen et al, Diabetes Res Ciin Pract 6 533-543, 1689) La Nateglnida
y la Pepaglinida son drogas de corta accibn que deben tomarse tres veces por
dia Se utlizan sélo 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 hepatica e incrementando la captacién y
ublizacidn de la glucosa penfénca La droga es efectiva para la reducclén de Ia
glucosa sanguinea en sujetos afactados entre leve y moderadamente y no posee
un efecto colateral de aumento de peso o induccién potencial de hipoglucemia
Sin embargo, el GLUCOPHAGE™ tene una cantidad de efectos colaterales,
incluyendo trastomnos gastrointestinales y acidosis lachica El GLUCOPHAGE™
estd contraindicado en diabéticos par encima de los 70 afios de edad y en sujetos
con deterioro de la funcién renal o hepética Finaimente, el GLUCOPHAGE™
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posee las mismas tasas de fracaso pnmano y secundario que los secretagogos
de Insubna

El tratamiento con Insulina se establece después que la dieta, el ejerciclo y
las medicaciones orales han fracasado en el control adecuado de la glucemia
Este tratamiento tiene vanos Iinconvenientes es inyectable, puede causar
hipoglucemla y puede causar aumento de pesoc La posibiidad de inducrr
hipogiucemia con la insulina imita la medida en que se puede controlar ia
hipoglucemia

Los problemas con los actuales tratamientos requieren de nusvas teraplas
para tratar la diabetes de tipo 2 En particular, se necesitan nuevos tratamientos
para mantener la secreci6n de insulina nomal (es decrr, glucosa-dependiente)
Dado el papel de los péptidos similares al glucagén (“GLP-1") en la promocién de
la secrecidn nsulinica regulada por glucosa en el pancreas, los agonistas del
receptor de GLP-1 son potenclaimente valiosos en el tratammento de dichas
enfermedades Es més, los antagonistas del receptor del glucagén deberian
demostrar ser valiosos en el tratamiento de la diabetes de tipo 2, dado el papel dal
glucagén en la elevacién de la glucosa plasmética por estimulacion de la
glucogenolisis y la gluconeogenesis

Los GLP-1 y el glucagén son miembros de una familia de hormonas
peptidicas relaclonadas desde el punto de wvista estructural la familia
glucagdn/secretina Dentro de esta familia, el GLP-1(7-36) y el GLP-1(7-37) (30
aminoacidos y 31 aminoacidos, respectivamente) y el glucagén (30 aminoacidos)
constituyen un conjunto de péptdos altamente homélogos Ademés, estas dos
hormonas se onginan a partir de un precursor coman, el preglucagén, el cual, al
procesarse en tejidos especificos, conduce a la produccién de GLP-1 en forma

predominante en el intestino y de glucagdn en el pancreas Los receptores de
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astos dos péptidos son homélogos (58% de identidad) y pertenecen a la familia de
los receptores acoplados a la protelna-G

El GLP-1 y el glucagén desempefian, ambos, papeles principales en la
homeostasis global de la glucosa EI GLP-1 reduce las concentraciones de
glucosa plasméatica mediado por la secrecidn de insulina glucosa-dependiente,
mientras que el glucagén aumenta las concentraciones de glucosa plasméatca
Dados los importantes papeles del GLP-1 y el glucagén en el mantenimiento de
las concentraciones nommales de glucosa sanguinea, ha habido un interés
considerable por la identificacion de los agonistas del receptor del GLP-1 y de los
antagonistas del receptor del glucagdn 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 rdpidamente y tiene una vida media muy corta en el organismo
Asimismo, el GLP-1 produce efectos colaterales de motilidad intestinal en o en las
cercanias de sus dosis terapéuticas Por ende, el propio GLP-1 tiene imitaciones
significativas como agente terapéutico y se estén buscando versiones modificadas
del péptido con estabilidad mejorada No se han descripto hasta la fecha
agonistas no peptidicos del receptor del GLP-1

Se han Identificado anélogos peptidicos del glucagdn que actian como
antagonistas del glucagén y reducen la hipergiucemia en ratas diabéticas Sin
embargo, ningun antagonista peptidico del glucagén ha avanzado mas allé del
desarrollo preclinico Una cantidad de antagonistas no peptidicos del receptor del
glucagén de estructuras diversas se han informado en la Iteratura cientlfica y de
patentes Sin embargo, los intentos por identificar inhibidores del receptor del
glucagén moleculamente pequefios han encontrado imtado éxito ;n vivo El

Gnico antagonista de ia accién del glucagén que se sabe activo en un estudio
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clinico es un compuasto identificado como BAY 27-9955 Un efecto colateral
potencial del antagonismo frente al glucagén es la hipoglucemia

Debido a los efectos colaterales potenciales asociados con la
administracidon tanto de un agonista del receptor de GLP-1 como de un
antagonista del receptor del glucagén solos, una terapia combinada tendria la
ventaja de mantener la disminucibn buscada de la glucemia reduciendo los
efectos colaterales La co-administracién, sin embargo, requiere una formulacién
tnica y un enfoque de administracitbn que brinde perfiles farmacocinéhcos
apropiados para ambos péptidos Este podria ser un obstaculo fundamental para
el desarrolio de semejante terapia

Sobre la base de lo antenor, existe un considerable potencial para un
péptido de terapia (nica que funcione tanto como agonista del GLP-1 como
antagonista del glucagén in vivo
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta invencién provee polipéptidos novedosos que funcionan como
agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén y
que son efectivos en el tratamiento de enfermedades y condiciones que pueden
aliviarse por agentes que tengan actividad de agonistas del receptor del GLP-1 y
de antagonistas del receptor del glucagébn Los polipéptidos de la presente
invencién proveen una nueva terapla para pacientes con, por ejemplo, trastornos
metabdlicos tales como los resultantes de la secreclén disminuda de Insulina
enddgena, en particular los diabéticos de tipo 2, o para pacientes con intolerancia
a la glucosa, un estado prediabético que tiene una leve alteracidn de la secrecidn
de insulina, o la intolerancia a la glucosa en ayunas, u obesidad

Un aspecto de la invencibn es un polipéphdo seleccionado del grupo
intagrado por las SEC ID NOS 6-32, como asl también fragmentos, denvados y
variantes de polipéptdos que funcionan como agonistas del receptor del GLP-1 y
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como antagonistas del receptor del glucagén a un nivel sustancialmente igual al
de los polipéptidos que se muestran en las SEC ID NOS 6-32 (colectivamente,
“polipéptidos de la invencion”)

Otras realizaciones de la invencién incluyen a polinucledtdos que codifican
los polipéptidos de la invencién y los vectores 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 enfermedades o condiciones afectadas por
polipéptidos de la invencién en mamiferos, incluyendo a los humanos Los
métodos implican la administracién de una cantidad tarapéuticamente efactiva de
cualquiera de los polipéptidos de la presente invencidn a un mamifero

La invenclén también proporciona métodos recombinantes y de sintesis
para preparar polipéptidos de la invencién
BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 es un mapa de restnccién de un plasmido tipico que contiene
una secuencia codificadora de un polinucleétido de fusién de un péptido GST
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La invencién proporciona polpéptidos novedosos, como asi también
fragmentos, denvados y varlantes de los mismos que funcionan como agonistas
del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagbn Los
polipéptidos de la invencién funcionan in vivo como agonistas del receptor del
GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén en la prevencidon y/o
tratamiento de enfermedades o condiciones tales como la diabetes, la
hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa, la Intolerancia a la glucosa en ayunas y
la obesidad

El GLP-1 y el glucagbn son miembros de una famiia de hormonas

peptidicas relacionadas desde el punto de wista de la estructura la familia



glucagén/secretina La alineacién acumulada sigulente muestra as relaciones

estructurales pnmanas

Glucagén HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEC ID NO 1)
GLP-1 (7-38) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 2)

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

Las abreviaturas de una sola letra de los amincécidos 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 glucagén incrementa las concentraciones plasmaticas de glucosa

Dado el papel de los GLP-1s an la promocidn de la secreciéon insulinica
regulada por glucosa en el pancreas, los agoristas del receptor de GLP-1 son
potencialmente valiosos en el tratamiento de trastornos metabdlicos y otras
enfermedades Es maés, los antagonistas del receptor del glucagén deberian
demostrar también ser valiosos en el tratamiento de las enfermedades, dado el
papel del glucagén en la elevacién de la glucosa plasmética por estmulacion de la
glucogenolisis y la gluconeogenesis Sin embargo, estos hechos por sl olos no
garantizan la reduccién de la glucosa i vivo sin inducir significativos efectos
colaterales

La invencidn proporciona polipéptidos nuevos que son agonistas del
receptor de GLP-1 y antagonistas del receptor del glucagén Sin cefimos a la
teorla, creemos que los polipéptidos de la iInvencién son capaces de reducir los
nivelas de glucosa in vivo por estimulacién de la iberacién de mnsulina de las
células beta pancredticas de manera glucosa-dependiente, reduciendo al mismo
tiempo la secrecién de glucosa del higado mediada por glucagén

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




Los polipéptidos de la invencidn funcionan como agonistas del receptor del
GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén El componente agonista
del receptor del GLP-1 de dichos polipéphdos activa al receptor del GLP-1 en uno
0 més ensayos /n vitro o in vivo de activacion del receptor del GLP-1 EjJemplos de
dichos ensayos incluyen, pero no se imitan a, ensayos i vitro de induccién del
cAMP en células RINm5F, ensayos i viiro de induccién de la secrecibn de
insulina de las células B pancreéticas, ensayos in vivo de reduccion de los niveles
plasmaticos de glucosa y ensayos in vivo de elevacién de los niveles plasmaticos
de insulina, segun se descrnbe en los ejemplos especificos mas adelante

Los polipéptidos de la invencidon también demuestran actividad antagonista
del receptor del glucagén en uno o méas ensayos /n vitro o In vivo de iInhibici6n de
la activaciébn del recaptor del glucagn Ejemplos de dichos ensayos incluyen,
perc no se imitan a, ensayos in vitro de inhibicidn del aumento del cAMP celular
mediado por glucagdn, ensayos in vitro para medir la inhibicion de la liberacién de
glucosa mediada por glucagén de, por ejemplo, hepatocitos cultivados, o ensayos
in vivo de produccién de glucosa estmulada por glucagén, segun se descnbe en
los ejemplos especificos mas adelante

Los polipéptidos preferidos de al invencién se seleccionan del grupo
integrado por- (1) SEC ID NOS 6 32 y (2) sus fragmentos, denvados, vanantes y
andlogos que funcionen como antagonistas del receptor del GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagbn sustancialmente al mismo nivel que
cualquiera de los polipéptidos que se muestran en SEC ID NOS 6-32

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

Los polipéptidos fragmentancs, denvados, vanantes y anélogos retienen
sustanciaimente [a misma funcién o actividad bioidgica que, por ejempio, los

polipéptidos que se muestran en la SEC ID NOS 6-32 "Sustancialmente la misma



funcidn o actividad bioldgica® es aproximadamente del 30% al 100% (es decrr, el
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%) o mas de la misma actividad biolégica del
polipéptido de extensiébn completa con el cual se compara

Denvados

Los denvados incluyen a polipéphdos de la invencldén que han sido
modificados quimicamente para otorgaries una estructura y/o funcién adicional
Por ejemplo, puede agregarse polietilenglicol (PGE) o un acido graso a un
polipéptido para mejorar su vida media Se pueden construir también polipéptidos
de fusidn que confieran una especificidad de blanco o una actividad adicional,
segun se descnbe con mayor detalle mas adelante

Los denvados se pueden modificar ya sea por medio de un proceso
natural, tal como el procesamiento posttraduccional, como por medio de técnicas
de modificacién quimica, siendo ambos bien conocidos en el arte Las
modificaclones pueden ocumr en cusiquier parte del polipéptdo, Inclulda la
cadena peptidica, las cadenas laterales de los aminoécidos y los extremos amino
o carboxilo terminales Se podra apreciar que puede estar presente el mismo tipo
de modificacién en la misma o diversa medida en varios sitios de un dado
polipéptido También, una vanante puede contener uno o més 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
ramificacién

Otras modificaciones quimicas incluyen la acetilacién, acilacién, nbosilacion
con ADP, amidacién, unién covalente de la flavina, unién covalente de un grupo
hemo, unidn covalente de un nucleétido o denvado de nucleétido, unién covalente
de un lipdo o derivado de Ilipido, uni6bn covalente del fosfatidilinositol,
entrecruzamiento, ciclacion, formacién de enlaces disulfuro, desmetiacion,

formacién de entrecruzamientos covalentas, formacién de cisteina, formacidn de
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prroglutamato, formulacién, gamma-carboxilacién, glicosilacién, formacidn de un
ancla de GPI, hidroxilacion, iodacién, metilaciébn, minstolacién, oxidacion,
incorporacibn de un resto de PEG, procesamiento proteolitico, fosfonlacién,
prenilacién, racemizacién, selenoilacidn, sulfatacion, adicion de aminoédcidos a
proteinas, tal como la arginlacion, mediada por ARN de transferencia y
ubiquitinacion (Ver, por @jemplo, T E Creighton, PROTEINS, STRUCTURE AND
MOLECULAR PROPERTIES, 2da Edicién, WH Freeman and Company, New
York (1893), POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF
PROTEINS, B C Jonson, ed , Academic Press, New York, paginas 1-12 (1983),
Saifter et al , Meth Enzymol 182 626-46 (1990), Ratan et al, Ann N Y Acad Sc!
663 48-62, 1992)

Los denvados incluyen también a polipéptidos que se han fusionado con
otro polipéptido, como por ejemplo la albimina sénca humana, para mejorar su
perfil famacocinético La fusién de dos polipdptidos 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 expresibn de mamifero
conocido por un experto en el arte Se prefiere la localizacién de un polipéptido de
la invencién en pasicidn 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 Aproximadamente,124(48) 1768-73, 1989) La proteina de
fusidn recombinante resultante puede entonces expresarse transformando una
linea celular adecuada, tal como HKB o CHO, con el vector y expresando la
proteina de fusién

Los derivados prefendos inciuyen a polipéptidos de [a invencién (SEC ID
NOS 6-32) a los cuales se ha unido un resto de PEG o un resto de 4cido graso El

resto de PEG puede ser, por sjemplo, un PEG de peso molecular mayor de 22
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kDa, con preferencia un peso molecular de entre 25 kDa y 100 kDa (por ) , 25,
30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 kDa), y con mayor
prefarencia un peso molacular de entre 35 kDa y 45 kDa (por g| , 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44 6 45 kDa) Ejemplos de dichos polipéptidos unidos a PEG
son aquellos que contienen un resto de PEG de 22 kDa unido al residuo de
cistelna de la posicién 31 de lags SEC ID NOS 1896 25 Verlas SECIDNOS 20y
26 y la Tabla 2 como altemativa, puede estar unido un resto de PEG de 43 kDa al
residuo de cisteina de la posicidon 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 cistelna de
polipéptdos de la invencién por métodos bien conocidos en el arte, ver, por
ejemplo, el Ejemplo 19

Otros denvados preferidos tisnen un resto de &cido graso unido al
polipéptido El resto de dcido graso puede ser, por ejemplo, un acido graso de
entre Cy2 y C20, con preferencia un acido graso de entre Ci4 y Cya v, por sobre
todo, con mayor preferencia, de Cys ejemplos de dichos polipéptidos son las SEC
ID NOS 28-32, que contienen un resto de 4cido graso de C¢g (palmitato) unido a
un residuo de lisina dentro del péphido 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 al arte como, por ejemplo, la acllacion de écidos grasos
(Knudsen et al, J Med Chem 43 1664-1668, 2000)

Vanantes

Las vanantes son polipéptidos de la Invencibn que poseen uno o mas
cambios en la secusencia de aminoacldos con respecto a las secuencias de
aminodcidos que se muestran en SEC ID NOS 6-32 Ilas varlantes ttamblén
pueden tener aminoécidos unidos entre &l por enlaces peptidicos modificados, es
decir 1s4steros de péphidos, y pueden contener aminoécidos diferentes de los 20

aminoacidos naturales
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Con preferencia, las vanantes contienen una o méas susttuciones de
amino&cidos conservativas (es decrr, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 sustituciones),
con preferencia en rasiduos de aminoadcidos no esenciales Un residuo de
amino&cido “no esencial® es un residuo que puede alterarse a partir de una
secuencia de proteina de tipo salvaje sin alterar su actividad biolégica, mientras
que un residuo de aminoacido “esencial” se requiere para la actividad biologica
Una sustitucidn de aminoécido conservativa es aquella en [a cual el residuo de
aminoécido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena
lateral similar Se han defimido en el arte las familias de residuos de aminoéacidos
que poseen cadenas laterales similares estas familias incluyen a a minoacidos
con cadenas laterales basicas (por g lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por e acido aspértico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no
cargadas (por e glicina, asparagina, glutamina, senna, treonina, trrosina,
cistelna), cadenas laterales no polares (por @) alanina, valina, leucina, 1soleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-ramificadas
(por e treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por e
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina) Las sustituciones no conservativas no
gse harlan para residuos de aminodcidos conservados o para residuos de
aminoacidos con localizacién en un dominio de proteina conservado

Las sustituciones conservativas de aminoacidos se realizan con preferencia
en las posiciones 11, 12, 18, 17 6 18 del polipéptido de consenso que se muestra
en la SEC ID NO 34 La posicidon 11 es con preferencia R, S, A, K, Go T, y con
mayor preferencia R, A, Go 8 La posiciéon 12 es con preferencia K, N, R, H, A, S
0 Q, y con mayor praferencia K, A, S o N La posicidn 16 es con preferencia K, R,
V,.LLLM,F,W,Y,A, S, T, N,Q, GoH, y con mayor preferencia K, V, |, F, A, S o
N La posicién 17 es con preferencia D, E,H, K, R, F, ,LL,M,Y,V,W, A S, T, N,
Q o G, y con mayor preferencia R, A, L, M, V, S, H, E 0 Q La posicién 18 es con
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preferencia K, R, F, |, L, Y, V, M, A, G oH, y con mayor preferenciaK, R, F, I, L, Y
o A Todas las posibles combinaciones de sustituciones en las posiciones 11, 12,
16, 17 y 18, incluyendo la no sustitucién en cualquiera, en dos, en tres o en cuatro
de estas posiclones, quedan previstas en forma especilfica

Las variantes también incluyen a polipéptidos que difieren 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 giucagén
pueden Identificarse detectando bibliotecas combinatonas de mutantes, por
ejemplo, los mutantes de polipéptidos con sustituciones conservativas en 1 o més
posiciones (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 posiciones) pueden ensayarse
para detectar la actwvidad agonista del receptor del GLP-1 y la achvidad
antagonista del receptor del glucagén utilizando métodos bien conocidos en el
arte y que se describen en los ejemplos especificos mas adelante

Anélogos

Un anélogo incluye a un propolipéptido, en donde el propolipéptido incluye
a una secuencia de aminodcidos de un polipdptido de la invencidn Los
polipéptdos activos de la invencién pueden sufnr ruptura de los aminoacidos
adicionales de la molécula del propolipéptido por procesos naturales tn vivo o por
procedimentos bien conocidos en el arte, tales como ruptura enzimatica o
quimica

Fragmentos

Un fragmento es un polipéptido menor que uno de extension total de la
invencién, que incluye un denvado, vanante o anélogo de extension total, que
posee actividad agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del receptor del
glucagén

Cualquier secuencia de polinucledtido que codifique un polipéptido de la
Invencidbn se puede utlizar para expresar el polipéphdo Los polinucledtidos
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pueden consistir sélo en una secuencia codificadora para un polipéptido o pueden
incluir secuencias codificadoras y/o no-codificadoras adicionales

Las secuencias de polinucledétidos que codifican un polipéptido de la
invencién se pueden sintetzar en todo o en parte utilizando métodos quimicos
blen conocidos en el arte (ver, por ejemplo, Caruthers ef al, Nucl Acids Res
Symp Ser 215-23, 1980, Hom et al , Nuc! Acids Res Symp Ser 225-32, 1880)
El polinucledtido que codifica el polipéptido puede luego clonarse en un vector de
exprosion para expresar el polipéptido o en un vector de clonacién, para propagar
o] polinucledtido

Como comprenderan aquellos con expenencia en el arte, puede resultar
ventajoso producir las secuencias codificadoras de pollpéptidos que posean
codones no naturales Por ejemplo, se pueden seleccionar codones prefendos por
un huésped procanota o eucanota para aumentar la velocidad de expresion de un
polipéptido o para producir un transcnpto 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

Las secuencias nucleotidicas descriptas aqui pueden prepararse mediante
ingenierfa genética utiizando métodos generalmente conocidos en el arte para
alterar las secuencias codficadoras de polipéptidos por una vanedad de rezones,
que incluyen, sin ser hmitatvos, alteraclones que modifican la clonacién,
procesamlento y/o expresidn del polipéptido o del mARN producto La
transposicibn del ADN mediante fragmentacion aleatoria y el reensamblado de
fragmentos de genes y de oligonuclettidos por PCR pueden usarse para preparar
secuencias nucleotidicas mediante ingenierfa genética Por ejemplo, puede
utihizarse la mutagénesia de siio dingido para insertar nuevos sitios de restriccion,
alterar patrones de glicosilacién, cambiar la preferencia por codones, producir

vanantes de corte, introducir mutaciones, etc



Vectores

La presente invencién también incluye a vectores de clonacién y de
expresidn que comprenden una 0 mas secusncias nucleotidicas que codifican un
polipéptido de la invencién La secuencia nucleotidica puede insertarse con
onentacién hacia delante o hacia atrds Una secuencia de ADN puede insertarse
en un vector por una vanedad de procedimentos En general, una secuencia de
ADN se inserta en un sitio de endonucleasa de restnccién apropiado por
procedimientos conocidos en el arte y descnptos en Sambrook et al,
MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, 2da Edicién (Cold Spring
Harbor, N Y, 1989) Se considera a estos procedimientos y a otros incluidos en
ol alcance de los expertos en el arte

Ejemplos de vectores de clonacién incluyen , sin ser imitativos, a pBR322,
puUC18, puC19, pSport y pCRII

En un aspecto prefendo de esta realizacién, un vector de expresidn
comprende ademés secuenclas regulatonas, que incluyen, por ejemplo, a un
promotor, igadas operativamente a la secuencia codificadora Los expertos en el
arte conocen un gran nimero de vectores y promotores de expresidn aproplados
y se pueden adquinr en el comercio Los vectores de expresion sigulentes se
presentan a modo de ejemplo Los vectores de expresién bactenanos incluyen,
sin ser imitativos, a pQE70, pQEG0, pQE-9 (Qlagen), pBS, phagescnpt, psiX174,
pBluescript SK, pBsKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene),
pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PRIT5 (Pharmacia) Los vectores de
expresion eucanotas Incluyen, sin ser Imnativos, a pWlneo, pSV2cat, pOG44,
pXT1, pSG (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, PSVL (Pharmacia) Sin embargo,
puede utihizarse cualquier otro vector de clonacién o expresion en la medida que
sea replicable y viable en el huédsped deseado Las regiones de promotor se

pueden seleccionar de cualquier gen deseado utlizando vectores de expresién
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CAT (cloranfenicol transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables
Dos vectores apropiados son el pKK232-8 y el pCM7 Promotores bactenanos con
nombres particulares incluyen a laci, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pg, P. y trp Los
promotores eucanotas incluyen al CMV temprano Inmediato, HSV timidina
quinasa, SV40 temprano y tardio, LTRs de retrovirus y metalotioneina-l de ratén
La seleccidn de un vector y un promotor adecuados esti dentro del nivel comun
de la capacidad de un experto del arte

Un vector de expresién también puede contener un siio de unién a
nbosomas para el inicio de la traducciébn, un terminador de transcripcion y
secuencias adecuadas para amplificar la expresion Los vectores de expresion
pueden contener un gen que confiera un rasgo fenotipico para la seleccion de
células huésped irensformadas, tal como la dihdrofolato reductasa o Ia
resistencia a la neomicina para un cultivo de células eucanotas, o tal como la
resistencla a las tetraciciinas o la ampiciina para un cultivo de E coli

Bibliotecas

En una realzacion, se genera una biblioteca de vanantes por mutagénesis
combinatona a nivel de los acidos nucleicos y es codificada por una biblioteca
genética vanegata Puede producirse una biblioteca de vanantes, por ejemplo,
ligando enzimaticamente una mezcla de oligonucledtidos sintéticos en secuencias
genéticas tales que un conjunto degenerado de secuencias de aminoécidos
variantes potenciales sea expresable como polipéptidos indwviduales, o,
alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusibn mas grandes (por
elemplo, para despliegue de fagos) que contengan el conjunto de secuencias en
las mismas

Ewxiste una variedad de métodos que se pueden ufiizar para productr
biblictecas de vanantes potenciales a partir de una secuencia de oligonuclestidos

degenerada La sintesis quimica de una secuencia genética degenerada puede
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realizarse en un sintetizador automatico de ADN, y luego ligarse a un vector de
expresidn apropiado El uso de un conjunto degenerado de genes permite la
provision, en una mezcla, de todas las secuencias que codifican el conjunto
deseado de secuencias analogas potenciales Se conocen en el arte métodos
para sintetizar ohgonucledtidos degenerados (ver, por ejemplo, Narang,
Tetrahadron 383 (1983), ltakura ef al, Annu Rev Biochem 53 323 (1984),
Itakura et al, Scirence 198 10568 (1984), Ike ot al, Nucleic Acid Res 11 477,
1983)

Se conocen en el arte diversas técnicas para detectar productos génicos de
bibliotecas combinatonias preparados mediante mutaciones puntuales o
truncamiento y para detectar bibliotecas de cADN para productos génicos que
tengan una propledad seleccionada Dichas técnicas son adaptables para la
deteccibn rapida de las bibliotecas génicas generadas por la mutagénesis
combinatona de los polipéptidos de la invencidn Las tdcnicas mas utilizadas, que
se pueden adaptar al analisis de alto rendmiento para detectar grandes
bibliotecas génicas, incluyen tipicamente la clonacion de la biblioteca génica a
vectores de expreslén replicables, la transformacién de células apropiadas con la
biblioteca resultante de vectores y la expresién de los genes combinatonos en
condiciones en las cuales la deteccidn de una achvidad deseada facilte 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 utlizarse en
combinacidn con los ensayos de deteccién para identfficar las vanantes
deseadas
Células hudsped

La presente invencién también proporciona células huésped que contenen

los vectores descriptos antenormenta La célula huésped puede ser una céiula
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eucariota superior, tal como una célula de mamifero, o una célula eucanota
inferior, tal como una célula de levadura En forma alternativa, la célula huésped
puede ser una célula procanota, tal como una célula bactenana

Las células huésped se pueden procesar mediante ingenlerla genética
(transducidas, transformadas o transfectadas) con los vectores de clonacién o
expresion de la invencién El vector puede encontrarse, por ejemplo, en forma de
pldsmido, de particula viral o de fago Las células huésped tratadas mediante
ingenieria genética pueden cultivarse en medios nutnentes convencionales
modificados segln sea adecuado para la activacidn de los promotores o las
seleccién de los transformantes La seleccion de las condiciones apropiadas de
cultivo, tales como la temperatura y el pH, estad dentro del nivel comin de la
capacidad de un experto del arte

Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados se incluyen, sin
ser limitativos, células bactenanas tales como E col, Salmonella typhimunum,
Streptomyces, células fangicas, tales como levaduras, células de insectos tales
como la Drosophila S2 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 mntroduccién el constructo en la célula huésped puede efectuarse, por
ejemplo, mediante transfeccién con foefato de calcio, transfeccién mediada por
Dextrano DEAE o por electroporacion (Davis et al, BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, 1986) Los constructos de las células huésped pueden
usarse de modo convencional para producir el producto genético codificado por la

secuencia recombinante
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Expresion de Protelnas

Pueden expresarse proteinas maduras en células de mamifero, de
levaduras, de bactenas o en otras células bajo el control de promotores
apropiados Pueden emplearse también sistemas de traduccién libres de céiulas
para producir dichas proteinas utilizando ARNs denvados de constructos de ADN
e la presente invencidn Se descnben vectores de clonaciébn y expresién
adecuados para utlizar con huéspedes procanotas y eucariotas, segin se
menciond entenormente y en Sambrook et al, MOLECULAR CLONING A
LABORATORY MANUAL, 2da Edicién (Cold Spnng harbor, N Y, 1989)

lLa transcnpcidn de un ADN que codifica polipéphdos de la presente
invencibn por eucanotas supenores puede incrementarse insertando una
secuencia amplificadora en el vector de expresion Los amplficadores son
elementos de ADN que actiGan en forma cis, habituaimente de entre
aproximadaments 10 a 300 pb, que actian sobre un promotor para incrementar
su transcripcidn Los ejemplos incluyen al amplificador SV40 en el lado tardio del
origen de replicacién (pares de bases 100 a 270), a un amplfficador del promotor
temprano del citomegalovirus, a un amplificador de polioma del lado tardio dei
ongen de replicacidn y a los amplificadores de adenovirus Por lo .general. los
vectores de expresién recombinante incluirén origenes de replicacion y
marcadores seleccionables que permitan 1a transformacién de la célula huésped,
por e] el gen de la resistencia a [a ampiciina de E col y el gen TRP1 de §
cerevisiae, y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dingir la
transcnpcidn de una secuencia estructural comente abajo Dichos promotores
pueden denvar de operones que codifiquen enzimas glicollticas tales como la 3-
fosfoglicerato quinasa (PGK), el factor a, la fosfatasa acida o las proteinas de
choque térmico, antre otras La secuencia estructural heterdioga se ensambla en

fase apropiada con las secuencias de traducclén, iniciaclén y terminacién y, con
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traducida al espacio penplasmico o al medio extracelular En forma opcional, la
secuencia heterdloga puede codificar una protelna de fusibn que incluya un
péptido de identificacién de aminodcidos N-terminales que imparta caracteristicas
deseadas, como por e) , la estabilizacién o la punficacion simpificada del producto
recombinante expresado

Después de la transformacién de una cepa adecuada del huésped y del
crecimiento de la cepa del huésped hasta una densidad celular apropiada, el
promotor seleccionado se desrepnme por madios apropiados {por e cambio de
temperatura o induccidbn quimica) y las células se cultvan por un periodo
adicional Las células se cosechan tipicamente por centnfugacién y se desgarran
por medios fisicos o quimicos El extracto bruto resultante se conserva para su
postenor purificacibn Las células microblanas empleadas en la expresién de
proteinas puaden desgarrarse por cualquier métode convemente, incluyendo los
ciclos congelacidn-descongelacion, la sonicacién, la disrupcién mecanica o el uso
de agentes de lisado celular

Pueden utiizarse también diversos sistemas de culivo de células de
mamifero para expresar protelnas recombinantes Ejemplos de sistemas de
expresién de mamiferos incluyen a las lineas COS-7 de los fibroblastos de nfién
de mono, descnptas 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
Punficacibn de proteinas

Los polipéphdas de la presente invencion se pueden recuperar y punficar a
partir de cultivos celulares recombinantes por métodos bien conocidos en el arte,
inciuyendo la precipitacidn con sulfato de amonio o etanol, la extraccién con

acidos, la cromatografila de intercambio aniémico o catibnico, la cromatografia
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sobre fosfocelulosa, la cromatografla de interaccion hidrofébica, la cromatografia
de afinidad, la cromatografia sobre hidroxiapatita y la cromatografia de lectinas
La cromatografia liquida de alta resolucidn (HPLC) puede emplearse como paso
final de punficacidn

Los polipéptiios de la invencién pueden aislarse convenientemente segtn
$0 descnbe en los gjemplos especificos mas adelante Un polipéptdo purificado
tiene por lo menos aproximadamente un 70% de pureza, o sea que el polipéptido
aislado estd sustanciaimente libre de matenal ceiular y tiene menos de
aproxmadamente el 30% (en peso seco) de materlal no-polipeptidico Con
preferencia, los preparados tienen una pureza de entre &l 85% y el 99% (es decrr,
85, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 87, 98 y 99%) La pureza de los preparados puede
determinarse por cualquier medio conocido en el arte, tal como la electroforesis
en gel de poliacnlamida con SDS, espectrometrla de masa y cromatografia
liquida
Modificacién post-traduccional

Dependiendo del huésped empleado en un procedimiento de produccién
recombinante, los polipéptidos de la invencién se pueden glicosiiar con hidratos
de carbono de mamiferos u otros eucanotas o pueden ser no-glicosilados Los
polipéptidos de la invencién también pueden Inciurr un residuo iniclal del
aminoécido metionina
Sintesis quimica

Como alternativa, los polipéphdos de la invencién pueden producirse
utlizando métodos quimicos para sintetizar su secuencia de aminoécidos, tal
como por sintesis de péptidos directa usando técnicas de fase sélida {ver, por
ejemplo, Menrrifield, J Am Chem Soc 85, 2149 — 2154, 1863, Roberge et a/,
Science 269, 202 — 204, 1995) La sintesis de polipéptidos puede realzarse

utizando técnicas manuales o por automacién La sintesis automatizada puede
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lograrse, por ejemplo, usando el Applied Biosystems 431A Peptide Syntheszer
(Perkin Elmer) En forma opcional, los fragmentos de un polipéptido se pueden
sintehzar separadamente y combinarse usando métodos quimicos para producir
una molécula de extensid5n completa

Un polipéptido recién sintetizado puede punficarse en forma sustancial por
medio de cromatografia liquida de alta resolucién (ver. por ejemplo, Creighton,
Proteins Structures And Molecular Pnnciples, WH Freeman and Co, New York,
NY, 1983) La composicidn de un polipéptido sintético de la presente invencién
se puedes confirmar mediante analisis o secuenciacién de aminoacidos, por
sjemplo mediante @! procedimiento de degradacién de Edman (ver Creighton, més
arriba) Ademas, cualquier porcién de la secuencia de aminoacidos del polipéptido
se puede alterar durante la sintesis directa y/o combinarse usando métodcs
quimicos con secuencias provenientes de otras protelnas para producir una
vanante de polipéptido o un polipéptdo de fusién
Aplicaciones Farmacéuticas

Los polipdptdos de la presente invencidn pueden utlizarse para tratar la
diabetes de tipo 2 (dlabetes mellitus no-insulino dependients) y/o evitar que los
sujetos con intolerancia a la glucosa, intolerancia a la glucosa en ayunas,
hipoglucemia y/u obesidad, desarrollen una dlabetes de tipo 2
Composiciones farmacéuticas

Los polipéptidos de la presente invencibn pueden combinarse con un
vehiculo aceptable para uso fammacéutico para formar una composicién
farmacéutica para administracion parenteral Dichas composiclones comprenden
una cantdad terapéuticamente efectiva del polipéptido y un vehiculo o excipiente
aceptable para uso farmacéutico Los vehiculos aceptabies para uso farmacéutico

Incluyen, pero sin ser imitativos, la solucién salina, la solucidn salina buffenzada,
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la dextrosa, el agua, el glicerol, el etanol y sus combinaciones La formulacién
debe adaptarse a la modalidad de administracién

Las composiciones famacéuticas pueden administrarse de manera
conveniente, por 6], por via oral, tépica, endovenosa, Intraperitoneal,
intramuscular, subcutidnea, ntranasal o Intradérmica Las composiciones
farmacéuticas se admnistran en una cantdad que resulte efectiva para el
tratamliento y/o profilaxis de la Indicacién especifica Las dosis adecuadas oscilan
entre aproximadamente por lo menos 3,5 ng de polipdptido activo (es decir, sin
incluir el peso de un resto de PEG o acido graso)kg de peso corporal y
aproximadamente 100 ug/kg de peso corporal por dia En la mayoria de los
casos, la dosis es de entre aproxximadamente 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 administracidn, sintomas, etc Estos numeros no
tienen en cuenta la biodisponibiidad del péphdo in vivo, en cuyo caso puede
usarse mayor o menor cantidad para alcanzar la dosis efectva deseada La
determinacidon de una dosis esta dentro de la capacidad comun del experto del
arte y requiere sélo deteccién de rutina

Los polipéptidos de la prasente invencidn también pueden emplearse en
combinacibn con otros agentes farmacéuticos Gtles 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 apropiados incluyen a los secretagogos
de insuling, los insulino-sensibilizantes y ia metformina HCI

La mvencitn también provee envases o equipos farmacéuticos que
comprenden uno 0 més recipientas llenos con uno o méas de los ingredientes de
las composiciones farmacéuticas de la iInvencidn Puede estar asociado al envase

0 equipo un aviso en forma prescnpta por una agencia gubemamental que regule
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la fabncacién, uso o venta de farmacos o productos biolégicos y que refleje la
aprobacion por parte de la agencia
Terapia génica

Un polipéptido de la invencién también puede expresarse in vivo, o cual
con frecuencia se denomina “terapia génica™ Asl, por ejemplo, pueden obtensrse
células mediante ingenierla genética con un polinucleétidc (ADN o ARN) que
codifique el polipéptido ex vivo y luego administrarse esas céiuias a un paciente
para ser tratado con el polipéphdo Dichos métodos son bien conocidos en el arte
Por ejemplo, se pueden obtener células medliante ingemerla genética por
procadimientos conocidos en el arte usando una particula retroviral que contenga
un ARN que codifique los polipéptidos de la presente invencién

En una realizacidn prefenda, al ADN que codifica los polipéptidos de la
invencidn se utiliza en terapia génica para trastornos tales como la diabetes De
acuerdo a esta realizacidn, la terapia génica con el ADN que codifica los
polipéptidos de la invenclén se provee a un paciente que la necesita en forma
concurrente con o iInmediatamente después del dlagnéstico

La administracion local de polipéptidos que utlliza la terapia génica puede
suministrar el agente terapéutico al area blanco, es decir el péncreas Por
ejemplo, se utiliz6 un promotor especifico para crear un modelo de tumor
pancreatico en células beta de ratén (Hanahan, Natfure 315 (6015) 115-22, 1985)

Se consideran tanto metodologias de terapia génica /i vitro como in vivo
se conocen varios métodos para transfenr genes potenclaimente terapéuticos a
poblaciones celulares definidas Ver, por 8}, Mulligan, Science 280 926-31, 1993
estos métodos inciuyen

1) Transferencia directa de genes Ver, por e, Wolf et al, "Direct Gene
transfer Into Mouse Muscle In Vivo®, Sclence 247 1465-68, 1990,



2) Transferencia de ADN mediada por liposomas Ver, por ¢} , Caplen et al ,
‘Liposome-mediated CFTR Gene Transfer To The nasal Epithelium Of Patients
UIT Cystic Fibrosis”, Nature Med 3 39-46, 1985, Cnstal, “The Gene As A Drug",
Nature Med 1 15-17, 1995, Gao y Huang, “A Novel Cationic Liposome Reagent
For Efficient Transfection Of Mammalan Cells®, Biochemm Biophys Res Comm
179 280-85, 1991,

3) Transferencia de ADN mediada por retrovirus Ver, por @), Kay et al , “In
Vivo gene Therapy Of Hemophila B Sustained Partial Correction in Factor IX-
Deficient Dogs”, Science 262 117-19, 1993, Anderson, “Human Gene Therapy”,
Science 256 808-13, 1892

4) Transferencia de ADN medlada por Virus del ADN Dichos virus del ADN
incluyen a los adenovirus (con preferencla los vectores basados en Ad-2 6 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 auténomos, con mayor preferencia vectores basados an virus
adeno-asociados y, por sobre todo, con mayor preferencia, vectores basados en
AAV-2) Ver, por g}, Ali ef al, “The Use Of DNA Viruses As vectors For Gene
Therapy”, Gene Therapy 1367-84, 1994, Patente de los Estados Unidos
4 797 368 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 |a poblacién celular blanco Aunque los vectores 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 divisién Ademas, los retrovirus tienen una oncogenicidad potencial

Sin embargo, dasarolios recientes en el campo de ios vectores lentiviraies
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pueden evitar algunas de estas limitaciones Ver Naldini et al , Science 272 283-7,
1996

El experto en el arte podréd apreciar que cualquier vactor de terapia génica
adecuado que codifique polipéptidos de la invencidn puede usarse de
conformidad con esta realizacion Son conocidas las técnicas para construir
dichos vectores Ver, por e] , Anderson, Nalure 392 25-30, 1998, Verma y Somia,
Nature 388 239-242, 1998 la introduccidn del vector al sitio blanco puede lograrse
usando técnicas conocidas

Los vectores de terapia génica adecuados incluyen a uno o més
promotores Los promotores adecuados que se pueden uhlizar incluyen, sin ser
hmitativos, a los promotores virales (por o] el LTR retroviral, el promotor SV40, el
promotor tardlo pnncipal del adenovirus, el promotor del virus sincitial respiratono,
el promotor del parvovirus B19 y el promotor del ctomegalovirus humano (CMV)
descnpto en Miller et al, Biotechniques 7(9) 980-880, 1889), los promotores
celulares (por ) los promotores de la histona, el polipéptido [l y la -actina} y los
promotores inducibles (por ej et promotor MMT, el promotor de la metalotoneina
y el promotor del choque térmico) La seleccién de un promotor adecuado sera
evidente para aquellos con expenencia en el arte a través de las ensefianzas
contenidas en la presente

Retrovirus

Los retrovirus & partir de los cuales pueden denvar los vectores de los
pldsmidos retrovirales mencionados antenormente incluyen, sin ser imitatvos, 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 dela leucemia del mono gibén, el virus de

inmunodeficlencia humana, el Virus de!l Sarcoma Mieloprolifaranvo y el virus del
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tumor de mama En una realzacién, el vector del plasmido retroviral se denva del
Virus de la Leucemia Murina Moloney

El vector del plasmido retroviral se utliza para transducir lineas celulares
de empaquetamiento para formar lineas celulares producioras Ejemplos de
células de empaquetamiento que se pueden trasnfectar incluyen, sin ser
limitatvos, a las lineas celulares PES01, PA317, y-2, y-AM, PA12, T19-14X, VT-
18-17-H2, yCRE, yCRIP, GP+E-86, GP+envAm12 y DAN, segln se descnbe en
Miller, Human Gene Therapy, 1 5-14, 1990 El vector puede transducir las céiuias
de empaquetamiento a través de cualquier medio conocido en el arte Dichos
medios incluyen, sin ser imitativos, la electroporacidn, el uso de hiposomas y la
preciptacién con CaPO, En una altematva, el vector del plasmido retroviral
puede estar encapsulado en un hposoma o acopiado a un lipido y luego
administrarse a un huésped La linea celular productora genera particulas del
vector retroviral que incluye a la(s) sacuencia(s) de acido nucleico que codifica(n)
los polipéptidos de la Invencldn Luego dichas particulas de vector retroviral
pueden usarse para transducir células eucanotas, ya sea i vitro o in vivo Las
células eucanotas transducidas expresarén la(s) secuencia(s) de acido nucleico
que codifica(n) los polipéptidos de la Invenclén Las células eucanotas que se
pueden transducir incluyen, sin ser lmitativos, las células germinales
embrionanas, las células de carcinoma embnonario como asi también las células
germinales hematopoyéticas, los hepatocitos, los fibroblastos, mioblastos,
queratinocitos, células endoteliales y células del epitello bronquial

Adenowvirus y virus adeno-asoclados

Los adenovirus tlenen la ventaja de que tienen un amplio rango de
huéspedes, pueden infectar células en reposo o diferenciadas en forma tarminal,
tal como las neuronas o hepatocltos y parecen ser esencialmente no-

oncogénicos Ver, popr e], Ali ef a/, 1984, en la pagina 367 Los adenowvirus no
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parecen integrarse al genoma del huésped Dado que existen fuera del
cromosoma, 8e reduce notonamente el nesgo de mutagénesis insercional Al ef
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 integraciéon sitio-
especifica en el cromosoma humano 19 (Al et al , 1984, en la pagina 377)
Terapia transcarittica

Una aproximacién diferente a la terapia génica es la “terapla transcanétca®,
on la cual las células del paciente se tratan ex vivo para Inducir a [os genes
latentes & producir la proteina de interés después de su reintroduccién al
paclente La terapia tranacanética supone que el Individuo tene un complemento
normal de genes necesano para la activacién La terapia transcandtica Implica
introducir un promotor u otra secuencia regulatona exdgena capaz de activar los
genes incipientes en el ADN cromosémico de las células del paciente ex vivo,
culivar y seleccionar las células activas productoras de proteina y luego
reintroducir las células activadas en el pactente con el propésito de que se tornen
luego totaimente establecidas Las células “con genes activados® fabncan luego la
proteina de interés durante algin tiempo significativo, tal vez tanto como la vida
entera del paclents Las Patentes de los estados Unidos Nos 5641670 y
5 733 761 descnben en detalle este concepto

Con el fin de qua esta invencién sea mejor entendida, se exponen los
siguientss ejemplos Estos gjemplos son sélo a los propésitos de ilustracidn, y no
han de considerarse de ningiin modo como imitantes del alcance de la Invencion
Todas las patentes, solictudes de patente y referencias citadas en esta
presantacidn se incorporan a la misma a modo de referencia en su totalidad
EJEMPLOS

Ejemplo 1
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Metodologla de sintesis de péptidos

Se sigui6 el siguiente procedimiento general para sintetizar algunos de los
polipéptidos de la invenciébn Se llevé a cabo la sintesis de péptidos por medio de
la estratagia FMOC/ter-Butil (Peptide Sintesis Protocols (1994), Volumen 35, por
Michael W Pennington & Ben M Dunn) en condiciones de flujo continuo
utlizando resinas PEG-Poliestireno Rapp-Polymere (Rapp-Polymere, Tubingen,
Alemania) Al completarse la sintess, los péptidos se separaron por ruptura de la
resina y se desprotegieron usando TFA/DTT/H2O/Trusopropil silano (88/5/5/2)
Los péptidos se precipitaron del coctel de ruptura utilizando dietil éter frio El
precipitado se lavo tres veces con el éter frio y luego se disolvié en acido acético
5% antes de someterse a liofiizacion La identidad de los péptidos se confimé
mediante cromatografila en fase reversa sobre una columna YMC-Pack ODS-AQ
(YMC, Inc, Wimington, NC) sobre un sistema Waters ALLIANCE® (Waters
Corporation, milford, MA) utilizando agua/acetonitnio con TFA 3% como gradlente
desde acetonitrilo 0% hasta 100%, y mediante esectrometria de masa MALDI en
un Espectrdmetro de Masa VOYAGER DE™ MALDI (modelo 5-2388-00,
PerSeptive BioSystems, Framingham, MA) Se agregé la muestra del péphtdo en
buffer de Matnz (d H2O/acetonitnio 50/60 con 3% de TFA) a buffer de Matnz 1/1
aquellos péptidos que no reunieron el cnteno de pureza de >95% se punficaron
mediante cromatografia en fase reversa sobre un sistema de HPLC Waters Delta
Prep 4000 (Waters Corporation, Milford, MA)
Elemplo 2
Clonaclién de péptidos

Para establecer un método sélido para expresar los polpéptdos de la
invenclén y sus mutantes, se clonaron las secuencias de nucledhdos que
codifican polipéptidos de manera C-terminal a GST con un unico sitio de

reconocimiento del Factor Xa separando el péptido monoménco y el GST El gen
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que codifica el sitio de reconocimiento del Factor Xa fusionado a la secuencia de
ADN del péptido a producir se ha sintetizado por hibndacién de dos fragmentos de
ADN mono-hebra superpuestos (70-90meros) conteniendo un sitio de snzima de
restniccidon BamH! o EcoRl inmediatamente 5 a la secuencia de ADN del
polinucledtido a clonar, seguido de sintesis de ADN de las hebras opuestas a
través del gran fragmenio de la ADN polimerasa | (Lfe Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD)

La secuencia de ADN elegida para cada polinucledtido se bas6 en la
traduccidn reversa de la secuencia de aminoacidos designada de cada péptido
En algunos casos, el polinucledtdo que codifica al péptdo se genera por
mutagénesis de PCR (Picard et al, Nuclelc Acids Res 22 2587-91, 1994,
Sambrook et al (1989) MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL,
2da Edicion, Cold Spnng Harbor Laboratory Press, New York) de un
polinucledtdo ya preparado por el método descnpto antenormente El producto de
doble hebra se digiere luego por medio de BamHI y EcoRI y se liga al pGEX-8P-1
(Amersham Phamacia Biotech), que también se ha obtenido por ruptura con
BamHI y EcoRl

Por ejemplo, cuando la secuencia de ADN del polipéptido identificado cono
SEC ID NO 7 se clond en el pGEX-6P-1, se expresé la siguiente secuencia de
polipéptido en forma de fusiones con glutaibn S-transferasa (GST)
IEGRHSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 33), en la cual
los primeros 4 aminoacidos, IEGR, son el sitio de reconocimiento del factor Xa y
los restantas 31 aminoécidos son la secuencia de aminoacidos identificada como
SECIDNO7

Los pnmeros y Glbmos sels nucledtidos de la secuencia de acido nuclelco
que codifica al polipéptido dentrficado como SEC ID NO 7, representan los sitios

de la enzima de restnccién (BamH/ y EcoR/) utlizados para la clonacién al
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plasmido pGEX-6P-1 (FIG 1) La secuencia “TAATGA® que precede
inmediatamente al sitio EcoRl ("“GAATTC") codifica dos codones de terminacién
El resto de la secuencia de ADN codifica el Factor Xa-polpéptido dentificado
como sacuencla de fusion de SEC ID NO 7
Ejemplo 3
Expresion recombinante de péptidos y punficacién

Céiulas BL21 (DE3) (Stratagene) transformadas con un péptido GST de
fusi6n que contenfa plasmidos, se cultivaron a 37°C hasta alcanzar una DOgy de
entre 0,6 y 1,0 y se indujeron mediante IPTG (Life Technologies) 1 mM durante 2
horas a 37°C Se centnfugaron dos litros de células a 7 700xg durante 15 minutos
y se conservaron a —20°C El pélet de células se resuspendié en 80 ml de reactivo
para extraccién de proteinas bactenanas B-PER (Cat No 78248, Pierce) e
Inhibidor de Proteasas Completo (Roche) 1x hasta que la suspensién de células
se homogenezd La mezcla homogénea se agitd suavemente a temperatura
amblente durants 10 minutos Se agregaron Lisosoma y Dnasa | hasta una
concentracién final de 200 pg/ml y 10 pg/mi para solubilizar méas las protelnas y
para reducir la viscosidad, respectivamente La mezcla se incub6 durante 5
minutos adicionales Los restos de células se eliminaron por centrifugacién a
27 000 g durante 20 minutos E! sobrenadante se mezclé con 2 mL de resina
Glutatién Sefarosa 4B (Pharmacia) en un agitador durante toda la noche a 4°C la
resina se sepand por centnfugacién a 1 500 g durante 15 minutos, se rellend en
Columnas de Cromatografla Poly-Prep (Bio-Rad), se lavé con 30 ml. de PBS
seguido de 10 mL de buffer de Factor Xa (CaCl, 1 mM, NaCl 100 mM y Tns-HCI
50 mM, pH 8,0) Los péptidos se separaron de [a columna con 60 unidades de
Factor Xa (Pharmacia) en 1 mL de buffer de Factor Xa, durante toda la noche a
4°C Estos eluatoa se coreron luego en HPLC de C18 (Backman System Goid)

usando un bucle de 2 mL y un caudal de flujo de 1 mL/,imuto con el siguiente
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programa 5 minutoa de Buffer A (TFA/H20 0,1%), 30 minutos de gradiente 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 cormespondientes a los picos
(0,5 mL cada una) se recogieron y separaron mediante electroforesis en gel de
Tncine-SDS 10-20% La identidad de cada péptdo se confimd mediante
espectrometria de masa utiizando la masa predicha a partir de la secuencia de
ammoécidos Los rendimientos tipicos son de aproximadamente 50 pg de
péptidos libres por litro de cultivo de E coli Se ha demostrado que los péptidos
recombinantes tienen las mismas actividadas que sus versiones sintéticas

La siguiente tabla, Tabla 2, contiene algunos polipéptidos preparados de
conformidad con el protocolo de sintesis de péptidos discutido mas amba
(Ejemplo 1) o, en forma recombinante como se descnbid anterlormente
Tabla 2

Glucagén HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT (SEC ID NO 1)
GLP-1(7-38) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 2)
GLP-1(7-37) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 3)

G1 HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 4)
G5 HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 5)
G27 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 6)
G51 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 7)
G55 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 8)
G568 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)
Gé1 HSQGTFTSDYARYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO 14)
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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 18)

G2r7 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (22 kD) (SEC ID NO 20)
G82 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVRGRG (SEC ID NO 21)

G83 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRG (SEC ID NO 22)

G4 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVKGRG (SEC ID NO 23)

G85 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVRGRGK (SEC ID NO 24)
G185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (SEC ID NO 25)

G2185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (22kD) (SEC ID NO 28)
G4185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (43kD) (SEC 1D NO 27)
G87 HSQGTFTSDYAKYLDARRAK(FA)EFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO 28)
Ges HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRK(FA) (SEC ID NO 28)
G80 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIK(FA)WLVRGRG (SEC ID NO 30)
G182 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRGK(FA) (SEC ID NO 31)
G183 HSQGTFTSDYARYLDARRAK(FA)EFIKWLVRGRG (SEC ID NO 32)

(FA) palmitato C4e unido al residuo de lisina
(22kD) PEG de 22kD unido al residuo de cisteina
(43kD) PEG de 43kD unido al residuo de cisteina

Ejemplo 4

Preparacién de membranas de células RINmSF

Matraces contenlendo células RINmS5F 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
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las células y nicleos intactos se eliminaron por centnfugacién a 500xg durante 5
minutos El pélet se resuspendié en buffer HES usando una aguja de medida 23 y
se repitié la centrifugacidn Los sobrenadantes de ambasa centrifugaciones se
combinaron y se centnfugaron a 40 000xg durante 20 minutos E! pélet de
membranas plasmaticas resultante se resuspendid en buffer HES usando una
aguja de medida 23, saguida de una aguja de medida 25 Las membranas se
conservaron a —80°C hasta ser utiizadas
Ejemplo §
Praparacién de membranas plasméticas de higado de rata

Se sacnficaron ratas y se extrajeron sus higados colocindolos en buffer
TES (Tns 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, sacarosa 255 mM contenlendo inhibidores
de proteasas) enfriado con hislo Se determind el peso hiimedo de los higados y
se molié el tejido en 5 volimenes de buffer TES enfnado con hielo y se preparé
una suspensién utlizando un poltrdn Todos los buffers y agliadores se
conservaron a 4°C La suspensidon se homogeneizd adicionaimente usando tres
golpes de un homogeneizador dounce manual El homogenato se pas a través
de vanas capas de estopa y se ceninfugé a 25 000 x g durante 10 minutos Los
pélets se homogensizaron en 22,1 ml de buffer TES utiizando 10 golpes de un
homogenelzador dounce manual Se agregaron ventisiste millitros y nueve
décimas de sacarosa 2,4 M en TE y 8o mezcld bien El homogenato se distnbuyé
en vanos tubos y cada tubo se cubné con 7 ml de buffer TES Los tubos se
cantrifugaron & 120 000 x g durante 60 minutos Las membranas plasmaticas se
retraron de la interfase que se formd durante el centnfugado, se diluyeron en TES
y se concentraron usando una centnfugacién de 15 minutos a 200000 x g El
pélet resultante se homogenezd otra vez en 9,8 ml de buffer TES, se combiné
con 10,3 ml de sacarosa 2,4 M, se cubné con 7 ml de TES y se centrifugé a

180 000 x g durante 30 minutos Las membranas plasmaticas se retiraron de la
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interfase, se diluyeron con TES y se recogleron por centnfugacién a 200 000 x g
durante 15 minutos El pélet final se resuspendi®6 en TES Las membranas
plasméatcas se conservaron a —80°C hasta estar listas para su uso
Ejemplo 8
Preparacién de hepatocitos de rata

Se aislaron hepatocitos de acuerdo con un procedimiento modificado de
Berry y Fniend (/ Cell Brol 43 508, 1969) Se anestesid con pentobarbital sédico
(55 mg/kg, I p ) una rata Wistar macho La rata se colocté sobre su lomo en la
bandeja del aparato de perfusion hepética (37°C) y sus miembros se aseguraron
con cinta de laboratono La superficie ventral se impié con alcohol 70% vy la
cavidad abdominal se abri6 con tileras para exponer el higado, la vena porta, la
artena hepética y la vena cava postenor Se colocaron lgaduras holgadas
alrededor de los tres vasos Se insertd una canula en la vena porta y se asegund
con la igadura La artena hepética y la vena cava postenor por debajo del higado
sa ataron con las ligaduras La bomba de perfusién se encendld y la aorta
descendente se secciond Inmediatamente para permitir que el buffer escapara y
se desangrara la rata La cavidad toracica se abnd rapidamente para exponer el
corazén Se insertd una canula en la vena cava supenor a través del corazén y se
asegurdé con una ligadura para completar la circulacién del buffer a través del
higado El higado se perfundid con buffer Krebs-Henseleit contanlendo 5 — 10%
de RBC de oveja y bajo un caudal constante de 5% de 02/5% de CO; in sdu con
un caudal de 14 mi/minuto Se perfundi$ en un sistema no circulante durants 5
minutos y luego se continué con un sistema de recirculacién (con 30 mg de
colagenasa) durante otros 30 minutos Luego se extrajo el higado, se molié6 con
tyeras en un vaso de plastico y se filtrd a través de un tamiz de nylon Los
hepatocitos se separaron del matenal de desecho mediante una sene de lavados

con buffer y centnfugaciones (690 rpm, temperatura ambients, 80 segundos) Se
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diluyd con buffer una alicuota de células, se tiié 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
Elemplo 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 {(Boshringer
Manheim) reconstituida, se cosechd y se incubd con 5 ml adicionales de solucién
enzimatica en un bafio de agua durante 30 minutos La suspension de tejdo se
lavé dos veces con buffer FBS/Hanks (Gibco) 10% frio, se resuspendié en 8 mi de
ficoll 25% (Sigma) y luego se dispusc en capas de 5 ml cada una de ficoll 23%,
20% y 11% Los islotes de la capa de 20% después de la centnfugacion se
retiraron, se lavaron dos veces con buffer FBS/Hanks 10% frio y se
resuspendieron en medio FBS/RPMI 10% (Sigma)
Eiemplo 8
Uniébn competitiva del péptido al receptor del GLP-1 en membranas plasméticas
de células RINM5F

Los valores de |Cy para la union competiiva de los polipéptidos y de los
fragmentos, variantes y anélogos de polipéptidos de la invencion al receptor del
GLP-1 en membranas de RINmSF estan tipicaments 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 6 20 nM) Los valores de ICso
para los denvados de polipéphdos de la Invencion estén tipicamente al menos
entre aproximadaments 0,01 nM y aproximadamente 500 nM (es decir, 0,01, 0,1,
1, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 6 500 nM)

La unmién competitiva de algunos polipéphdos de la invencidn a las

membranas de células RINm5SF se midi6 de la siguiente manera Se bloquearon
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placas de filtracidn 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 umidn
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 cinco microgramos de membranas plasmaéticas
de células RINm5F diluldas en buffer de unién junto con GLP-1 marcado con 2%
de 0,05 uC1 y concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x10 2y 1x10®% M
Luego de una incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 3 veces con PBS enfnado con hielo que contenia 1 mg/ml de BSA Las
placas se secaron, se agregd reactivo de centelleo a cada pocilo y se
determinaron las cpm por pocillo usando un contador Wallac Microbeta

El nimero de cuentas de 5 unido a las membranas para cada
concentracion de péptido se graficd y analizé por regresién no hneal utiizando el
programa Prnizm para determinar los ICss Los polipéptidos expuestos en la tabla 2
se unieron al receptor del GLP-1 presente en las membranas plasmaéticas
aisladas de células RINm5SF con valores de ICs de entre 1,4 nM y 248 nM
(determinados a partir de un minimo de tres ensayos) |Cs 68 la concentracién de
un polipéptido para la cual la unibn maxima del GLP-1 (7-36) (SEC 1D NO 2)
marcado se reduce en un 50%
Elemplo 8
Unién competitiva del péptido al receptor del giucagén en membranas plasméticas
de higado de rate

Los valores de ICs para la unlén competitiva de los polipéptidos y de los
fragmentos, varlantes y analogos de poiipéptidos de la invencién al receptor del
glucagén en membranas de higado de rata estéan tipicamente al menos entre
aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 1000 nM (es decrr, 0,1, 1, 10, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950 6 1000 nM)
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La unién competiiva de algunos polipéphidos de la invencién a las
membranas de higado de rata se midié de la siguiente manera Se bloquearon
placas de filtracion GF/C de noventa y seis pocllios (Millipore, Bedford, MA) con
PEI 0,3% durants al menos una hora y se lavaron dos veces con buffer de unién
que consistla en Tns 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5, BSA 1 mg/ml y bacitracina 1
mg/ml Se aplicaron a cada pocillo tras microgramos de membranas plasmaticas
de higado de rata diluldas en buffer de unidn junto con glucagén marcado con 2|
de 0,05 uC1 y concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x10 2y 1x10° M
Luego de una incubacién de 60 minutos a temperatura amblente, las placas se
lavaron 3 veces con PBS enfriado con hielo que contanla 1 mg/ml de BSA Las
placas se secaron, se agregé reactvo de centelleo a cada pocilo y se
determinaron Jas cpm por pocilo usando un contador Wallac Microbeta

El numero de cuentas de '® unido a las membranas para cada
concentracibn de péptido se graficd y anallzd por regresion no hineal utlizando el
programa Pnizm para determinar los ICs Los polipéptidos expuestos en la tabla 2
se unieron al receptor del glucagén presente en las membranas plasméticas
aisladas de higado de rata con valores de ICsx de enire 11,7 nM y 726 nM
(determinados a partir de un minimo de tres ensayos) |Cs es la concentracion de
un pohpéptido para la cual la umén méaxima de! glucagébn marcado se reduce en
un 50%

Ejemplo 10
Madiclén de la seflalizacidn de pépfidos a través del receptor del GLP-1 utilizando
el ensayo de proximudad por centelleo (SPA) de! AMP ciclico

Para pollpéptdos y fragmentos, vanantes y anélogos de polipéptidos de la
invencion, la “activacidn” del receptor del GLP-1 en un ensayo de proximidad por
centelleo del cAMP es la induccidn de una actividad maxima que sea al menos
entre aproximadamente 80% y aproximadamente 200% (es decir, 85, 80, 85, 100,
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105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180,
185, 190, 195 6 200 %) de la méxima actividad inducida por el GLP-1(7-36) (SEC
ID NO 2) nativo, con una potencia relatva de al menos entre un 4% y
aproximadamente 1000% (es decir, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 6 1000%) Para denvados de polipéptidos
de la invencidn, la "activacidn® del receptor del GLP-1 en un ensayo de proxxmidad
por centelleo del cAMP es la induccidn de una actividad maxima que sea al
menos entre aproximadamente 80% y aproximadamente 200% (es dacir, 80, 85,
80, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170,
175, 180, 185, 190, 195 6 200 %) 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 0,5% y
aproximadamente 1000% (es decir, 0,5, 1, 10, §0, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 800 6 1000%) La “potencia relativa” es la ECso del GLP-1(7-36) (SEC
ID NO 2) nativo dividida por la ECsy de un polipéptido de la invencion, multiphcado
por 100 "ECsg" 8 la concentracién de un polipéphdo para la cual se alcanza el
50% de la actividad maxima

La sefializacibn de péphdos del receptor del GLP-1 para algunos
polipéptido de la invencién utiizando el ensayo de proximidad por centelleo del
cAMP, ss midié de a siguiente manera Se plaquearon células RINMSF en placas
de 96 pocillos (Costar) a razdn de 1,5x10° células/pocillo y se cultivaron a 37°C
durante 24 horas en RPMI 1640, FBS 5%, antibibhco/antimicdtico (Gibco BRL) El
medio se retird y las células se lavaron dos veces con PBS Las células se
incubaron con concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x10 2 y 1x107
M en Hepes-PBS que contenia BSA 1% e IBMX 100 pM durante 15 minutos a
37°C Para probar los péptidos conjugados con acido graso, se omitid el BSA del
buffer de incubacidén Se retird el buffer de incubacion y las células se lisaron en el

reactivo de lisado provisto con el sistema de ensayo de deteccibn directa del
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Ensayo de Proximidad por Centelleo del cAMP (SPA) (Amersham Pharmacia
Biotech Inc, Piscataway, NJ) La cantidad de cAMP (en pmol) presente en los
hisados se determiné siguiendo las instrucciones provistas con el equipo

La cantidad de cAMP (en pmol} producido para cada concentracién de
péphdo se graficé y analizd por regresiébn no lineal utiizando el programa Pnzm
APRA determinar la ECs para cada péptdo El valor de potencia relativa
promedio para la activacién del receptor del GLP-1 para los pollpéptido s
expuestos en la Tabla 2 estuvo entre el 0,6% y el 76,1% La méxima actividad
inducida oscilé entre el 83% y el 132% del péphdo nativo GLP-1(7-36) (SEC ID
NO 2) (determinada a partr de un minimo de tres ensayos) Ver la Tabla 4
Elemplo 11
Medicion de la seflalizacién de pépiidos a través del receptor del glucagén
utilizando ef ensayo de proximidad por centelleo (SPA) dsl AMP ciclico

Para polipéptidos y fragmentos, vanantes y andlogos de polipéptdos de la
iInvencién, la “activaciéon® del receptor del glucagén en un ensayo de proximidad
por centelleo del cAMP es la induccidbn de una actwvidad méxma que sea al
menos entre aproximadaments 0% y aproxamadamente 75% (es decir, 0, 10, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 6 75%) de la maxima actividad inducida por
el glucagén nativo, con una potencla relativa de al menos entre aproxmadamente
0,001% y aproximadamente 5% (es decir, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 2, 3, 4 6 5%) Para
denvados de polipéptidos de la Invencidn, la “activacién” del receptor del glucagon
en un ensayo de proximidad por centeliec del cAMP es la induccibn de una
actividad méxma que sea al menos entre aproximadamente 0% vy
aproximadamente 40% (es decir, 0, 1, 10, 20, 30 6 40%) de la méaxima actvidad
inducida por el glucagén nativo, con una potencia relativa de al menos entre
aproximadamente un 0,001 y aproxxmadamente un 1% (es decir, 0,001, 0,01, 0,1,
0.2, 0,3, 0.4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 6 1%) La “potencia relativa” es la ECs del
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glucagén nativo (SEC ID NO 1) dwidida por la ECsy de un polipéptido de la
Invencién, multiplicado por 100 “ECso” es la concentracién de un polipéptido para
la cual se alcanza el 50% de la actividad méxima

La seflahizacion de péptdos del receptor del glucagén para algunos
polipéptido de la invencidn utiizando el ensayo de proximidad por centellec del
cAMP, se midib de la siguiente manera Se plaquearon hepatocitos de ratas
aislados recientemente en placas de 96 pocillos a razén de 7,5x10* 6 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 CO5/95% de Oz durante 10
minutos, se agragaron péptidos en concentracionss que oscilaban entre 1x1072 y
1x10® M durante otros 15 minutos Las placas se centnfugaron brevemente, se
retird el buffer de incubacidn y las células se lisaron en el reactivo de lisado
provisto con el sistema de ensayo de deteccidn directa del Ensayo de Proxumidad
por Centelleo del cAMP (SPA) (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway,
NJ)

La cantidad de cAMP (en pmol) presente en los lisados se dstermind
siguiendo las instrucciones provistas con este equipo La cantidad de cAMP (en
pmol) producido para cada concentracidn de péptdo se graficé y analizé por
regresién no lineal utiizando el programa Pnzm APRA determinar ia ECs para
cada péptdo El valor de potencia relatva promedio (relacién entre la
concentracion del glucagén y la concentracidn del polipéptido para una respuesta
del 50% (EC50) x 100, determinado a partir de un minimo de tres ensayos) para
la activacidn del receptor del glucagén para los polipéptidos de la invencion fue
<5% La méxima actividad inducida oscild entre el 28,3% y el 71,3% del péptido
nativo glucagén (determinada a partir de un minimo de tres ensayos)

La capacidad del péptido hibndo para inhibir la actividad del glucagon se

midié de la siguiente manera luego del equilibrado a 37°C en un medio de §% de




C0O2/95% de O2 durante 10 minutos, se agregd péptdo 10 uM a las células,
seguido inmediatamente de una concentracion subméxima de glucagén durante
15 minutos Luego las células se lisaron y se determiné el cAMP como se
describié antenormente

Luego de restar la cantidad de cAMP producida en los hepatocitos no
estimulados de cada punto tomado como dato, se calculé la inhibiclén porcentual
de la siguients manera la inhibicién porcentual es la cantidad de cAMP producida
en presencia de glucagon subméaximo solo menos la cantidad de cAMP producida
en presencia de glucagén subméaximo y péptido 10 uM, dmdido por [a cantidad de
CAMP producida en presencia de glucagén subméximo solo, y multiplicado por
100 La inhibicién porcentual promedio de la actividad del glucagén por parte de
los polipéptidos expuestos en la Tabla 2 se ubicd entre el 11,3% y el 58%
(determinada a partir de un minimo de tres ensayos) Ver la Tabla 4
Ejemplo 12
Medicion de Ia liberacién de glucosa de hepatocios de rata

La inhiblcién de ia produccién de glucosa mediada por glucagon, medida
por la liberacién de la glucosa de hepatocitos de rata, se ubica tipicamente al
menos entre aproximadamente un 20% de inhibicibn y aproximadamente un
100% de inhibicién (es decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%)

La inhibicién de la producciéon de glucosa mediada por glucagén por parte
de algunos polipdptidos de la invencién, se midié de la sigulente manera Se
agregaron hepatocitos de rata a una placa de fondo plano de 96 pocillos
(2x10°/100 pl/pocillo) y se pre-incubaron en una incubadora a 37°C con agitacidn
constante y bajo un flujo de 95% de Ox/5% de CO; durante 10 minutos Los
hepatocitos se incubaron durante otros 30 minutos despuéas del agregado de
glucagén con o sin péptido Las células se lisaron luego con acido perclénco 15%
y las placas se centnfugaron a 2600 rpm, a 4°C durante 15 minutos E!
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sobrenadante se neutralizd con Tns-HCI 1M (pH 8,0) KOH 2,5 N (45 55) y se
centnfugd otra vez En el sobrenadante resultante se analizd la glucosa con
hexoquinasa y glucosa-8-fosfato deshidrogenasa (Methods of Enzymatic Analisis,
HU Bermeyer, Ed, Academic Press) y se leyd la Ayo en un lector de placas
fMAX (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)

La hberacion de glucosa se calculé después de reatar la cantidad de
glucosa producida en el hepatocito no eshmulado de cada punto tomado como
dato y se calculé la inhibicion porcentual La inhibicién porcentual es la cantidad
de glucosa producida en presencia de glucagén 1nM solo menos la cantidad de
glucosa producida en presencia de glucagén 1 nM y péptido 100 nM, dividido por
la cantidad de glucosa producida en presencia de glucagébn 1nM solo, y
multiphcado por 100 El polipéptido que poses la secuencia de aminoacidos que
se muestra en SEC ID NO 6 inhibi6 la produccién de glucosa mediada por
glucagén en un 47%, segun se detarmind en 3 ensayos Verla Tabla 2
Eiemplo 13
Medicién de la secrecién de insuline por isiotes de ratas perfundidas

El incremento de la secrecidn de insullna por parte de los islotes de ratas
perfundidas es un incremento de al menos 1,5 veces El componente agonista del
receptor del GLP-1 de ios polipéptidos de ia invencién incrementa {a secrecion de
insulina de los islotes prefundidos al menos entre 1,5 veces y aproxxmadamente
10 veces (o8 declr, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 & 10 veces)

La secrecién de Insulina por parte de los islotes de retas perfundidas
mediada por algunos péptidos de la invencion se midid de la sigisente manera
Las respuestas bifasicas de la lilberacion de insulina estmulada por estos
polipéptidos se ensayaron mediante la perfusibn de los islotes Se cargaron
cincuenta Islotes en la cdmara de perifusion y se penfundieron con HEPES-KRB

que contenia glucosa 3 mM a 37°C Después de 60 minutos, los islotes se
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expusieron & un buffer que contenla giucosa 8 mM con o sin péptdo (50 nM) y se
penfundleron durante otros 30 minutos Las fracciones del penfusato se
racogieron a intervalos de 1 4 5 mnutos para la determinacién de la insulina La
insulina se midhé utiizando un equipo de ELISA (Alpco Diagnostics, Windham,
NH) A una concentraclén de 50 nM, el polipéptido que posee la secuencia de
aminoécidos que se musestra en SEC ID NO 8 incrementd la secrecién de insulina
de los islotes prefundidos aproximadamente 2 veces, que es equivalente a lo
logrado por el GLP-1 50 nM

Ejemplo 14

Secrecién de insulina de células dispersas de islotes de rata

El incremento de la secrecién de nsulina por parte de células dispersas de
isiotes 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 secrecidn de insulina de células disparsas de islotes al
menos entre 1,5 veces y aproximadamente 10 veces (es decir, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0,
5.0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 6 10 veces)

La secrecidn de insulina por parte de células dispersas de islotes de ratas
mediada por una cantidad de péptidos de la invencidn se midid de la siguiente
manera Se aislaron isiotes de Langerhans de ratas SD (200-250 g) a través de
un procedimiento de digastién que utiliza colagenasa Las células dispersas da los
islotas se prepararon mediante tratamiento con tnpsina, se sembraron en placas
de 96 pocillos con fondo en forma de V y se peletizaron Las células se cultivaron
durante toda la noche en un medio El medio se aspind y las células se pre-
incubaron con buffer Krebs-Ringer-HEPES que contenia glucosa 3mM durante 30
minutos a 37°C El buffer de pre-incubacién se retiré y las células se estimularon
con buffer Krebs-Ringer-HEPES que contenla la concentracién de glucosa

adecuada (por e 8 mM), con y sin péptidos, durante un tiempo adecuado a 37°C




En algunos estudios, también se inciuye 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 concentracion 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 aproximadaments 3 veces Ver
Tabla 2

Eilemplo 15

Medicién de la produccién de glucosa estimulada por glucagén en ratas Wistar
alimentadas

La inhibicién de la produccion de glucosa eshmulada por glucagén en este
ensayo es una Inhibicién de por lo menos el 20% El componente antagonista del
receptor del glucagén de los polipéptidos de la invencion inhibe la elevaciéon de la
glucosa sanguinea mediada por el glucagéon, segun se mide a través de la
produccién de glucosa estmulada por glucagén en ratas Wistar alimentadas, en al
menos una inhibicién entre el 20% y aproximadamente el 100% de inhiblcién (es
decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100%)

La produccibn de glucosa estimulada por glucagdn en ratas Wistar
alimentadas por aigunos poiipéptidos de la invencién, se midid de ia siguiente
manera Sa anestesiaron por un breve lapso ratas Wistar macho con gas
Isoflurano, se las extrajo sangre de la cola para medir la glucemia uthzando un
Glucometer y luego se les aplicd una inysccién en la vena de la cola de cada
vehiculo (0,9% de solucidon salina + albimina humana 1%), 0,28 nmol/kg de
glucagén, 1 nmol/kg de polipéptidos de la invencién o glucagén + polipéptido de
la nvencidn Se retind la anestesia y a las ratas conscientes se les extrajo sangre

nuevamente después de 10, 20 y 30 minutos
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Se determiné la inhibicidn de la glucosa analizando el 4rea bajo la curva de
glucosa después de restar el nivel de glucosa basal (dJABC) La tnhibicién
porcentual se define como la cantidad de glucosa producida por 0,3 nmol/kg de
glucagén solo menos la cantidad de glucosa producida por 0,3 nmoikg de
glucagén en presencia de 1 nmol/kg de péphdo hibndo, dividido por la cantidad de
glucosa producida por 0,3 nmol’kg de glucagén solo, y multiphicado por 100

El glucagén solo elevé los niveles de glucosa sanguinea mientras que los
polipéptidos de la invencién solos no tuvieron efecto sobre los niveles de glucosa
sanguinea El polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos que se muestra
en SEC ID NO 6 inhibié la elevacién de la glucosa sanguinea mediada por
glucagén en un 63% Verla Tabia 2
Ejemplo 16
Madicién de la produccién de glucosa estimulada por glucagén en refones Balb/C
ahmentados

La inhibicién de la producciéon de glucosa en este ensayo es una inhibicion
de por lo menos aproxxmadamente el 20% Con preferencia, el componente
antagonista del receptor del glucagén de los polipéptidos de la invencién inhibe la
elevacitn de la glucosa sanguinea mediada por el glucagén en ratones, segun se
mide a través de la produccién de glucosa estmulada por glucagén en ratones
Balb/C alimentados, entre aproximadamente al 20% y aproximadamente el 100%
(es decrr, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%)

La produccién de glucosa estimulada por glucagén en ratones Balb/C
alimentados por algunos polipéptidos de la invencién, se midié de la siguiente
manera A ratones Balb/C machos se les suministrd vehiculo (0,9% de solucién
salina + albummna humana 1%) o 100 ug/kg de pohpéptido denvatizado por
inyeccién subcutdnea 17 horas antes de la provocacidn con glucagén Al dla

siguients los ratones se sometieron a ayuno durante 2 horas antes de recibir una
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inyeccién endovenosa de 10 pg/kg de glucagén o vehiculo en la vena de la cola
Se extrajo a los ratones sangre de la cola para la determmacién de glucosa
utlizando un Glucometer justo antes de la inyeccion de glucagén y nuevamente
15 minutos después

Se calculé el cambio en la glucosa luego de los 15 minutos para cada
raton 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 glucagén La inhibicidn porcentual se
define como la cantidad de glucosa producida por 10 ug/kg de glucagén solo
menas la cantidad de glucosa producida por pg/kg de glucagén en presencia de
100 g/kg de péptido hibrido, divdido por la cantidad de glucosa producida por
100 ug/kg de glucagdn solo, y multiplicado por 100 Ver la Tabla 3
Tabla 3

Glucosa (mg/dl)
Grupo Omin | 15min Deita | -Vehiculo | % de 10 % de
(15-0) delta ug/kg de | Inhibicin
Giucagén
Vehlculo 82 108 168
10 pgkg de| 95 195 100 84 100
glucagon
10 pgkg de| 75 150 75 59 69 31
glucagén + 100
ng/kg de
polipéptido
(SEC ID NO 27)
Ejemplo 17

Medicién de los aumenios en los niveles plasméticos de minsulina durante el
ensayo de tolerancia a la glucosa in vivo (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 componente agonista del receptor

del GLP-1 de los pollpéptidos de la invencién aumenta la secrecion de insulina en
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ratas, segln se mide a través de un aumento en los niveles plasmaéticos de
insulina durante el ensayo de tolerancia a la glucosa i vivo en ratas Wistar
sometidas a ayuno, en un factor entre aproximadamente 2 y aproximadamente 5,
con mayor preferencia entre aproxumadamente 2 y aproximadamente 10, y , con
mayor preferencia adin, entre aproximadaments 2 y aproximadaments 20 (es
decir, en un factor 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20)

Los niveles plasméticos 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 sigulente 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 inyeccion en la vena de la cola de 0,4 g/kg de glucosa més
vehiculo (0,9% de solucidn salina + albimina humana 1%) 6 1 nmol’kg de GLP-1
(control positivo) 6 1 nmol/kg de polipéphidos de la invencién Se extrajo sangre
del 0jo delas ratas un minuto después y se determiné [a Insulina en el plasma
uthzando un equipo de ELISA (Alpco Diagnostics (Windham, NH)) A una
concentracion de 1 nmol/kg, el polipéptido que tenia la secuencia de aminoécidos
que se muestra en SEC ID NO 6 promowid la secrecién de insulina en un factor 3-
4, lo cual es equivalents al logrado por 1 nmol/kg de GLP-1 Ver la Tabla 2
Ejemplo 1
Efecto de los péptidos de la invencién en el ensayo de lolerancia a la glucosa
intrapentoneal (IPGTT) en ratas o ratones

Una disminucién en los niveles de glucosa sanguinea medidos en este
ensayo es una disminucidn de por lo menos aproximadamente un 10% Con
preferencia, el componente agonista del receptor del GLP-1 de los polipéptidos de
la Invencibn disminuye los niveles de glucosa sanguinea, segin 8e mide a través
del ensayo de tolerancia a la glucosa intrapentoneal en ratas o ratones, entre

aproxamadamente un 10% y aproxxmadamente un 60%. con mayor preferencia
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entre aproxtmadamente un 10% y aproximadamente un 80%, y , con mayor
preferencia aun, entre aproxxmadamente un 10% y aproximadamente un 100%
(es decir, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%)

Los niveles de giucosa sangulnea durante el ensayo de tolerancia a la
glucosa intrapentoneal por algunos polipéptidos de la invencidn, se midieron de la
siguiente manera Se examind en ratos o ratones la actividad in vivo de los
polipéptidos de la invencion cuando se los administra en forma subcuténea Las
ratas 0 ratones mantenidos en ayunas toda la noche recibieron una inyeccidn
subcutdnea de controi o péptido (100 g/kg) Se midid ia 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 intraperntoneal Se midi6 [a glucosa sanguinea otra vez
después de 15, 30 y 60 minutos en ratas o después de 30 y 60 minuios 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 reduccion
del 13%-54% en el ABC de la glucosa Esto demuestra que los péphdos 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 péptdos de la Invencion para disminuir la glucosa sanguinea 3 horas después
de la administracion del péptdo es una clara indicacién de que el péptido esta
presente en la circulacidn en este instante y por ello hene una prolongada vida
media respecto det GLP-1
Elemplo 19
Incorporacién de PEG a los péptidos

La incomporacidon de PEG puede efectuarse por cuaiquier método conocido

por los expertos en el arte Sin embargo, en esta instancia, la incorporacién de
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PEG se liev6 a cabo introduciendo una Gnica mutacién de cisteina en el péptdo
seguido de incorporacién del PEG a la cistelna por medio de un enlace tioéter
estable entre el sulfhidnio del péptido y el grupo maleimida del reactivo metoxi-
PEG-maleimida (Inhale/Shearwater) Es prefenble introducir la unica cistaina en el
extremo C-terminal del péptido para minmizar 1a potencial reduccién de la
actividad por incorporacidon del PEG

Especificamenta, se agregé un exceso molar de 2 a 1 de reactivo mPEG-
mal (PM 22 kD y 43 kD) a 1 mg de péphtdo (por @) SEC ID NO 25 con una
mutacién de cisteina en el extremo C-terminal del péptido) y se disolvid en buffer
de reaccién a pH 6 (fosfato de Na 0,1 M/ NaCl 0,1 M/ EDTA 0,1 M) después de
0,5 hora a temperatura ambiente, la reaccidn se frené con un exceso doble de
moles de DTT o de cisteina libre respecto del mMPEG-mal La mezcla de reaccién
péptido-PEG-mal se aplicé a una columna de intercambio catibnico 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 numero de sitios con PEG ncorporado por medio de SDS-PAGE y
espectrometria d@ masa MALDI-TOF La incorporacidn de PEG con un PEG de
menor tamafio (por e} un PEG de 22 kD hneal) reduciré la actividad del péptdo
con menor probabilidad mentras que un PEG de mayor tamafio (por ¢] un PEG
de 43 kD ramificado) reduciré la actividad con mayor probabiidad Sin embargo,
el PEG de mayor tamaflo incrementaré la ida media plasmatica en mayor medida
de modo que sea posible una inyeccién una vez a la semana (Harns, et al,
PEGylaton A Novel Process for Modifying Phamacokinetics, Cilin
Pharmacokinet 40 539-551, 2001)
Eiemplo 20
Potencia relativa de los polipéptidos agonistas del receptor del GLP-1 y
antagonisias del receptor del glucagén
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La umidn del GLP-1 {valores de ICs) para los polipéptidos que se listan en
la tabla 4 se determiné como se descnbe en al Ejemplo 8 Los valores de potencia
relativa y de actividad porcentual del GLP-1 se calcularon como se descnbe en el
Ejemplo 10 Se suministré a ratas o ratones 100 g/kg de péphdo y a las 3 horas
postsnores a la dosificacién se determiné la disminucién de los niveles de giucosa
mediante el ensayo de tolerancia ala glucosa intrapentoneal (IPGTT), segin se
descnbe en el Ejemplo 18 Ver la Tabla 4

La unién a las membranas hepaticas (valores de ICsp) para los polipéptidos
que sae listan en la tabla 4 se determiné como se descnbe en el Ejemplo & La
inhibicidn porcentual del aumento del cAMP estimulado por glucagén se
determiné como se descnbe en el Ejemplo 11 Se suminisird a ratas o ratones
100 g/kg de péptdo y a las 17 horas postenores a la dosificacidn se
determinaron los niveles de glucosa mediante los métodos de los Ejemplos 15 y
16 y que se informan en la tabla 4 Los polipéptidos de la invencidn funcionan
como agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del

glucagdn in vivo

| GLP-1 Glucagén
Péptdo | IC50 |Potenclal % |Disminucién|IC50de| % de % de
de | Relatva [GLP-1| de ABC en | Higado | Inhib del |disminucidn
RIN (%) méax | IPGTTIn | (nM) | aumento dela
(nM) vivo (%)° del cAMP | glucosa
estmulado| sanguinea
por estmulada
giucagén por
lucagén®
Glucagén 1,8
GLP-1 04 100 100
G1 6 6,8 112,1 6,6
G5 0,5 680 (1004 2431
G27 2,2 134 | 9881 89,3 3
G51 8.2 58,1 91,2 1541 35,2
G55 9,8 186 | 1158 139,2 32,1
56 6,8 372 | 1148 125,3 28,6
G57 147 | 183 | 1324 177,56 18,4
G58 6,9 76,1 89,0 163,5 326
G59 2,1 227 | 1017 97,5 41,1
(G80 138 | 223 | 957 882 21,8
G61 106 | 121 86,0 232 452




G 58 4.3 83,3 25,6 11,3
G74 44 8.4 88.7 21,7 237
G75 1.7 8,6 86,1 54,0 17.1
G768 10,2 7,7 85 59,1 23,0
G77 89 8,5 82 1 61,1 18,6
G277 ND 18 | 837 46 83,5
G82 8,1 2098 | 871 33,8 30,2
G83 3,2 209 89,4 286 247
Gb4 14 61,8 | 1139 11,7 25,2
Ga5 1,5 64,5 85,8 16,1 27.9
G185 45 13,0 | 1039 48 32
G2185 | 56,1 62 | 1127 44 347
G4185 | 248 0,7 88.3 36 547 31
G87_ [ 986 | 61 [1004 13 620 | &9
G88 100,0 2,3 1183 16 350
G0 | 254 | 08 | 835 13 726 _
G182 12,6 1,4 104.4 14 220
G183 | 1587 086 805 27 663
a = IPGTT en ratones 3 horas postenores a la dosificacién con 100 g/kg de
péptido

b = provocacidn con glucagén en ratones 17 horas postenores a la dosificacion

con 100 g/kg de péptdo
ND = no determinado



LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Pan, Clark

<120> Péptidos que actuan como agonistas del receptor GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagén 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



<211> 31
<212> PRT
<213> Homo saplens

<400> 3

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 Gly
20 25 30

<210>9

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sacuencia Artificial

<220>

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

<400> 4

His Ser GiIn 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> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

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

<400> 5
His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Gly

b7



1 5 10 15

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

<2i0> 6

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sacuencia Artificial

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

<400> 6

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
20 25 30

<210> 7

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artlficial

<220>
<223> Secuencia Artficial

<400> 7

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

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

<210> 8

<211> 30

<212> PRT

<213> Sacuencia Artificial

<220>
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<223> Secuencia Artificial

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

<400> 8

His Ser Gin 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

<800>9

His 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 lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

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



<400> 10

His Ser Gln 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> Sacuencia Artificial

<400> 11

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys 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> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Sacuencia Artficial

<220>
<223> Secuencia Artficial

<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
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<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 Arbficial

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

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

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 15

His Ser Gln 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 Artfficial

<220>
<223> Secuencla Artificial

<400> 16



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 lie Ala Trp Leu Val Cys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 17

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencla Artifficial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 17

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 Cys Arg Gly
20 25 30

<210> 18

<211> 31

<212> PRT

<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 18

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 Cys Gly
20 25 30

<210> 19

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 19

ve



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 Cys
20 25 30

<210> 20

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artlficial

<220>

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

<223> Incorporacién de PEG

<400> 20

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 Cys
20 25 30

<210> 21

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Aritficial

<220>
<223> Secuencia Artificial

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

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

<210> 22

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencla Artificial

73
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<220>
<223> Saecuencia 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> Secuencia 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 Artificial



<220>
<223> Sacuencia 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> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sacuencia Artficial

<220>

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

<223> Incorporacién 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 Artificial

<220>
<223> Sacuencia Artificial

<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

1288



1 5 10 15

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

<210> 28

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<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 lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 29

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificlal

<220>

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

<400> 29

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

ré
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Arg Arg Ala Lys Giu Pha lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Lys
20 25 30

<210> 30

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artfficial

<220>
<223> Sacuencla Artificial

<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 Artrficial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<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




<212> PRT
<213> Sacuencia Artificlal

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>
<221> LIPIDO
<222> (24) (24)
<223> PALMITATO

<400> 32

His Ser Gin 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 Artifical

<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 lle 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

Z1



14

<222> (11) (12)

<223> X11 =R, G, S,
X12=K,N, R,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16) (18)

<223> X16=A,F,S, W, T H K, R, V. LLLM,N,Q, Go6Y
X17=R,A,L.M,V,Q, K F,I,W,N,D,E,H,S, T,GoY
X18=K,R,F,LL,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



REIVINDICACIONES

Habiendo asl especiaimente descnpto y determinado la naturaleza de Ila presente
invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo
1 Un polipéptido seleccionado del grupo integrado por las SEC ID NOS 6 a 32, y
sus fragmentos, denvados y vanantes funcionalmente equivalentes
2 Un polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica de la reivindicacién
1, o una vanante degenerada del mismo
3 Un vector que comprende un polinucledtdo de la reivindicaciéon 2
4 Una célula huésped que comprende un vector de la remndicacién 3
5 Un método para la producclén de un polipéphtdo, que comprende

a) cultivar ia célula huésped de la revindicacibn 4 en condiciones
adecuadas para la expresién de dicho polipéptdo, y

b) recuperar el polipéptido del cultivo de la célula huésped
6 Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de la
relvindicacidon 1 en combinacién con un vehiculo aceptable para uso farmacéutico
7 Una composicién para terapia génica que comprende un polinuclestido de la
revindicacidin 2 en combinacidn con un vector para terapia génica
terapéuticamente efectivo
8 El polipéptido de la reivindicacién 1, en el cual dicho polipéphdo se representa
medianta SEC ID NO 25
9 El polipéptido de la rewvindicacidn 1, en el cual dicho polipéptido se representa
mediante SEC ID NO 26
10 El polipéptido de la revindicacién 1, en el cual dicho polipéptido se representa
mediante SEC ID NO 27
11 Un anticusrpo punficado que se une especlificamente al polipéptido de la

reivindicacion 1
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12 Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de un péptido que sea
agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del glucagdn para la fabncacidn de
un medicamento para el tratamiento de un trastorno metabdlico en un mamifero
13 El uso de la reivindicacion 12, en el cual el péphido se selecciona del grupo
integrado por las SEC ID NOS 6 a 32, y sus fragmentos, denvados y variantes
funcionalmente equivalentes

14 E! uso de la revindicacién 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 reivindicacién 12, en el cual dicho trastorno metabdlico es la
diabetes tipo 2

16 El uso de la remindicacion 12, en el cual dicha cantidad terapéuticamente
efectiva oscila entre aproximadamente 0,1 ug/kg y aproximadamente 1 mg/kg

17 El uso de la revindicacién 12, en el cual dicho trastomo metabdlico es el
estado pre-diabético de intolerancia a la glucosa

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

La nvencién provee polipéphdos que actiian como agonistas del receptor
del GLP-1 y como antagonistas del raceptor del glucagén Dichos polipéptdos son
utiles para el tratamiento de indwviduos con diabetes tipo 2 u otros trastomos
metabdlicos
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

Aupgust 28, 2002

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 60/327,730
FILING DATE October 05, 2001

By Authority of the
COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS
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This Invention relates to newly identified polypeptidea that act both as an
agonist of the GLP-1 receptor and an antagonist of the giucagon recepior, and
the use of such polypeptides for therapeutic purposes More particularly, the
polypeptides of the present Invention are useful In stimulating the release of
insulin from pancreatic beta celis in a glucose-dependent manner and reducing
glucagon-mediatad secretion of glucose from the liver, thereby providing a
treatment option for those Individuals affiictad with a metabolic disorder such as,
diabetes, hypemglycemla, Impaired festing glucoss or Impaired glucose
tolerance, prediabetic states, and obesity

Background of the Related Art

~ Diabetes {s charactarized by impaired giucose metaboliam manifesting

ltealf among other thinge by an elevated blood glucose level In the diabetic
patient Underlying defects lead to a claesification of dlabstes into two major
groups type | diabstes, or \nsulin dependent dlabsetas melitus (IDDM), which
arses when patients lack Insulin-producing beta-cells In thelr pancreaiic glands,
and type 2 diabetes, or nor-nsulin dependertt diabetes mellitus (NIDDM), which
occurs In patients with an impalred beta-cell function and alterations in Insulin
action

Type | diabstic patients are currently treated with insulin, while the
majority of type 2 dlabetic patients are treated with agents that stimulate bete-
cell function or with agents that enhance the tissue sensitivity of the patients
towsards insulin  Over time almost one-half of type 2 dlabstic subjects lose thelr
response io these agents and then must be placed on Insulln therapy The
druge presantly used to treat type 2 Diabetes Include

¥}
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Alpha-glucosidase _Inhibitors (PRECOSE , VOGLIBOSE™, and
MIGLITOL®) Alpha-glucoaldass Inhibitors reduce the excursion of postprandial

glucose by deiaying the ebeorption of glucose from the gut. Thesa drugs are
safe and provide treatment for miid to moderataly affectad diabetic subjects.
Howaever, gastrointestinal side sffects have been reportsd in the terature
Ingulin senaittzers. Insulin sensitizers ars drugs that enhance the body’s
response to insulin Thiozolidinediones such as Avandie™ (rosigiitezone) and
Actoe™ activate the Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamme
and modulate the activity of a set of genas that have not been well described
Rezulin™ (trogiitazone), the firet drug In this class, was withdrawn because
elevated lver enzyme levels and drug Induced hepstotoxiclty These hepatic
effects do not appear to be a significant problem In patients using Avandia™ and
Actog™ Even 80, liver enzyme testing Is recommended every 2 months In the
first year of therapy and periodically thereafter Avandia™ and Actos™ seem to
he-qesociated ‘with fiuld retention and edema Avandia™ s not Iindicated for use

with mulln because of concem about congestivea heart failure Ancther
potantial side effect s welght gain

Insulin_secretagogues (sulfonylureas ("SFUs") and other agents that act
by the ATP-dependent K+ channel) SFUs are standard therapy for fype 2
diabetics that have mild to moderate fasting hyperglyceamla The SFUs have

limitations that include a pofential for inducing hypoglycemia, weight gain, and
high primary and secondary failure rates. 10 1o 20% of Initially treated patients

fall to show a significant treatment effect (primary fallure) Secondary faflure ls
demonstrated by an additional 20-30% ioss of treatment effect after six months
on an SFU Insulin treatment is required in 50% of the SFU responders after 5-7
years of therapy (Scheen, AdJ, et al _Diabates Rea, Ciin, Pmgt. 8 533-543
(1988))

GLUCOPHAGE™ (metformin HCI) 18 a blguanide that lowers biood
glucose by decrsasing hepatic glucose output and Increasing peripheral glucose

uptake and utlization The drug I8 effective at lowering blood glucose In mildly
2
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and moderately affectad subjects and does not have the skle effacts of weight
gain or the potantial to Induce hypoglycemla However, GLUCOPHAGE has a
number of sikie effects Including gastrointestinal disturbances and lactic
acidosis GLUCOPHAGE Is contraindicated in diabetics over the age of 70 and
in sublects with impairment in renal or fiver function Finally, GLUCOPHAGE
has the same primary and sacondary fallure ratas as the SFUs

Inaufin treatment Is Instituted after diet, exercise, and oral medications
have falled to adequately control blood glucose This treatment has the
drawbacks that It Is an injectable, that it can produce hypoglycemia, and that It
causes weight gain

Problems with current treatments necsssitate new theraples to treat type
2 disbetes In particular, new treatments to retain normal (e, glucose-
dependent) Inaulin sacretion are needsd Given glucagon-lke peptide-1's
("GLP-1") role in promoting glucose-reguiated insulin secretion in the pancreas,
GLP-1 receptor agonists are potentially valuable in the treatment of such
diseanis - Mareover, glucagon receplor antegonists should prove valuable in
treating type 2 diabetas glven glucagon’s role In slevating plasma glucose by
stimulating hepatic glycogenolysls and gluconeogenssis

GLP-1 and glucagon are members of a famlly of structurally related
peptids hormones, the glucagon/secretin family Within this famlly, GLP-1(7-38)
and GLP-1(7-37) (30 aminlo acids and 31 amino acids, respectively) and
glucagen (28 amino ackis) constitute a highly homologous set of peptides In
addition, these itwo hommones originete from & common pPrecUrsor,
preproglucagon, which upon tlssue-speciiic processing, leads to production of
GLP-1 predominently In the Intestine and glucagon In the pancreas. The
receptors for thees two peptides are homologous (58% Identity) and belong to
the family of G-protein coupled receptors GLP-1 and glucagon both piay a
major role in overall glucose homeostasis, GLP-1 lowers plasma glucose
concentrations madiated by glucose dependent Insulln secretion, whereas
glucagon Increases plasma glucose concentrations Given the important roies
of both GLP-1 and plucagon ma maintalning normal blood glucose
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concentrations, thsre has been considerable Interest In the Identification of GLP-
1 receptor agonists and glucagon receptor antagonists Clinical studlas have
demonastrated the ablity of GLP-1 Infusion to promote Insulin sacretion and
normalize plasma glucose in diabefic subjecta However, GLP-1 is rapidly
degraded and has a very short half-life In the body Furthermore, GLP-1 causes
gut motility elde effacts at or near its therapeutic doses. Therefore, GLP-1 itself
has significant limitations as a therapeutic agent and modified versions of the
peptide with anhanced stabllty are being pursued No non-peptide agonisis of
the GLP-1 receptor have been dascribad to date

Peptide analogs of glucagon have been identified which act as glucagon
antagoniste and reduce hyperglycamia in diabstic mits However, no peptide
glucagon antagonist has moved beyond pradiincal development A number of
structurally diveras non-peptide glucagon receptor antagonists have been
reported 1n the scientlic and patent iiteraiure However, attempts to Identify
small molecule inhibltors of the glucagon recepior have met with limited success
In vivo. The"on‘lv-agmgonlst of glucagon action known to be active In a clinical
study Is a compound identifled as BAY 27-0955 A potential slde effect of
glucagon antagonism Is hypoglycemia

Becausa of the potential alde effects associated with adminstaring sither
a GLP-1 recaptor agonist or a glucagon receptor antagonist, aione, a
combination therapy would have the advantage of maintalning the desired
lowering of blood glucose, while reducing the siie effects. However, co-
administration requires a single formulstion and dellvery approach yleiding
appropriate pharmokinetic proflles for both peptides This could be a major
obstacle to the devalopment of such a therapeutic.

Based on the foregoing, considerable potential exists for a single
therapeutic peptikde functioning as both a GLP-1 agonist and a glucagon
antagonist in vivo
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SUMMARY OF THE INVENTION

This invention provides novel polypeptides that function both as an
agonist of the GLP-1 raceptor and an antagonist of the glucagon receptor, and
which are effective In the treatment of diseasas and conditions that can be
ameliorated by agents having both GLP-1 receptor agonist and glucagon
receptor antagonlst activity The polypaptides of the present Invention provide 2
new therapy for patients with, for example, metabolic disorders, such as those
resulting from decressed endogenous Insulin saecretion, in particular type 2
diabetics, or for patients with impalred glucose iolerance, a prediabetic state that
has a miid alteration In insulln secretion or Impaired fasting glucose, or obasity

in particular, one aspect of the invention is a polypeptide selected from
the group consisting of SEQ ID NOs 6-8, and fmgments, derivatives and
variants of the polypeptide that function as both an agonist of the GLP-1
receptor and an antagonist of the glucagon recepior at substantially the same
level as the polypeptides of the listed SEQ ID NOs:6-8 (collectively,
“polypeptides of this Tﬁwqon')

Another smbodiment of tha invention is polynucleotides that encode for
the polypeptides of this invention, and the attendant vectors and host cells
neceasary to recombinanify express the polypeptides of this invention These
polynucleotide sequencea Include that nucleotide sequence identifled as SEQ ID
NO 10

The Invention Is also directed to 8 method of treating dlabetes and/or
other diseases or conditions affected by the polypeptides of this Invention, In a
mammal, compnaing administering a therapeutically effective amount of any of
the polypeptidas of the pressnt invention to sald mammal

Also disclosed are methods of making the polypeptidas of this Invention,
both recombinant and synthetic

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWING
FIG 1 depicts amino acld saquances of polypeptides having SEQ ID
NOs.8-8, which are claimed polypeptides
5
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FIG 2 depicts the polynucleotide sequence, SEQ ID NO 10, which
encodes for a pofypeptide of this Invention
FIG 3 Is a restriction map of a typlcal plasmid contalning the GST-paptide

fusion

DETAILED OESCRIPTION QF THE PREFERRED EMBODIMENTS

This invention provides novel polypeptides, and fragments, derivatives
and veriaris thersof that function as both an agonist of the GLP-1 receptor and
an antagonist of the glucagon recepior The polypeptiies of this Invention
function /n vivo as both GLP-1 receptor agonists and glucagon receptor
antagonists, or otherwise, in the prevention and/or treatment of such diseases or
conditions as dlabetes, hyperglycemia, impalred glucoss intolerance, Impalred
fasting glucosa and obesity

A, Discussion.
GLP-1 and glucadon g members of a family of structurally related

peptide hormones, the glucagon/secratin famlly The stacking alignment below
shows the primary structural relationships.
SEQ

GLP-1(7-38) 1 HAEGTF TSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH; 30 1
GLP-1(7-37) 1 HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 3t 2
Giucagon 1 HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR 30 3

(where single-atter abbreviabons for ammo acide can be found In Zubay,
Blochemistry 2d ed, 1888, MacMillan Publishing, New York, p 33), and are
defined below These polypeptides play a role In overal glucose homeostatsis,
GLP-1 lowers plasma glucose concentrations, wheraas glucagon Increases
plasma glucoes concentrations

Given GLP-1's role In promoting glucose-reguleted insulin secration In the
pancreas, GLP-1 recepior agonists are potentially valuable In the treatment of

disease Moreover, glucagon receptor antagoniste should also prove valuable In
6
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freating diseass given glucagons mile In slevating plasma glucase by
stimulating hepatic glycogenolysis end gluconeogenesis However, these facts
alone do not guarantes glucoss reduction in vivo

The inventors herein have found new polypeptides that are both GLP-1
receptor agonists and glucagon receptor antagonists Without being bound to
theory, the Inventors herein belleve that the polypeptides of this invention are
capable of reducing glucose leveals in vivo by etimulating Insulln release from
pancreatic beta cells In a glucose-dependent manner, while at the same time
reducing glucagen-mediated sacretion of glucose from the liver

B._Definitions.

Certain terms used throughout this specification will now be defined, and
others Wil be defined as Infroduced The single letier abbreviation for &
particular amino acid, its cormasponding amino acid, and three leiter abbreviation
are as follows A, slanine (ala). C, cysteine (cys), D, aspartic acid (asp); E,
giutamic acld (giu), F, phonyialmhﬂp\ho). G, glycine (gly): H, histidine (his), |,
Isoleucine (lle), K, lycine (lys), L, leucine (lsu), M, methionine (met), N,
asparagine (asn), P, proline {pro), Q, glutamine (gin), R, arginine (arg), S, serine
(ser), T, threonine (thr), V, valine (vai), W, tryptophan (irp), Y, tyroeine (tyr)

The term “polynucleotide encoding a polypeptide®™ encompaeses a
polynucieotide, which Includes only coding aequencs for the polypeptide as well
as a polynucleotide, which Includes additiona!l coding, and/or non-coding
saquence The present Invention further relates to polynucleotides which
hybridize 1o the herelnabove-describad sequences If there Is at leaat about 70%,
preferably at least about 80%, and more preferably at least about 85% Identity
betwesn the sequences. The pressnt invention particularly relates to
polynucieotidea encoding polypeplides, which hybridize under stringent
conditions to the hereinabove-described polynucleotides As herein usad, the
term “siringent conditons™ means “stringent hybridization conditions®
Prefarably, hybridization will occur only If thero 18 at least about 80% and

7
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preferably about 95% through 7% Identity between the sequences The
polynucieotides, which hybridize to the hereinabove described polynucleotides
in a preferred embodiment, encode polypeptides, which retaln substantially the
same blological function or activity as the mature polypeptide encoded by the
cDNAs

*Stringent hybridization conditions® refers to an ovemight incubation of
the two pleces of polynucieotides to be hybridized at 42° C n a solution
comprising 50% formamide, 5x SSC (750 mM NaCl, 756 mM eodlum difrats), 50
mM sodium phosphate (pH 7 8), 5x Denhandt's solution, 10% dexiran sulfate,
and 20 ug/ml dansturad, sheared saimon sperm DNA, followed by washing the

fiiters in 0 Ix SSC at about 85°C

C. Polypeptides of the Invantion.
The polypeptidas of this Invention function both as a GLP-1 receptor

agonist and a glucagon recsptor antagonist The GLP-1 receptor agonist
component of the polypeptides of this Invertion demonstrates full activation of
the GLP-1 recaptor “Full activation” of the GLP-1 receptor is defined herein as
the abliity of the polypeptides of this invention o induce a maximum activity that
Is &t least 70%. more preferably at least 80%, still mors prefarably at least 80%
of the maximal activity Induced by the native GLP-1(7-36)-amide with a relative
potency of at least 5%, more preferably at lsast 10%, stif more preferably at
least about 20% "Relatlve potency” is defined herein as the ECE0 of native
GLP1(7-38)-amiis divided by the EC50 of the polypeptide of this Inventron, and
muitiplied by 100 “"ECB50" ls defined herein as the concentration of a
polypeptide of this invention at which 50% of the maximal activity Is achleved
Such activity can be measured in a cycilc AMP ("cAMP") Scintillation Proximity
Aasay ("SPA"), such as that which Iz describad In Example 10

More preferably, the GLP-1 receptor agonist component of the
polypeptides of this invention will also inducs Insulin secretion from pancreatic p-
celis Such activily can be measured in any assay that detects Insulin release

44



FTOSDOT" DELLEZEDS

10

15

30

M3B-7288-PROV

known fo one skilied In the art, such as, for example, the assay describad In
Example 13.

St more preferably, the GLP-1 recaptor agonist component of the
polypeptides of this invention will also elevate plasmea Inaulln ievels and reduce
plasma glucoes levels in vivo The measurement of plasma Insulin can be
measured in any in vivo aseay known o one ekilied (n the art, such as, for
axample, the intravenous glucose tolerance test described In Example 16 The
measurament of plasma glucose levels can be measured In any m vivo assay
known to one skilled In the art, such as, for example, an intraperitoneal glucose
tolerance test

In addition, the polypeptides of this Invention demonstrate glucagen
receptor antagonist aciivity Preferably, the glucagon recepior antagonist
component of the polypeptides of this Invention inhibit glucagon activity by at
least 15%, moms preferably by at least 20%, still more preferably by at laast
25%, and even more preferably by at least 30%, when tested In a cyclic AMP
(cAMP) SPA assay, such as the assay deacilbediaExample 11

More preferably, the glucagon receptor antagonist component of the
polypeptides of this Invention will also inhibit giucagon when tested In any assay
known fo one skilied In the art that measures ghucose release in vitro, such as
the assay Invoiving rat hepatocytes described In Example 12

Still more preferably, the glucagon receptor antagonist component of the
polypeptides of this Invention will also Inhibit glucagon activity In eny aasay
known io one skilled In the art that measures glucagon sbmulated glucose
production in vivo, such as the assay descnbed in Example 14.

The most preferable polypeptides of this invantion are selected from the
group consisting of SEQ |D NOs 6-8, and fragments, derivatives, variants
thereof that function as bath an agonist of the GLP-1 receptor and an antagonist
of the glucagon recepior at substantially the same leve! as the polypeptides of
the listad SEQ ID NCs"6-0

The terms “fragment,” "derivative”, and “varlant”, when refaning fo the
polypeptides of this Invention, mean fmggmamn. darivatives, and variants of the
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polypeptides which retain substantially the same biological function or activity as
such polypeptides, as described further below

“Functional squivaient® and “substantially the same biological function or
activity" each means that degree of blological activity that Is within about 30% to
100% or more of that blological activity demonstrated by the polypeptide to
which it s being compared when the blological activity of each polypeptide Is
determined by the same procedurs For example, & polypeptide that Is
functionalfy aquivalent to a polypeptide of Fig 1 Is one that demonstratas GLP-1
receptor agonist activity when tested in the assays of Examples 10, 13 or 15 and
glucagon receptor antagonist activity when tested In the assays of Examplea 11,
120r 14

An analog includes a propalypentide, which includes within it, the amino
acid saequence of the polypeptides of thie Invention. The aclive polypeptidesa of
this invention can be cleaved from the additional amino acids that complete the
propolypeptide molecule by natural, /n vivo processss or by procedures well
known in the art stich as by enzymatic or chemica e

A fragment Is a portion of the polypeptide, which retains subsiantially
similar functional activity, as shown In the in vitro and i vivo models disclosed
herein as describad further below

A derivative Includes all modifications ic the polypeptide which
substanbally preserve the functions dlsciosed herein and Include additional
structure and attendant function, eg, PEGylated polypeptides which have
greater half-ife, fatly acid derivatized polypeptides which can then Interact with
endogencus human serum salbumin to Improve plasma halfHife, fusion
polypephdes which confer targeting specificlty or an addiional activity, as
dascribed further below

The polypeptides of the present invention may be naturally-occurring
polypeptides, recombinant polypeptides or synthstic polypeptides

The fragment, derivative, or variant of the polypeptides of the present
Inverthon may be () one in which one or more of the amino acid residues are

substituted with & consarved or non-conserved amino acid residue (preferably a
10
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conserved amino acid residue) and such substiiuted amino acld residue may or
may not be one encoded by the gsnetic code, or (Il) one In which one or more of
the amino acld residues Includes B substituent group, or (I} one In which the
mature polypeptide Is fusad with another compound, such as a compound to
Increase the hali-life of the polypeptide (for example, polyethyleneglycol), or (iv)
one In which the addifonal amino ackis are fused to the mature polypepiide,
such as a leader or sacretory saquence or a ssquence which is employed for
purification of the mature polypeptide or a propolypeptide sequences, or v) ane in
which the polypeptide sequence le fused with a larger polypeptikie, | @ human
serum albumin, antibody or Fc, for Increased duration of effect. Such fragments,
derivaiives, and variants and anaioge are deemad o be within the scope of
those skilled In the art from the teachings hereln

Preferably, the dsrivatives of the present Invention will contaln
conservative amino ecid substiiubons (defined further below) made at one or
more predicted, preferably nonessential amino acid resldueg A "nonessential”
amino acld residue Is a residue that can be altered from ‘Ihwktlypa gequence
of a protein without altering the blological activity, whereas an "essential” amino
acld residue is required for biological activity A “conservativa amino acid
substitution” Ia ons In which the amino acid residue is replaced with an amino
acld residuye having a eimilar side chain Families of amino acid realdues having
similar side chains have been defined In the art These famllles Include amino
ackie with basic slde chains (e g, lysine, arginine, hishdine), acidic side chalns
{e g, aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains (e.g, glycine,
asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrmeine, cysteine), nonpolar side
chalns (s g, alanine, valine, leucine, Isolsucine, proline, phenylalanine,
methionine, tryptophan), beta-branched side chains {e g, threonine, valine,
leoleucine) and aromatic side chalns (e g, tyrosine, phenylalanine, tryptophan,
histidine) Non conservative substitutions would not be made for conserved
amino acld residues or for amino acid residues residing within a conaarved
protein domain

11
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Fragments, or blologically active portions of the polypeptides of this
Invention Include polypeptide fragments suitable for use as a medicament, fo
generata antibodies, as a rasearch reagent, and the iike Fragments include
peptides comprising amino acid sequencas sufficlently similar to or derived from
the amino acid sequences of a polypeptide of this invention and exhibiting at
least one activity of the polypaptide, but which include fewer amino acids than
the fulklength polypeptides disclosed herein Typically, blologically active
portions comprise a domain or motif with at least one activity of the polypeptide
A bilologically active portion of a polypeptide can be a peptide, which Is, for
example, 16 or more aminc acids In length Such blologically active portions
can be prepared synthefically or by recombinant techniques and can be
evaluated for GLP-1 receptor agonist activity and glucagon receptor antagonist
by means disclosed hereln and/or as ls well known In tha art.

Moreover, preferred derivativas of the presant inventlon Include mature
polypeptides thet have been fused with other polypeptides, such as for example
human serum albumin, o Improve the pharmecokinetic™ MQ of the
polypeptides of thia Invention Fuslon of polypaptide to human serum albumin
can be accomplished by any means known to one sidliled In the art. For
axample, the DNA sequence of human serum albumm can be cloned Into any
mammallan expression vactor known to one skilled In the art, along with the
DNA sequence of the polypeptkies of this Invention Cloning the polypeptides of
this invention N-terminal to the human ssrum albumin !s preferred because It
appears as if a free N-terminal histidine 1s required for GLP-1 raceptor activity
(Kawal K., Endocrinology1980 Apr;124(48Y1788-73). The recombinant
polypeptide-albumin fusion can then be expressed by transforming a sultable
cell line, such as HKB or CHO, with the vector and expressing the fusion protein

Varlants of the polypeptides of this invention include polypeptides having
an amino acld sequanca sufficlentty similar to the amino acid sequence of the
SEQ ID NOs 6-0 of Fig 1 or a domain thereof The term “sufficiently similar”
means a first amino ackd aaquence that containg a sufficlent or minimum number

of identical or equivalent amino acid residues relative to a second amino ackl
12
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sequence such that the first end second amino acki sequences have a common
structural domain and/or common functional activity For example, amino acid
saquences that contaln @ common structural domain that Is at lsast about 85%,
preferably about 80% through 88%, Identical are defined harein as sufficiently
simllar Preferably, variants will be sufficlently similar to the amino acld
sequence of the preforred polypeptides of this Invention Varants include
variants of polypeplidas encoded by a polynuciectide that hybridizes to a
polynuciectide of this Invention or a complement thereof under stringent
conditions Such varlants genenally retain the functional activity of the
polypeptides of this Invention Libraries of fragments of the polynuciaotides can
be used to generate a varlegated population of fragments for screening and
subsequent selection For example, a librery of fragments can be generated by
treating a double-stranded PCR fragment of a polynuciectide with a nuciease
urdier conditions wherein nicking occurs only about once per moleculs,
denaturing the double-stranded DNA, renaturing the DNA to form doubie-
stranded DNA which can include sense/antisense pairs from diffetert
products, removing single-stranded portione from reformed duplexes by
treatment with 81 nuclease, and ligating the resuiting fragment library Into an
axpression vector By this method, one can derive an expression library that
encodes N-terminal and Intsmal fragments of various skzee of the polypeptide of
this invention

Varlants Include polypeptiies that differ In amino acld sequence due to
mutagenesis Variants that function as both GLP-1 recepior agonists and
glucagon receplor antagonists can be identified by screening combinatorial
librarles of mutants, for axample truncation mutants, of the polypeptides of thia
invention for GLP-1 receptor agonist activity and glucagon receptor antagonist
activity

in one ambodiment, a variegated library of analogs s generated by
combinatorial mutagenesis at the nucleic acid level and Is encoded by a
variegated gene ibrary A varegated library of variants can be producad by, for
example, erzymatically ligating a mhttu:: of synthetic oligonuciectides Into gene
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saquencas such that a degenerate set of potential varlant amino acld sequences
ls expressible as individual polypeptides, or, altematively, as a set of larger
fusion proteins (for example, for phage display) containing the set of sequences
therein There are a variely of methods that can be used to produce libraries of
potentlal variants from a degenerate oligonuclectide sequencs. Chemical
synthesis of o degenerate gene sequence can be performed In an aulomatic
DNA synthestzer, and the synthetic gens then ligated into an appropriate
expression vector Usae of a degenaerate set of genee allows for the provialon, in
one mixture, of all of the sequences encoding the desired set of potential varlant
sequences. Methods for synthestzing degenerate oligonucieotides are imown In
the art {(see, @ g, Narang (1083)Tsfrahedron 39 3, |takura el a/ (1984) Annu
Rev Blochem 53 323, Itekura st al (1084) Science 198 1056, Ike et &/ (1883)
Nudlelc Acld Res. 11 477).

Several techniques are known in the art for scraening gene products of
combinatorial lbraries made by point mutations or truncation and for screening
¢DNA librarles for gene products having a selected property Such ted'mlqm\
are adaptable for rapid screening of the gene libraries generatad by
combinatorial mutagenesls of the polypeptides of this invention. The most
widely used techniques, which are amenable to high through-put analysis for
screening large gene libraries typically Include cloning the gene library into
replicable expression vectors, transforming appropriate cells with the resulting
library of vectors and expressing the combinatorial genes under condiions In
which detaction of a dealred activily facilitatas leoiation of the vector sncoding
the gene whose product was detected Racursive ensemble mutagenesis
(REM), a technique that enhances the frequency of functional mutants in the
iibraries, can be used In combination with the screening asseys to Identify the
desired variants

The Invention aleo provides hybrid or fusion polypeptides. The
polypeptides of this Invention can be composed of amino acids Joined to each
other by peptide bonds or modified peptide bonds, l.e, peptide Isosteree, and

may contain amino acids other than the 20 gene-encoded amino acids The
14
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polypeptidles may be modified by elther natural process, such as
postiransiational proceesing, or by chemical modification techniques, which are
wall known In the art. Such modiiications are well described In basic texts and
in more detalled monographe, as well as In a voluminous ressarch literature
Moadifications can occur anywhere in a polypeplide, including the peptide
backbone, the amino acid side-chains and the amino or carboxyl termind It will
be appreciatad that the same type of modification may be present In the sarme or
varying degrees at eeveral sites In a given polypeptide Aleo, a given
polypeptide may contaln many types of modifications. Polypeptides may be
branched, for example, as a result of ubiquitination, and they may be cyclic, with
or without branching Cydiic, branched, and branched cyclic polypeptides may
result from posttransiation natural processes or may be made by synthetic
methods.  Modifications Inciude acetylation, acylation, ADP-rbosylation,
amidation, covalent attachment of flavin, covalent attachment of a heme molety,
covaient attachment of a nucleotide or nucleotide dervative, covalent
attachment of a lipid or lipid dervative, covalent attachment of- —~
phosphotidylinositol, crossdinking, cycitzation, disulfide bond formation,
demethylation, formation of covalent cross-iinks, formation of cysteins, formation
of pyroglutamate, formulation, gamma-carboxylation, glycosylation, GPI anchor
formation, hydroxylation, lodination, methylation, myristoylation, oxdation,
pegylation, proteolytic processing, phosphorylation, prenylation, racemization,
selenoylation, sulfation, transfer-RNA mediated eddtion of amino aclds to
proteina such as arginylation, and ublquitination. (See, for instancs, Proteins,
Structure and Molscular Properfies, 2nded . T E Creighton, WH Freeman and
Company, New York (1893); Postiranale jodificatio Proite
B C Johnson, ed , Academic Press, NewYork.pgs 112 (1883) Seilfter et al ,
Meth, Enzymol 182 626-848 (1980), Rattan et al, Ann, N.Y. Acad, Scl, 663 48-
62 (1682))

The polypeptides of the present inventlon Include the polypeptides of Fig
1, that are SEQ ID NOs 8-0, as well as thoss sequences having Insubstantial

variations In sequence from them An “insubstantial varlaton” would include any
13
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saquenca, substitution, or deletion variant that maintains substantially the same
GLP-1 recepior agonist activity and glucagon receptor antagonist aclivity as the
polypeptides of Fig 1 These functional equivalents may preferably include
polypeptides which have at least about a 80% Identity fo the polypeptides of Fig
1, and more preferably &t least a 85% Identity to the polypeptides of Fig 1, and
still more preferably at least a 87% idenlty o the polypeptidas of Fig 1, and also
include portions of such polypeptides having substantlally the same blological
aclivity Howsvar, any polypeptide having insubstantial variation In amino acid
sequence from the polypeptides of Fig 1 that demonstrates functional
equivalency as described further herein is included in the description of the
present Invention

As known In the art "simllarity” beiween two polypeptides Is determined
by comparing the amino acid sequence and s conserved amino acld
substitutes of one polypeptide to the sequance of a second polypeptide Such
conservative substitutions include those described above and by Dayhoff In The

oln Sequence and Structure § (1978), and by Argoe in EMBO J,

8 779-785 (1 989) For example, amino aclds balonging to ona of the following
groupe represant conservative changes
- ala, pro, gly, gin, asn, ser, thr;
- cy8, 8er, tyr, thr,
- val, lle, leu, met, ala, phe,
- lys, ary, his,
- phe, tyr, trp, his, and
- asp, glu

The present invention aiso relates to polynucieotides that ancode for the
polypeptides of this Invention, as well as the attandant vectors and host celis
necessary o recombinantly express the polypeptides of this invention These

16
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polynucleotide saquences Include that nucleotide saquence which is identified
as SEQ ID NO*10

Host celis may be genetically engineered (transduced or tranaformed or
transfected) with the vectors of this invention, which may be, for exampie, a
cloning vector or an expression vector The vector may be, for example, In the
form of a plasmid, a viral perticle, a phage, etc. The engineered host celis can
be cultured In conventional nutrient media modified as appropnate for activating
promoters, or selecting traneformants The culture conditions, such as
temperature, pH and the llke, are those praviously used with the host cell
selected for expreasion, and Wil be apparent to the ordinarlly skilled arfiean
The polynucleotide of the presant Invention may be employed for producing a
polypeptide by recombinant techniques Thus, for axample, the polynucleotide
asequence may be included in any one of a variety of axpression vehicles, In
particular vectors or plasmids for expressing a polypeptide Such vectors
Include chromosomal, non-chromosomal and synthetic DNA sequences, o g,
derivatives of SV40, bacterial plasmids, phage DNA, yeast plasmids, vectors
derived from combinations of plasmids and phage DNA, viml DNA such as
vaccinia, adenovirus, fowl pox virus, and pseudorabies However, any other
vector or plasmid may be used as long as they are replicable and viable In the
host

The appropriate DNA sequence may be Inserted Into the vector by a
variety of procedures In general, the DNA sequence Is Inserted Into an
appropriate restriction endonuciaase site by procsdures known In the art  Such
proceduraa and others are deemed to be within the scope of thosa skilied In the
art. The DNA sequence In the exprassion vector Is operativaly linked to an
appropriate expression confrol sequence(s} (promoter) to direct mMRNA
synthesls Aa representative examples of such promoters, thers may be
mentioned L.TR or SV40 promoter, the E coli lac or trp, the phage lambda P
promoler and other promoters known to contro!l expression of genes In
prokaryohc or eukaryotic cells or thelr viruses The expression vector alao
contains a ribosome binding site for 1t'r’analatlc:m inttlation and a transcription
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terminator The vector may also include appropriate sequences for amplifying
expression In addition, the expression vectors preferably contain a gene fo
provide a phenofypic fralt for sslection of transformed host celis such as
dihydrofolate reductase or neomycin reslstance for sukaryotic cell cuiture, or
such as tetracycline or ampiciliin resistance in E coli The vector contalning the
appropriate DNA sequence as hereln above described, as well as an
appropriate promoter or control sequence, may be empioyed to transform an
appropriate host fo permit the host to express the protein As representative
sxamples of appropriata hosts, there may be mentioned bacierial cells, such as
E coll, Salmonsila typhimurlum, Streptomyces, fungal cells, such as yeast,
Insect cells, such as Drosophlla S2 and Spodopiera Sf3, animal cells such as
CHO, COS or Bowes melanoma, adencoviruses, plant cells, etc  The selection of
an appropriats host Is deamed to be within the ecope of thoee skilied in the art
from the feachings henain

The present Invention aleo includes recombinant constructs comprising
one or more of the sequences as broadly described above The constructs
comprise a vector, such as a plasmid or viral vector, Into which a sequencs of
the Invention has been inseried, In a forward or reverse orlentation n a
prefermed aspact of this embodiment, the construct further comprises regulatory
sequences, Including, for example, a promoter, operably linked to the sequence.
Lamge numbers of sultable veciors and promoters are known to those of akili in
the art, and are commercially available The following vectors are provided by
way of example Bacterial pQET0, pQEGD, pQE-8 (Qlagen), pBS, phagescnpt,
psiX174, pBiuescript SK, pBskKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH48a
(Stratagens); pTRCESA, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PRITS (Pharmacia)
Eukaryotic. pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV,
pMSG, PSVL (Pharmacia) However, any other piasmid or vector may be used
as long as they are raplicable and viable in the host. Promoter reglons can be
salected from any desired gene using CAT(chioramphenicol transferase) vectors
or other vectors with selectable markers Two appropriate veciors are piKK232-

8 and pCM7 Particular named bacterlal promoters include lacl, lacZ, T3, 17,
18
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get, lambda Pg, P, and irp  Eukaryotic promoters Include CMV immediate early,
HSV thymidine kinase, sarly and late SV40, LTRa from retrovirus, and mouse
metaliothionein-l Selaction of the appropriate vactor and promoter Is well within
the level of ordinary skiil in the art.

The present invention also relates to host cells containing tha above-
described construct. The host cell can be a higher eukaryotic cefl, such as a
mammafan csll, or a lower eukaryotic cell, such as a yeast call, or the host call
can be a prokaryotic csll, such as a bacterial cell Introduction of the construct
into the host cell can be effected by calclum phosphate transfection, DEAE-
Dextran mediated transfection, or electroporation (Davis, L., Dibner, M, Battey,
|, Basle Mathods In Molecular Blology, (1888)) The constructs In host cells can
be used in a conventional manner o produce the gene product encoded by the
recombinant sequence Altamativaly, the polypeptides of the invention can be
syntheticaily produced by conventional peptide synthesizers

Mature proteins can be axprassed in mammallan cells, yeast, bacterla, or
other cells under the control of appropriate promotare Cell-frea translation
systems can also be employed to produce such protains using RNAs derived
from the DNA constructas of the present Invention Appropriate cioning and
expression vectors for use with prokaryotic and eukaryotic hosts are describad
by Sambrook, et al , Molecular Cloning A Laboratory Manual, Second Edition,
(Cold Spring Harbor, N Y , 1688), the disclosure of which Is hereby Incorporated
by reference

Transcription of a DNA encoding the polypeptides of the present
invention by higher eukaryoies Is Increased by Inserting an enhancer sequence
into the vacior Enhancers are cis-acting elements of DNA, usually from about
10 to 300 bp, that act on & promoter to increase Its transcription Examples
Include the SV40 enhancer on the late side of the replication origin (bp 100 to
270), a cytomegalovirus early promoter enhancar, a polyoma enhancer on the
late side of the replication origin, and adenovirus enhancers Genarally,
recombinent expression vectors will include origins of replication and selectable
markers permitting transformation of th?’host cell, e.g , the ampiciilin resistance
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gene of E coll and S cerevisiae TRP1 gens, and a promoter derivad from a
highly expressed gena fo direct transcription of a downsiream structural
sequence Such promoters can be derived from operons encading glycolytic
enzymes such as 3-phosphoglycerate kinase (PGK). o factor, acid
phosphatase, or heat shock proteins, among others. The heteroiogous
structural sequence is assembled In appropriate phase with transiabon, initiation
and termination sequences, and preferably, a leader sequence capable of
directing secretion of translated protein Into the periplasmic space or
extracellular medium Optionally, the heterologous sequence can encode a
fusion protsin Including an N-terminal identification peptide Imparting desired
characlerishcs, eg, stabllization or simpiified purification of axpressed
recombinant product.

Useaful expression vectors for bacterlal use are constructed by insarting a
structural DNA sequence encoding a desired protsin together with sultable
transiation, initlation and termination signals In operable reading phase with a
functional promoter The vecior will comprise one or more phenotypic
seleciable markers and an origin of replication to ensure maintenance of the
vector and o, If desirable, provide ampilfication within the host Sultable
prokaryotic hosts for transformation Include E coll, Baclllus subtills, Saimonelia
typhimurium and varous specles within the genema Pseudomonas,
Straptomycas, and Staphylococcus, although others may aleo be employed as a
matter of cholce Useful expression veciors for bacterial use can comprise a
selectable marker and bacterlal origin of replication derived from commerclally
avallable plaesmids comprising genetic elements of the well known cloning vector
pBR322 (ATCC 37017) Such commercial vectors Include, for example,
pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Swaden) and GEM1 (Promega
Blotec, Madison, Wis, USA) These pBR322 "backbone" sections are
combined with an appropriate promoter and the structural sequence to be
expreased
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After transformation of a sultabie host strain and growth of the host strain
fo an appropriate cell density, the sslected promoter Is derepressed by
appropriate means (e.g , temperature shift or chemical induction) and celis are
cultured for an additional period Calls are typically harvestad by centrifugation,
disruptsd by physical or chemical means, and the resulting crude exiract
reteined for further purification Microbial cells employad In expresaion of
proteine can be disrupted by any convenlient method, Including freeze-thaw
cycling, sonication, mechanical disruption, or uae of call lysing agents

Various marmmallan cell culture systema can also be employed 1
axpreas recombinant proteln Examples of mammalian expression systems
inciude the COS-7 lines of monkey kidney fibroblasts, described by Gluzman,
Cell 23 175 (1881), and other cell iines capable of expressing a compatibie
vector, for example, the C127, 3T3, CHO, HelLa and HBK cell lines. Mammailan
sxpression vectors will comprise an origin of replication, a suitable promoter and
anhancer, and aleo any neceesary ribosome binding sites, polyadenylation site,
splice donor and acceptor sites, transcriptional terminetion sequences, and §'
flanking nontranscribed sequences. DNA sequences derived from the SV40
viral genome, for example, SV40 origin, early promoter, enhancer, eplice, and
polyadenyiation sites may be used to provide the required non-transcribed
genetic slements

The polypeptides of the presant invention may be recovered and purified
from recombinant cell cultures by methods used heretofore, Including
ammonlum sulfate or ethanol precipitation, aclkd exiraction, anion or cation
exchange chromatography, phosphocsliuiose chromatography, hydrophobic
interaction  chromatography, affinty chromatography, hydroxyapetite
chromatography and lactin chromatography Protein refoiding steps can be
used, as necessary, In completing configuration of the mature protein Flnally,
high parformance liquid chromatography (HPLC) can be employed for final
purification stapa

The polypeplides of this Invention may be a product of chemical
synthetic-procadures, or produced 2I:;‘v recombinent techniques from a
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prokaryotic or aukaryotic host (for example, by bacterial, yeast, higher plant,
insect and mammalian cells In culture). Depending upon the host employed ina
recombinant production procedure, the polypeptides of this Invention may be
glycosylated with mammalian or other eukaryotic carbohydrates or may be non-
glycosylated Polypeptides of this invention may also Include an initial
methionine amino acld residue An Isolated or purified polypeptide of thie
invention, or biologically active portion thereof, is substanbally fres of other
celiular matertal, or cuifure medium when produced by recombinant tachniques,
or substantially free of chemical precurscrs ar other chamicals when chemically
synthesized Preferably, an lsclated polypaptide of this Invention Is substantially
free of cellular material and has less than about 30% (by dry weight) of non-
polypeptide, or contaminating, material When the polypeptide of this invention
or a biolgilcally active portion thersof Is recombinantly produced, preferably
culture medium represents lass than about 30% of the volume of the polypeptide
preparation When this Invention Is produced by chemical syntheals, preferably
the preparations contain less than about 30% by dry weight of chemical
precursors or non-invantion chemicals

The polypeptides of this invention can ba convenlently Isolated as
described in the specific examples below A preparation of purified polypeptide
Is at least about 70% pure, preferably, the preparations are 85% through 89%
pure Purity of the preparations can be assessed by any means known In the
art, such as SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and Mass Spec/Liquid
Chromatography

Polynucieotide saquences encoding a polypeptide of this Invention can
be synthesized, In whole or In part, using chemical mathods well known In the
art (see, for exampiae, Caruthers ef al, Nuc! Acids Res. Symp Ser 215 ~ 223,
1980, Hom ef al, Nucl Acids Res. Symp Ser 225232, 1880) The
polynucieotide that encodes the polypeptide can then be cloned Into an
axpragsion vactor to express the polypeptide

As will be undersiood by those of sidll in the art, it may be advantageous
fo produce the polypeptde-encoding 2r;ut:leotlcle gequences posseasing non-
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naturally occurring codons For example, codons preferred by a particular
prokaryotic or eukaryotic host can be eslectad to increase the mte of
polypeptide axpression or to produce an RNA transcript having desirable
properties, such as a haifdife, which Is longer than that of a franscript generated
from the naturally occurring sequences

The nucleotide sequencaes disclosed hereln can be engineered using
methods generally known in the art to aller the polypeptide-ancoding sequences
for a variety of reasons, including but not limited io, alterations which modify the
closing, processing, and/or expreasion of the polypeptide or mRNA product.
DNA shuffiing by random fragmentation and PCR reassembly of gene fragments
and synthetic oligonuclectides can be used to engineer the nuclectide
sequences For example, site-directed mutagenesls can be usaed fo insert new
restriction sites, alter glycosylation pattems, change codon preference, produce
splice variants, introduce mutations, and so forth

Altematively, the polypeptides of this Invention can be produced using
chemical methods o syntheslze its amino aclkd sequence, such as by diract
peptide synthesis using solid-phase tachniques (see, for axampla, Merrifleki, J
Am Chem Soc. 85, 2149 — 2154, 1083, Roberga et al, Sclence, 288, 202 -
204, 1695) Polypeptide synthesis can be performed using manuai techniques
or by automation Automated aynthesis can be achleved, for example, using
Applled Blosystama 431A Pepfide Synthesizer (Perkin Eimer) Optionally,
fragments of the polypeptide can be separately synthesized and combined using
chemical methods fo produce a fuil-length molacule

The newly synthesized polypepiide can be substantlally purifled by
preparative high performance liquid chromeatography (see, for example,
Creighton, PROTEINS STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCILPLES, WH
Freeman and Co, New York, NY, 1883) The composltion of a eynthetic
polypeptide of the present invention can be confirmed by amino acid analysls or
saquencing by, for example, the Edman degradation procedure (see, Creighton,
supra) Additionally, any portion of the amino acid sequence of the polypeptide
can be altered during direct synthasis azr;dlor combined using chemical methods

/ot
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with sequences from other proteins to produce a varlant polypeptide or a fusion
polypeptide

decreass blood glucose in vivo, may be empioyed In treatment of type 2
Diabetes (non-insulin dependent diabstes meliitus) Also, the polypeptikies may
ba used to prevent subjects with impaired glucose tolerance from proceeding to
develop type 2 diabetes and subjacts with impaired fasting glucoss, as well as
hypemgiycemia and obesity

The polypeptides of the present Invention msy be employed in
combination with a sultable pharmacsutical carrler to comprise a pharmaceutical
composition for paranteral administration Such compositions comprise a
therapautically effective amount of the polypeptide and & pharmaceutically
acceptable carrler or exciplent. Such a camier Includes but Is not limited to
saline buffered sallne, dextross, water, glycerol, ethanol, and combinations
thereof The formulation should sult the mode of administration

The polypeptides of the present invention may alsoc be employed In
combination with other pharmaceutical agents useful in the treatment of
diabetes, impaired fasting glucose, impalired glucose tolerance, hyperglycemia
and obaslty, such as for example, Insulin sacretagogues, insulin sensittzers and
metformin HCI

The invention also provides a pharmacsutical pack or kit comprising one
or more containers flled with one or more of the Ingredients of the
pharmaceutical compositions of the Invention Associated with such
container(s) can be a notice in the form prescribed by a govemmental agency
regulating the manufacture, use or sale of pharmaceuticals or blological
products, which notice reflects approval by the agency of manufacture, uss or
sale for human administration In addiion, the polypeptides of the present
invention may be employed In conjunction with gther therapeutic compounds

24
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The pharmacsutical composltions may be administered in & convenient
manner such as by the oral, topical, intravenous, intraperitoneal, intramuscular,
subcutaneous, Intranasal or Intradermal roules. The phamaceutical
composiiions are administered in an amount, which Is effective for treating
and/or prophylaxie of the epacific Indication In general, they are administered in
an amount of at least about 3 5§ ng/kg body welight and in most casss they will
be administered in an amount not In excess of about 100 mg/kg body weight per
day In most cases, the dosage Is from about 0 1 ug/kg to about 35 ug/kg body
weight dally, taking Info account the routes of administration, sympioms, etc
These numbers do not take Into account the bioavailablilty of the peptide In vivo,
In which case more or less may be used 1o attaln the effective dose desired
One of ordinary skill In the art s able to determine through dosing experiments
or other conventional means the gross amount to ba used to produce an
effective dosage

A polypeptide of the Invention may also be employed In accordance with
the present invention by expression of such polypeptide /n vivo, which Is oftan
referred to as "gene therapy * Thus, for example, cells may be engineered with a
polynucieotide (DNA ar RNA) encoding for the polypeptkde ex vivo, the
engineered cells are then provided to a patiant I be breated with the
polypeptide Such methods are well known In the art. For example, cells may
be engineered by procedurea known In the art by use of a retroviral particle
containing RNA encoding for the polypeptide of the present invention

Local delivary of the insulln secretagogues using gene therapy may
provide the therapeutic agent to the target area, | 8., the pancreas. For Instance
a pancreas-specific promoter was used fo create a beta-cell pancreatic tumor
mouss madel (Hanahan, D, Hertable formation of pancreatic bete-cell tumors
in transgenic mice axpressing recombinant insulin/simlan virus 40 oncogenes,
Nature 315(6015) 115-22 (1985))

Both in vitro and in vivo gene therapy methodologles are contemplated
Several methods for transferring potentially therapeutic genes to defined cell

23
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populations are known See, e.g. Mulligan, “The Basic Sclence Of Gene
Therapy”, Sclance, 260 826-31 (1583). These methods Include

1) Direct gane transfer See, o g, Wolff et al , “Direct Gene tranafer Into
Mouse Muscle in Vivo®, Sclence, 247 1485-88 (1690),

2) Liposome-mediated DNA transfer See, e g, Caplen at al , "Liposome-
mediated CFTR Gene Transfer To The Nasal Epithallum Of Petients With Cystic
Fibroals®, Natura Med. 3 39-46 (1885), Crystal, "The Gane As A Drug", Neture
Med 1 15-17 (1995); Gao and Huang, "A Novsl Cationic Liposome Reagent For
Efficlent Transfection Of Mammallan Cells", Biochem. Blophva, Res. Comm.,

179 280-86 (1891),
3) Retrovirus-mediated DNA transfer See, e g , Kay et al , “In Vivo Gene

Therapy Of Hemophilla B Sustained Partial Corraction in Facior IX-Deficlent
Dogs’, Sclenca, 262 117-18 (1003), Anderson, "Human Gene Therapy”,
Sclence, 266.808-13 {1802)

4) DNA Virus-mediated DNA transfer Such DNA virusses Include
adenoviruses (preferably Ad-2 or Ad-§5 based vactors), hempes viruses
(preferably herpas simplax virus based veciors), and parvoviruses (preferably
"defective” or noh-autonomous parvovirus based veciors, more preferably
adeno-aasociated virus based vectors, most preferably AAV-2 based vectors)
See, 8 g, All et al, "The Use Of DNA Viruses As Vectors For Gene Therapy”,
Gene Thempy. 1 387-84 (1984); United States Patsnt 4,707,368, incorporated
herein by referance, and United States Patent 5,139,041, incorporated herein by
reference

The cholce of a particular vector system for transferring the gene of
interest will depend on a variety of factora. One Important factor Is the nature of
the target cell population Although retroviral vectors have baen extensively
studled and usad in a number of gens therapy applications, thess veciors are
genenally unsuliad for infecting non-dividing celle In addiion, retroviruses have
the potential for oncogenicity However, recent developments In the fleld of
lenbviml vactors may circumvent some of these limiietions See Naidinl et al, In
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vivo gene delivery and stable traneduction of nondviding cells by a lentiviral
vector, Sclance 272 263-7 (1906)

Retrovirusae from which the retroviral plasmid vectors hereinabove
mentioned may be derived include, but are not iimited to, Moloney Murine
Leukemia Virus, spleen necrosis virus, retroviruses such as Rous Sarcoma
Virus, Harvey Sarcoma Virus, avian leukosls virus, glbbon ape leukemia virus,
human Immunodeficlancy virus, adenovirus, Myeloproliferative Sarcoma Virus,
and mammary tumor virug In one embodiment, the retroviral plasmid vector Is
derived from Moloney Murine Leukemla Virus

Adenoviruses have the advantage that they have a broad host range, can
infect quiescent or terminally differentated cells, such as neurons or
hepatocytes, and appear essentially non-oncogenic See, e g, All et al , supra,
p 387 Adenoviruses do not appear to Integrate into the host genome
Because they axist extrachromosomally, the risk of Insertional mutagenesis is
greatly reduced All et al., supra, p 373

Adenc-assoclated virusae exhibit simliar advantages as adenovira-based
veciors. However, AAVs axhibit site-specific Integration on human chromosome
19 (All ot al , supra, p 377)

In @ preferred embodiment, the DNA encoding the polypeptide Insulin
secretagogues of this invention ls used in gene therapy for disorders such as
diabetes.

According to this embodiment, gene therapy with DNA encoding
polypaptide Insulin secretagogues or mutelns of this invention ls provided to a
patient in nead thereof, concurrent with, or Inmediately after diagnosis

The skilled artisan will appreciate that any sultable gene therapy vector
containing polypeptide Insulin secretagoguss, DNA or DNA of fragment,
derivative or varant of polypeptide insulin secretagoguss may be used In
accordance with this embodiment. The techniques for constructing such a
vector are known See, e.g, Anderson, W F , “Human Gene Therapy,” Nature,
302 26-30 (1008), Verma, | M, and Somia, N, "Gens Therapy - Promises,
Problems, and Prospects,” Nature, 38: 230-242 (1888) Introduction of the
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polypeptide Insulin secretagogues DNA-containing vector to the target slite may
be accomplished using known tachniques

The vector Includes one or more promoters. Sultable promoters which
may be employed include, but are not limited to, the retroviral LTR, the $V40
promoter; and tha human cytomegaiovirus (CMV) promoter described in Miller,
et al, Biolechniques, 7(9) 980-990 (1980), or any other promoter (e g , ceilular
promoters such as eukaryotic cellular promoters Including, but not limited to, the
histone, pol ill, and p-actin promoters). Other viral promoters that may be
employsd Include, but are not limited to, adenovirus promoters, thymidine kinase
(TK) promoters, and B18 parvovirus promoters The selection of a sultable
pramatsr will ba apparent to thoes skilied In the art from the teachings contained
herein

The nudleic acld sequence encoding the polypeptide of the present
invention Is under the control of a sultable promoter Suitable promoters which
may ba employed include, but are not limited to, adenoviral promoters, such as
the adenoviral major late promoter; or hetorologous promoters, such as the
cytomegalovirus (CMV) promoter; the respiratory syncytial virus (RSV)
promotar; inducible promoters, such as the MMT promoter, the metaliothionain
promotsr; heat shock promaters, the albumin promoter; the ApoAl pramotar;
human giobin promoters, viml thymidinekinase promoters, such as the Herpes
Simplex thymidine kinase promoter; retroviral LTRs (Including the modified
retroviral LTRs herelnabove described), the p-actin promoter; and human growth
hormone promoters The promoter also may be the native promoter, which
contrals the gene encoding the polypeptide

The retroviral plasmid vector Is employed to transduce packaging cell
lines to form producer cell ines Examples of packaging cells which maybe
transfected include, but are not limlted to, the PES01, PA317, y-2, y-AM, PA12,
T19-14X, VT-18-17-H2, yCRE, yCRIP, GP+E-88,GP+envAm12, and DAN csll
lines as described In Miller Human Gene Therapy, 1 5-14 (1990), which Is
incorporated hereln by reference in its entirety The vector may tranaduce the
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packaging cells through any means known In the art. Such meens Include, but
are not Qmited to, electroporation, the use of liposomes, and CaPO,
pracipliaion In one altemative, the retrovimi plasmid vector may be
encapsulated Into a liposome, or coupled to a lipid, and then administered to a
host The producsr cell line generates infectious refroviral vactor pariicles which
include the nucleic acid sequence(s) encading the polypeptides. Such retroviral
veclor particles then may be employed, to transduce sukaryotic celis, either in
vitro or in vive The fransduced eukaryotic celle will express the nudeic acid
saquence(s) encoding the polypeptide Eukaryolic cells which may be
tranaduced Include, bul are not limited to, embryonic siem cells, embryonic
carcinoma cells, as well as hamatopoletic stem cells, hepatocyles, fibroblasts,
myoblasts, keratinocytss, endothellal celis, and bronchlal epithellal cefls

A different approach to gene therapy Is “transkaryotic therapy” wherein
the patient's celis are treatad ex vivo to induce the dormant chromosomai genes
to produce the protsin of Interest after meintroduction to the patient.
Tranekaryotic therapy assumes the individual has a normal complement of
genes nacessary for activation Transkaryotic therapy involves Infroducing a
promoter or other exogenous regulatory sequence capable of activating the
nascent genes, Into the chromosomal DNA of the patients’ cells ex vivo,
culturing and selecting for active protein-producing cells, and then reintroducing
the activated calis into the patient with the intent that they then bacome fully
established The “gene activated” celis then manufacture the protein of interest
for some significant amount of time, perhaps for as long as the Iife of the patient.
U S Patent Nos. 5,841,870 and 5,733,761 disciose In detall this concept, and
are heraby Incorporated by reference in their entiraty

In order that this Invention may be hetter undersiood, the following
examples are set forth These examples are for the purposa of lllustration only,
and are nat to ba conatrued as limiting the scope of the Invention in any manner
All publications mentioned herein are incorporated by referenca In their entirety
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SPECIFIC EMBODIMENTS
Example 1 Peptide Synthesis Mathodoiogy.

The following general procedurs was followed to syntheslze some of the
polypeptides of the invention Peptide synthesis was carried out by the FMOCA-
Butyl stratagy (Peptide Synthesls Protocols (1964), Valume 35 by Michael W
Penningion & Ben M Dunn) under continuous flow conditions using Rapp-
Polymere PEG-Polystyrene reains (Rapp-Polymere, Tubingen, Germany) At
the compietion of synthesls, psptides were cleaved from the resin and de-
protectad using TFA/DTT/HyO/Trilsopropyl sllane (B88/5/5/2) Peptides were
precipitated from the cleavage cocktall using coid diethyl ether The precipliiate
was washaed three times with the cold ether and then dissolved In 5% acetic acid
prior to lyophiiizetion Peptide idenilty was confirmed by reversed-phase
chromatography on a YMC-Pack ODS-AQ column (YMC, Inc., Wimington, NC)
on a Waters ALLIANCE® sysiem (Waters Corporation, Milford, MA) using
water/acelonitrile with 3% TFA as a gradlent from 0% to 100% acetontrile, and
by MALDI mass spactiometty on a VOYAGER DE™ MALD! Mass
Spectrometer, {model 5-23868-00, PerSeptive BioSystems, Framingham, MA)
Matrix buffer (50/50 dH20/acetonltrile with 3% TFA) peptide sample was added
to Matrix buffer 1/1 Those peptides not meeting the purity cnterla of >85% were
purifled by reversed-phase chromatography on a Waters Defta Prep 4000 HPLC
system (Watars Comoration, Milford, MA)

Example 2 Pagptide Cloning

To establish a robust method for expressing the polypeptides of this
invention, and thelr mutants, their genetic codes were cloned C-terminal to GST
with a single Factor Xa recogniion site separating the‘monomeric peptide and
GST The gene encoding Factor Xa recognition alte fusaed to DNA sequence of
the peptide to be produced has been syntheslzed by hybridizing two
overiapping single-stranded DNA fragments (70-80mers) containing a Bam Hi
or Eco R! restriction erzyme aite immediately §' to the DNA sequence of the

a0
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gene to be cloned, followed by DNA synthesls of the opposite strands via the
large fragment of DNA polymerase | {Life Technologies, inc., Gaithersburg,
MD). The DNA sequence chosen for sach gene was based on the reverse
transiation of the designed amino ackd sequence of each psptide In some
cases, the gene encoding the peptide Is generated by PCR mutagenesis
(Picard, V, et al , Nuclalg Ackis Rep 22 2587-81 {1904), Sambrook, J , Fritsch,
E F, & Maniatls, T (1888) Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2nd ed ,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York) of a gane already made by the
method described above The double-stranded product Is then digested by
Bam Hl and EcoRl and ligated Into pGEX-8P-1 (Amersham Pharmacia Blotach)
which has also been cleaved by Bam Hi and EcoRl

For example, when the DNA sequence thae polypeptide identified as SEQ
ID NO-7 was clonad Into pGEX-8P-1, the following polypeptiie ssquence was
expressad as fusions with ghutathions S-ransferase (GSTY
JEGRHSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG, where the firat 4 amino

IEGR, Is the factor Xa recognition site and the remaining 31 amino ackds
le the amino acid sequence identified as SEQIDNO 7

The firet and last six nucleotides of the nucleic acki sequence encoding
the polypeptide identifled as SEQ ID NO7 (le, SEQ ID NO 10, figure 2)
represent the restriction enzyme sites (Bam Hl and Eco Rl) used for cloning into
the pGEXBP-1 plasmid (figure 3). The “TAATGA"™ sequence Immeadiately
preceding the Ecro Rl site ("GAATTC") encodes two stop codons The rest of
the DNA saquence encodes the Factor Xa-polypeptide identifled as SEQ ID
NO 7 fualon ssquance

BL21 (DE3) cells (Sh'alagma) transformed with the GST -peptide fusion
containing plasmids ware grown at 37°C until ODego reached 06 to 10 and
induced by 1 mM IPTG (Life Technologles) for 2 hours at 37°C 2L of cells were
spun at 7,700 g for 15 minutes, and stored at -20°C The csll pellet was

i
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resuspended in 80mi B-PER bacterial protsin exiraction reagent (Cat No 78248,
PIERCE) and 1x Complete Protease Inhibltor (Roche) untll the cell suspension
was homogenous The homogenous mbdura was gently shaken at room
tamperature for 10 minutes Lysosome and Dnase | were added to a final
concentration of 200 ug/m! and 10ug/mi! to further solubllize proteins and to
reduce viscosity, respectively The mixture was incubated for an edditional &
minutes. Cellular dabris was spun down at 27,000 g for 20 minutes. The
supematant was mixed with 2 ml of pre-washed Glutathione Sepharose 4B
resin (Pharmacia) on a shaker ovemight at 4 °C  The resin was spun down at
1,500 g for 15 minutes, packed Into ampty Poly-Praep Chromatography Columns
(Blo-Rad), washed with 30 mL PBS foliowed by 10mL of Factor Xa buffer (1 mM
CaCly, 100 mM NaCl, and 50 mM Tris-HCI, pH 8 0) The peptides were cleaved
off the column with 80 units of Factor Xa (Pharmacia) In 1 mi. of Factor Xa
buffer, ovemight at 4 °C These eluants were then run on e C18 HPLC
{Beckman System Gold), using a 2 mL loop and flow rate of 1 mL/min with the
mxb‘m“rprgmm 5 minutes of Buffer A (0 1% TFA/H;0), 30 minutes of gradlent
io 100% Buffer B {0 1% TFA/ACN), 10 minutes of Buffer A, 10 minutes of
gradient, and 10 minutes of Buffer A. Peak fractions (05 mL each) were
collected and screened by 10-20% Tricine-SDS gel electrophoresis. The identity
of each peptide was confimed by mass spectrometry using the maas predicted
from the amino acld sequence Typlcal yielkds are approximatsly 50 pg free
peptiies per liter of E coll culture Recombinant peptides have been shown to
have the same activities as their synthetic versions.

The following 1able, Table 2, contains some seleciad polypeptides made
according to the Peptide Synthesls protocol discussed above (Example 1), or
recombinantly as deacribed In Example 3.

Y /1
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Table 2
8
ID No
3
38
1 SOGTETSDYSKYLDSRRAGDEVC GR-N 4
G5
627 FIAWLVKGRN ]
G5 HSQGQTF TSDYAKYLDARRAKREFIAWLVKGRG 7
3 HSQGTF TSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGRNAZ | 8
658 HEQOTT ISDYAAYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 ]

Flalksul'RINmchellswamwnhedMMPBs scraped in 20 mM
Hepes-1 mM EDTA-250 mM sucroese buffer containing protease Inhibitors (HES)
and homogent2Bd In & dounce homogentzar followed by repaated resuspension
through a 23 gauge needla. Unbroken cells and nucies were removed by
centrifugation at 500xg for 5 minutes. The peliet was resuspended In HES
buffer using a 23 gauge needle and centrifugation repeated The supematants
from tha two spins were combined and centrifuged at 40,000xg for 20 min The
restiiting plasma membrane pellet was resuspended In HES buffer using a 23
gauge needle followed by a 25 gauge needls Membmanes were stored at —
80°C until use.

RabmucﬂﬂmdaManmmowdmheooMTESbuﬂor(ZOmM

Tris, pH 7 §, 1 mM EDTA, 255mM sucrose containing protease Inhibliors) The

wet weight of the livers was determined and the tlasue minced In 5 volumes of

ice cold TES buffer and a slurry prepared using a polytron. All buffsra and spins

weore kept at 4°C The slurry was further homogenized using three strokes of a
3



FOSNDOT ‘QEL‘EEUB

10

15

30

M38-7288-PROV

handheld dounce homogenizer The homogenate was passed through sevearal
layers of cheesecloth and spun at 25,000xp for 10 minutes. Pellets were
homogentzed in 22 1 ml TES buffer using 10 strokes of a handheld dounce
homogenizer 27 8 mi of 2.4M sucrose in TE was added and mbad well The
homogenate was distributed among several tubes and each fube was overiald
with 7 ml of TES buffer The tubes were spun at 120,000xg for 60 minutes The
plasma membranes were removed from the interface that formaed during the
apin, diluted in TES and concentrated using a 15 minute spin at 200,000xg The
resulling pellet was again homogenized in 8 8 ml TES buffer, combined with
10 3 ml 2 4M sucrose, overiaid with 7 mi TES and centrifuged at 180,000xg for
30 min The plasma membranes wers removed from the interface, diiuted with
TES buffer and collected by centrifugation at 200,000xg for 15 min  The final
peliet was resuspended In TES Plasma membranes were siored at —-80°C untl

ready for usa

Example 8 Prapgration of Rat Hepstocytes

Hepatocytes were Isolated according to a modified procedure of Berry
end Friand (J Cell Biol 43 508 (16080)) A fed male Wiatar rat was anasthetized
with sodium pentobarbitai (556 mg/kg, [ p ) The rat waa placed on its back on the
tray of the liver perfusion apparatus (37°C) and tts imbs were secured with
laboratory tape The vantrical surface was cleanad with 70% alcohol, and the
abdominal cavity was opened with sclasors to expose the fiver, portal vein,
hepatic artery and the posterior vena cava Llgatures wera placed loossly
around the three vesasls A cannula was Inserted into the portal vein and was
secured with the ligature The hepatic artery and the postarior vena cava below
the liver were tied off with the ligatures The perfusion pump was turned on and
the descending aorta was Immedlately severed to allow the buifer to eacape and
to exsanguinats the rat. The chest cavily was quickly opened Ip expose the
heart. A cannuia was inserted inta the suparior vena cava through the heart and
was secured with a ligature to the complate the circulation of buffer through the

M
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liver The liver was perfused with Krebs-Henselelt buffer containing § - 10%
sheep RBC and under constant 95% 02/5% CO2 flow In situ at a flow rate of 14
miminute it was perfused In a non-circulating system for 5 min and then
followad by a re-circulsting systam (with 30mg collagenase) for another 30
minutes. The liver was then removed, minced with acissors Iin a plastic beaker
and fitered through a nylon sieve The hepatocytes were separated from debris
by a series of buffer washings and centrifugations (860 rpm, RT, 80 sac). An
abquot of cella was dliuted with buffer, stained with 0 4% Trypan Biue and
counted The rest of the cells were diluted with buffer to a density appropriate for

each assay

Example 7 Prolocol for Rat |elet Isolation

Sprague Dawley rats (275-320 g) were used as the source of donor
lslots Briefly, the pancreas was filled with 10 mi of coki reconstituted Liberase
RI (Boshringer Manheim), harvested and Incubated with additional 5§ mi enzyme
solution In water bath for3Q_ minutea. Tissue suspansion was washed twice with
cold 10% FBS/Hanks buffer (Gibco), resuspended in 8 ml 26% ficoll (Sigma)
and then layered with 5§ ml each of 23%, 20% and 11% ficoll The lslets In the
20% layer after centrifugation were removed, washed twice with cold 10%
FBS/Hank buffer and resuspended in 10% FBS/RPMI 1640 media (Sigma)

96 well GF/C filtration plates (Millipore, Bedford, MA) were blocked with
0 3% PEi for at least one hour and washed twice with binding buffer consisting
of 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7 5, 1 mg/ml BSA and 1 mg/ml bacitracin 5 pg
of RINmSF cell plasma membranes dlluted in binding buffer ware applied to
each well along with 0 06 uCl %) labeled GLP-1 and peptikie concentrations
ranging from 1x10™™ to1x10° M Following a 80 minute Incubation at room
temperature, the plates were washed 3 imes with ice-cold PBS containing 1

L
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mg/ml BSA. The plates were dried, ecintillant was added to aach well, and cpm
per well determined using a Wallac Microbeta counter '2%] counts botmd to the
membranes at each concentration of peptide were plotied and analyzed by
nenlnear regression using Prizm software to determine the [Cass The
polypeptides of this invention bound o the GLP-1 receptor present in the plasma
membranes leclatad from RINMSF cells with ICgg values of batween 22 nM and
9 8 nM (determined from a minimum of three trials).

Example 9

96 well GF/C filtration plates (Millipore, Bedford, MA) were blocked with
0 1% PEI for at least one hour and washed twice with binding buffer consleting
of 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7 5, 1 mg/ml BSA and 1 mg/mi bacitracin 3 pug
of rat liver plasma membranes diluted In binding buffer were appliled per well
along with 0056 pCl 2% labeled giucegon and peptide concentrations ranging
from 1x10"% t91x10° M Following ™= 80 minuts Incubation at room temperature,
the plates were washed 3 times with ice-cold PBS contalning 1 mg/mi BSA The
platas were dried, ecinfilant was added o each weld, and cpm per wel
determined using a Wallac Microbeta counter '?% counts bound to the
membranes at each concentration of peptida were piotited and analyzed by
nonlinear regression using Prizm software to determine the ICs. The
polypeptides of this invention bound fo the glucagon receptor present in the
plsama membranes Isolated from rat liver with 1Cg values of between 89 3 nM
and 164 1 nM (determined from a minimum of three irials)

RINmMSF cells wers plated In 96-well plates (Costar) at 1.5 x10%cella/well
and grown at 37°C for 24 hours In RPMI 1840, 5% FBS, antiblotic/antimycotic

(Glbco BRL) The media was removaed and the ceills were washed twice with
36

[2¢



TOSOOT 'QE#L‘EEDB

10

15

30

MSB-T2588-PROV

PBS The cells wers Incubated with peptide concentrations ranging from 1x10™'2
to1x10® M In Hepes-PBS contalning 1 % BSA and 100 pM IBMX for 15 min at
37°C The Incubation buffer was removed and ths cells lysed In iysis reagent
provided with the cAMP Scintlllation Proximity Assay (SPA) dirsct screening
assay system (Amersham Phamacla Biotech Inc, Piscataway, NJ) The
amount of cAMP (in pmol) present in the lysates was determined following
inetructions provided with this kit. The amount of cAMP (in pmol) produced at
each concentration of peptide was plotted and analyzed by nonlinear regression
using Prizm software io determine the ECe for each peptide The average
relative potency valus (ratio of the GLP-1 concentration o polypeptide
concentration at 50% response (ECs) x 100, determined from a minimum of
three trials) for GLP-1 receptor activation for the polypeptides of this invention
was betwesn 13.4% and 58 1% The maximum activity Induced ranged from
81% o 118% of the native peptide GLP-1(7-38)amiie (determined from a

minimum of three trials).

Freahly lsolated rat hepatocytes were piated In 98 well plates at 7 5x10*
or 2x10° calisvell in Hepes-bicarbonate-PBS containing 1% BSA and 100 uM
IBMX. Following equilibration at 37°C in a 5% CO./85%0; environment for 10
min, peptide at concentrations ranging from 1x10"" to1x10®* M was added for an
additional 15 min The plates were centrifuged briefty, the incubation buffer was
removed, and the cells lysed In lysis reagent provided with the cAMP
Scintlliation Proximity Assay (SPA) direct screening assay system (Amersham
Pharmacia Biotech inc, Piscataway, NJ) The amount of cAMP (In pmol)
present In the lysate was determined following instructions provided with this kit.
The amaount of cAMP (In pmol) produced at each concentration of peplide was
plotted and analyzed by nonlinear regression using Prizm software to determine
the ECyy for each peptide The average relative potency value (ratio of the

37
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glucagon concentration to polypeptide concantration at 50% response (ECa) X
100, determined from a minimum of three trials) for glucagon receptor activation
for the polypeptides of this Invention was between 0 3 and 3.2%. The maximum
aclivity inducad ranged from 24% o 53% of the native peptide glucagon
(determined from a minimum of three trials) The abllity of the hybrid peptide to
inhibf glucagon activity was measured as foliows Following equiiibration at
37°C In a §% CO85%0; environment for 10 min, 10 uM peptide was added o
the cells followed Immediately by 2 nM glucagon for 16 min The cells were
lysed and cAMP determined as described above After subiracting the amount
of cAMP produced In the unstimulated hepatocytes from each data point, the
percent Inhibition was calculated as followas Percent Inhibition Is the amount of
cAMP produced In the presance of 2 nM glucagon alone less the amount of
CAMP producad in the presence of 2 nM glucagon and 10 uM peptide, divided
by the amount of cAMP produced in the presence of 2 nM ghucagon alone and
multiplied by 100 The average percent inhibition of glucagon activity by the
polypeptides of this invertion was betwm‘*rs.q and 36% (determined from &
minimum of three trials)

Example 12 Maasurame at Hapatocvie

Hepabcyluweraaddadlnbaﬂatbotbmeswanplah(zﬂo'ﬂoo
ulwell) and pre-incubated i a 37°C incubator with constant shaking and under
85% 02/6% CO2 fiow for 10 minutes Hepatocytes were Incubated for another
30 minutes after addition of glucagon with or without peptide Cells were then
lysed with 15% perchioric acid and platea were spun at 2600 rpm, 4°C for 16
min The supsmatant was neutrafized with 1M Trie-HCl (pH 8 0) 2.6 N KOH
(45 56) and spun again The resulting supematant was analyzed for glucose
with hexokinase and glucose-8-phosphate dehydrogenase (Methods of
Enzymatic Analysis, HU Bermeyer, Ed , Academic Prass) and the A340 read
on a fMAX plate reader (Molecular Devicea, Sunnyvale, CA)
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Glucose output was calculated In the following manner after subtracting
the amount of glucose produced In the unstimulated hepetocytes from each data
point, the percent Inhibition was calculated Percent inhibition is the amount of
glucoes produced in the presence of 1 nM glucagon alone less the amount of
giucose produced in the presence of 1 nM glucagon and 100 nM peptide,
divided by the amount of giucose produced in the presence of 1nM giucagon
alone and multipied by 100 Polypeptides of thia invantion Inhibited glucagon
mediated glucose production by 47% as determined from 3 trials

The bl-phasic response of Insulin release ehmulated by polypeptides of
this invention were tested by lelet perfusion Fifty islets were loaded In the
perifusion chamber and perifused with HEPES-KRB containing 3 mM glucose at
37°C After 60 min, isiets were axpoeed 1o buffer contalining 8 mM giucose with
or without peptide (60 nM) and perifused for r 30 min. Fractions of
perifusate were collacted at 1 or 5 minuta intervals for insulln determination
Insulin was measured using an ELISA kit (Alpco Diagnostice, Windham, NH)
Polypeptides of this Invention (50 nM) Increased insulin secretion from perfused
lslets approximately 2-fold, which is equivalent to that achleved by GLP-1 (50

nM).

Example 14 Maag!
Rais

Male Wistar rate were briefly anesthetized with lsofiurane gas, tail bled for
blood glucose using a Glucometer, and then given an Injection into the tall vein
of either vehicla (0.9% saline + 1% human albumin), 0 28nmolkg glucagon,
1nmolfkg polypeptides of this Invention or glucegon + polypeptides of this
invention The anesthesia was withdrawn and the conacious rats wers {all-bled
again after 10, 20 and 30 min Giucose inhibltion was determined by enalyzing

¥
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the area under the giucose curve after subtracting the basal glucoee level
(dAUC) Percent Inhibition s defined as the amount of glucose produced by 0 3
nmolkyg glucagon alone less the amount of glucoss produced by 0 3 nmol/kg
glucagon In the presence of 1 nmal’kg hybrid peptide, divided by the amount of
glucoss producad by 0 3 nmol/kg glucagon alone and multipled by 100

Giucagon alone elevated biood glucose levels whereas polypeptides of
this invention alons had no affect on biood glucose levels. The glucagon-
mediated elevation in biood glucoss was inhibited by 63% by polypeptides of
this Invention as determined In 2 trfals (a minimum of 7 animals per group)

Exampie 16

Male Wistar rats were fastad ovemight and then anesthelized with
lsoflurane gas. The rais were given a tall vein injection of 0 4g/kg of glucoss
plus sither vshicie (0 9% saline + 1% albumin) or inmolkg GLP-1 (positive
control) or nmolkg of the polypeptidss of this The rats were eye-
bled one minute later and the plasma assayed for Insulin Using an ELISA Kit
(Alpco Diagnostice (Windham, NH)) The polypapiides of this Invention
(1nmol/kg) were found to promote insulin secretion 3-4 fold, which Is equivalent
to that achieved by GLP-1 (1nmol/kg)
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FIGURE 1
Peptide | Amino Acid Sequence SEQ
Name ID NO
627 Q AKYLDARRAKEFIAWL R- 8 |
[e]]] HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG 7
(13 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGR-NHZ | 6
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G51 (SEQ ID NO 10)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCCAGGGTACCTTCACTTCCGACTACGCT
AAATACCTGGACGCTCGGCGTGCTAAAGAGTTCATCGCTTGGCTGGTTAAA
GATCGTGBTTAATGAGAATTC
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FIGURE 3. A restriction map of a typical plasmid containing the GST-
peptide fusion.
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Doclor(a)

EMILIO FERRERO

Apoderado(a)

OficdoNo. v 15874

REFERENCIA Radicacién  02-30603
Trimite 002
Evento 001
Actuecion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en of articulo 38 de la
Decisidn 488 de la Comisidn de la Comunidad Andina, ss e comunica que:

- Allegar copla del documentdo en que conste la cesidn del derecho a la patente
otorgado por el inventor al solicitante o a su causants (art. 28-k,Dec 486/2000)

En cumplimeento del articulo 30 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos (2) mesas siguientes a la facha de notificacion del presenis oficio,
complete ios requisitos anteriormente enunclados. En casc de no dar cumplimiento al
presante requerimiento, la soliciiud se considerard abandonada y perderd su prelacién

Notifiquese sf prasents oficio conforme a lo dispuestio en ! numeral 5.2, lieral e), del capitulo
quinto del fitulo primero dg ia Circular Unica No 10 de 2001

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jeofe de ia de Nuevas Creaciones

El anterior requarimiento fus nofificado por fjacién en lista de fecha 07 KOY. 2887
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