, /j ~ ft .
~ i~ Industria y Comercio

(\ SUPERINTENDENCIA
\'/:‘

Delegatura de propiedad Industrial L
Division de N Cre?cio#—

SO&ICITUD

PATENTE DE INVENCION

e, 06- 783

54. TI'TULO AGONISTAS DEL RECEPTOR (VPAC2) DEL PEPTIDO ACTIVADOR DE

LA ADERIEATO CICLASA HIPOFISARTA (PACAP) Y SIS METODOS—

DE USO FARMACOLOGICO

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE BAYER PEARMACEUTICALS CORPORATION

DOMICILIO CONNECTICUT, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

74. APODERADO FMILIO FERRERO

C.C. 438,019 de Usaquén

22. BOGOTA, D. C.,

(FORMA P-10)

9097} -Imprents nacional de Colombia- 2004



CAVELIER ABOGADOS COLO 14125-841-011-9
(T - PETITORIO
Industria y Comercio T —
y UPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI0
SUPERINTENDENCIA ?id-ﬂs-maazu--oomo-oooo d6n

T 11 PATNG24 Dop. 2020 NUECREACIONS
Cve: 379 FASCNACIONALN
A% 411 PRESENTACION Falios: 284
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL 22 —CR-06
SOLICITUD DE:
Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Clcapitulo 1. Capitulo IL.
Nombre: BAYER PHARMACEUTICALS
CORPORATION
sociedad constituida y existents bajo ias leyes
SOLICITANTE :
(1) ::!l eersirt;do de Delaware de Estados Unidos de IDENTIFICACION
c.C. O NIT O
Direccién: 400 Morgan Lane,
West Haven, C.E. O oo [l
. q Connecticut 06516 Cual
' Estades Unidos de América .
Numero
Domicilio: West Haven,
Connecticut,
Estados Unidos de Ameérica
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 C.C. B NIT O
Teléfono: 347 38 11
REPRESENTANTE| - . C.E. ] oreo O
APODERADO Fax: 2118850
E-mail clientes@camyp.com. Cual
Domicilio: Bogotd, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31.929
1. Kevin CLAIRMONT 2. Kevin J.LUMB
@ 80 Merwin Circle, Cheshire, 520 Granite Road,Guilford,
Connecticut 06410, Connecticut 08437,
INVENT R (ES) Estados Unldos de América Estados Unidos de América
y /| (72) 3. Thomas BUCKHOLZ 4. Arthur|. SALHANICK
; 430 Bellevue Road, New Haven,
10 Morahause #wenue. Mifford, Connecticut 06511,
Estados Unidos de América Estados Unidos de América

PCT (86)
@ Solicitud Internacional No. PCT/US2005/002608 Fecha: 27 de enero de 2005
Publicacién Intemacional No. WO 2005/072385 A3  Fecha: 11 de agosto de 2005

TITULO (54)
@ AGONISTAS DEL RECEPTOR (VPAC2) DEL PEPTIDO ACTIVADOR DE
LA ADENILATO CICLASA HIPOFISARIA (PACAP) Y SUS METODOS DE

USO FARMACOLOGICO

@ Clasificaclén Internaclonal (51) A81K 38/00

Pri ridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) NUmero de Solicitud
us 27 de enero 2004 60/539,550
G > £ UG SISO UUS
SI® NoD) uUs 20 de abril de 2004 60/566.499
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Comprobante de pago No.: 06-53.818 Fecha: 17 de julio de 2008

IORR ROR °| ®|

-
-

X |

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen praliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por
el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@E O000 0000 RE

FIGURA CARACTERISTICA

@

Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: EMILIO FERRERO

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

¢MNNY
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacion Intemnacional WO 2005/072385 A3
Descripcién:
Péaginas 38 en el idioma original
Paginas 44 en espafiol
Reivindicaciones: Namero (s) 53
Figuras: Namero (s) 6

2. ] Forma PCT/ISA/210. Informe de Biisqueda Intemacional.

3. X Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE
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REPRESENTACION Y PODER

Yo (nosotros), abajo fimado (s)/1 (we), the undersigned

.§
H
5
|

y FPoder con autenticacién notarial y
para patentes,

, IMarcas
ensefias, nombres de dominio, lemas comerciales, licencias.

i

Represemtation and Fower-ol-Attormey with notarial
anthemtication end Apostille for patents, utility models,

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Au425
Sgq

BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION

400 Morgan Lane
domiciliado (s) en/of West Haven, CT 06516
United States of America

por ¢l presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 331; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa

5535 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en ln Carrers
4a N° 72-35, Bogotd, Colombia, en cbedecimiento a lo dispussto en ¢l
parfigrafo 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero
como principal y los demds como suplentes, en su orden, como mis
{nucstros) representantes en todos los asuntos de propiedad industrial
con facultad paru recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales
o cxtrejudicinles. El primer represontante suplents recmplazark al
principal en caso de ausencia o impedimenio temporal o definitivo de
aquél. La misma regla sc aplicard cuando el segundo represenignie
suplente hayn de reemplazer al primero, o el tercero al segundo. En
tales casos, cl representunte principal, o el primer, o segundo suplente,
en su caso, 0 ombos, declamanin su intencidn de no cjercer la
representacién medinnte doclamcion sutenticada por Notario Piblico en
Colombia, 0 por Notario u otro Funcionario Piblico, o Céasul de

Colombia, en cl extranjero; ¥ si se tratare de impedimento, con el

certificado respective. 51 alguno de los nombrados faltere
itivemente, el siguiente tomark su lugar. Cuando cesare 1a susencia
0 impedimento del representante principal, o de su primero o segundo
suplentes, en su casa, podrén ejercer la representacién, en su arden, uno
u otros segin el caso, asumiéndola por el solo hecho de ejerceria,
cesando en ese momenio el gjercicio de la representacion por el
primero, scgundo o tercer suplente cn su caso.
Ademdis, confiero (conferimas) poder a los abogados arriba nombrados,
parn oblener la proteccidn de mi (nuestra) propiedad indusirial y contra
la competencia desleal, @ cuyo efeclo mitorizo {(amos) & los dichos
apoderados para que me (nos) represenien ante cualesquiern antidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccién, especinlmente ante las del orden
administrative, contencioso- administrativo y judicial, asl como los
tribunales de erbitramento, en todo lo concemiente a los siguientes
asunios: 3) Oblencidn de patcntes de invencién, modelos de utilidad y
disefios indusirinles; el registro de marcns de fiibrica, colectives,
defensivas, de  servicio, lemns comerciales, nombres
comorcinles, ensefins, nombrey de dominio, voriedades vegetales y
denominacioncs de origen; su renovacion, cambio de nombre
o domicilio, cancelncién voluntarig; y el registro ddflicencias de uso de
€308 derechos; b) Las accioncs de competencia desleal, proteccion del
consumidor, oposiciones u observaciones, cancelacidn administrativa y
judicial, nulidad, medidas cantelares, concesidn de licencias, la tutcls,
© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, ipa. 31929;
GONZALQO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 8§32, domiciled at Carrern 4a
N® 72033, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointment, as our representatives for
all industrial property matters with faculty to receive notifications and
to appoint aftomeys in and out of Court, The first altcrnate shall repiace
the principal in casc of his nbsence or of temporal or definitive
impediment. The same rule will apply when the second alternate
representative is to replace the first ane, or when the third is to replace
the first or second altcrnates in their tum, or both of them, second. In
such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their tum, or both of them, shall state their intention not 1o act as
represeniatives through a declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or enother Public Official or a Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the approprinte certificate
dnllmfﬂulfmyofﬂnlppommmbedcﬂnmlymmn

mmmofmy(w)mmm and against the unfair
competition, for which purposc I (we) authorize the said attorncys to
represent me (us) before any authorities or persons, with or without
Jurisdiction, specially those edministrative, administrative contentious
and judicial, as well as before Arbitration Court, in all matters
concerning the following: a) Obtminment of patents, utility models
and industrial designs; the registration of trademarks, collective,
defensive and service marks, slogans, commercinl names, trude
emblems, domain names, vegetal varieties and denominations of origin;
its renewal, mmsignment, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and the registration of licenses of use of the above rights;
b) Actions of unfhir competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, administrative or Court cancellation,
nullity, infringement, granting of licenses, thc action for writ



APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by ELAINE PORTER
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. in the State of Connecticut for the term of July 1, 2001 to June 30, 2006

CERTIFIED

5. at Hartford, Connecticut 6. on February §, 2004

7.by SUSAN BYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut

8. Number : 2004-1177

10. Signature

S ey

Secretary of the State

I .""."‘ L :
URL S ur R0 b
8L 6 JTCSO EDINA §




13 proteccidn de secretos indusiriales, y en general los juicios civiles,

" . panules, administrativos o contenciosoDadminisirativos relacionados

con cstos derachos; acciones y procesos que promovamos 0 ¢ nos

promuevan. 'Y para que cn todos los ssunfos amiba determinados,

pucdan sustituir este mandato, tranaigle, conciliur, sdmitir los hechos

del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de
agantes oficiosos.

&

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil,
penal, and administrative suits relating to thosc rights; sctions and suits
instituted by me {us) or against me (us). And that in all the shave
maiters thcy may mbstitute this Power of Attomey, compromise,
conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and
ratify acis done by representalives without s power of ettomey.

Dado y firmado hoy/Given and signed this 30 January 2004
en/in  West Haven, Connecticut, United States of America

porby  Jeffrey M. Greenman

Asgistant Secretary of Bayer Fharmaceuticals Corporation

Firma/Signature

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-18] (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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— NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO — NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —

CERTI]I'ICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)
Alos 30 dias del mes de  EnETO

de200}  comparecio(eron) amte mi,
Jefquy M. Greenman

ecretarjo Assistente de Bayer Phamaceutf

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)
On this day of Jaruary
200 _4 _ appeared before me

Jeffrey M. Greenman
ca Wxsistant Secretary of Bayer Pharmaceuticals Corporation

Quien{es) conozco persopalmente y que firma(n) este documento on

who(m) I know personally and who(m) signed this document as

representacion de la Sociedad/compaiiia denominada representative(s) of the Corporation/Company named
Bayer Pharmaceuticals Corporation Bayer Pharmaceuticals Corporation
Certifieo: 1 certify:
L hovismloulfmmm 1.That I have seen the following documents:*
1. Certificado de Constituci on de Bayer Pharma-| 1) Certificate of Incorporation of Bayer Pharmacesticals

ceuticals Corporation fechade 14 Nov. 2002;
2. Resolucion de 1a Junta Directiva fechado 1
Enero, 2003

3. Consentimiento escr'ito de *fundador ﬁn1co
de Bayer Phar'maceuti arp? a51on chado

lswmmm pweﬂnn unta 1rect1va
2.1.Que Bayer Pha_rmaceut'icals Corporation
es una Sociedad/Compafiia legalments constituida y existente de
conlasleyssde 1 EStado de Delaware
stados Unidos de America

Corporation dated 14 November 2002;
2) Resolution of the Board of Directors dated | January 2003;
3) Written Consent of the Sole Incorporator of Bayer
Pharmaceuticals Corporation dated 14 November 2002

electing the Board of Directors;
2. That the sbove documents duly prove the following:
2.1.Thet Bqgyer Pharmaceuticals Corporation
is a Corporation/Company legally constituted end in existence
in accordance with the laws af the Stare of Delaware,
United States of America

2.2.Que ol domicilio de dicha Socicdad/Compailia es
400 Morgan Lane, West Haven, Connecticut

2.2.That the domicile of said Corporation/Company is
400 Morgan Lane, West Haven, Connecticut 06516

~T 06516, Estados Unidos de America

United Statez of America

2.3. Que el objeto u objetos para los cualoes se otorga ¢l presente
poder estén comprendidos demtro del objeto social do la
mencionada Sociedad/Compafiia.

24.Que el(ios) Sr.(Srea.) Jdeffrey M. Greenman
esti(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

Ciudad West Haven

Estado CoOnnecticity Estados Unidos de America

2.3. That the purpose or purposes for which the present Power of
Attomey is granted are comprised within the corporation purposes set
forth in the charter of the mentioned Corporation/Company.

2.4. That Mr.(Messrn)  Jeffrey M. Greenman

is(are) authorized to grant the present Power of Atiorey

City West Haven

State  Connecticut, United States of America

.H,,y 30 Enero de 200% 4
NOTARIAL CERTIFICATE
United Siates of America
i 1
ot ew ;
City of West Haven d zg&&;ﬂ
On this the of the month before ms, Notary Publitigmuciicing @ ihi Bcali
Bm hawummtgﬂgcthpa whaum%a Iﬁalbedtoﬂuﬁamgolngmm
authorization, lnmted fa-egamgmrrum ent on behalf of Bayer Pharmaceuticals éapardmu  for the purpases therein aamrmad.

In witness thereof | set my hand.

CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-181 (MINUTA N"12,1.1.2.6 USA)

[NOTARIAL SEAL]



TRADUCCION OFICIAL 031/2004 DE ‘UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPANOL, REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA Y
MEDIANTE EL CUAL BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION EMPRESA
DOMICILIADA EN 400 MORGAN LANE, WEST HAVEN, CT 06516, ESTAD B
UNIDOS DE AMERICA OTORGA PODER A EMILIO FERRERO, TPA 31929,
GONZALO PERDOMO, TPA 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ TPA 23555 Y A
GERMAN CAVELIER, TPA 832. EXPEDIDO Y FIRMADO EL 30 DE ENERO DE
2004 EN WEST HAVEN, CONNECTICUT, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA POR
JEFFREY M. GREENMAN, SUBSECRETARIO DE BAYER PHARMACEUTICALS
CORPORATION. FIRMA: (ILEGIBLE)

CERTIFICADO NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPANOL DE FECHA 30 DE ENERO
DE 2004 POR EL CUAL SE CERTIFICA LA COMPARECENCIA DE JEFFREY M
GREENMAN A NOMBRE DE BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION Y PARA
CERTIFICAR LA EXISTENCIA LEGAL, EL DOMICILIC DE DICHA EMPRESA Y

LA CAPACIDAD DE M. GREENMAN PARA COMPROMETER A DICHA FIRMA. WEST

2004.

RCOMA Comncrag
¥ W TEm y

POR: FIRMADO: PAUL R. BERRY, VICE PRESE

JURIDICOS Y SECRETARIO DE BAYER PHARMACE

o
&5
4

N JUAN MA

H NE T F R
| Uﬂé‘l“fﬁfsﬁo MEDINA
CERTIFICADO NOTARIZ R

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

ESTADO DE CONNECTICUT, CONDADO DE NEW HAVEN

CIUDAD DE WEST HAVEN
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.Hoy 30 de enero de 2004, ante mi, notario piblico practicante en
esta localidad, comparecié Paul R. Berry, conocido mio como la
persona cuyo nombre aparece escrito en el documento precedente, y
quien reconocié ser el vicepresidente, jefe de asuntos juridicos
Yy secretario de Bayer Pharmaceuticals Corporation y que actuando
en calidad de tal y con autorizacién, firmé el documento
precedente a nombre de Bayer Pharmaceuticals Corporation para los
objetivos alli contenidos. En testimonio de lo anterior, firmo:
ELAINE PORTER, notario pfiblico. Sello: ELAINE PORTER, notario
piblico. Mi cargo vence el 30 de junio de 2006.
APOSTILLA:
{Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Estados Unidos de América

Este documento ptGblico

2. ha sido firmado por ELAINE PORTER

3. quien actGa en su calidad de NOTARIO PUBLICO

4. del estado de Connecticut para el perfodo entre el primero

de julio de 2001 y el 30 de junio de 2006.

CERTIFICADO

L]
]

5. en Hartford, Cohnecticut

6. el 5 de febrero de 2004

8. N(mero 2004-1177 u///

9. Sello:'
El sello del estado de Commecticut
10.Firma: Susan Bysiewicz, secretario de estado.

COLO-14125-841-001-0; WPCLO002G. ID 5326

Bogot4, 16 de febrero de 2004. Collede LA\ .
Sinarde Calase Negoms
eTRADUCTOR OVICIAP

san - aeie S0
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9. Seal/Stamp:

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by P. Swain

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C,

6. the seventeenth of July, 2006

7. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 06027432-2

Fernesia T. Crawford
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

July 13, 2006

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
July 28, 200S.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

Certifying Officer




PATENT ASSIGNMENT

Electronic Version v1.1
Stylesheet Version v1.1

SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT
NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT

CONVEYING PARTY DATA

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (203)812-8458

Corraspondence wi¥ be sant via US Mail when the fax atfempt is unsuccessiia.
Phone: (203) 812-6450

Emali: Jil.durante.b@bayer.com

Correspondent Name: Susan M. Pellegrino

Addrass Line 1: 400 Morgan Lane

Addrass Line 2: Law & Patents

Addrass Lina 4; Waest Haven, CONNECTICUT 06518

NAME OF SUBMITTER: Susan M. Pellegrino

Total Altachmenis: 2
source=5188-PCT Scanned Assignment#page1.tif
source=5189-PCT Scanned Assignment#page2.tif

500042192 REEL: 01621 FRAME: 0703
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Attorney Dochet No. S188-PCT

ASSIGNMENT OF INVENTION

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of the sum of one dollar ($1.00)
and for other good and valuable consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,

ASSIGNOR(S):

ASSIGNOR(S):

{olven name followed by family name) citizean(s) of: residing at:
80 Merwin Circle
Cheshire, CT 08410

1) Kevin CLAIRMONT USA Unhed States of America
520 Granite Road
Guilford, CT 08437

2) KsvinJ, LUMB US.A United States of America
10 Morehouse Avenue
Miford, CT 08460

3) Thomas BUCKHOLZ U.S.A. United States of America
430 Bellevue Road
New Haven, CT 08511

4) Arthur i. SALHANICK US.A Unhted States of America

hereby seli{s), assign(s) and transfer{s) to

ASSIGNEE: Bayer Pharmaceutlcals Comporation, 400 Morgan Lane, Wast Haven, Connecticut 06516,
United States of America, a corporation organized under the lsws of the State of Delawara, United States

of America, and ils successors, assigns and legal representatives,

the entire right, title and interest in and to, including the right to claim priorily from, the invention(s)

disclosed in

Intemational Application Number _PCT/IS2005/002609. . . fled on _27 Jenuary 2005 ., which
is entitlied: "Phultary Adenylate Cyclasa Activating Peptide (PACAP) Receptor (VPAC2) Agonists and

Their Pharmacological Methods of Use"

and any legal equivalent thereof in a foreign country,

and in and to all Letiers Patent and equivalents thereof to be oblained for said invention in all countries by
the above application or any continuation, division, renewal, substitute or equivalent thereof, as well as to
any reissue, reexamination, patent term restoration, or equivalent therato.

PATENT
REEL: 016321 FRAME: 0704




RECORDED: 07/28/2006

Attorney Docket No, 5180-PCT

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance has been or
will be made or entered into which would conflict with this assignment, and that ASSIGNEE will, upon
ASSIGNEE’'s mquest, be provided promptly with all pertinent facts and documents relating to said
invention{(s) and said Lelters Patent and legel equivalents as may be known and accessible to
ASSIGNOR, and ASSIGNOR will testify as to the same in any interference, litigation or other proceeding
related thereto, and will promptly executa and deliver to ASSIGNEE or its legal representative(s) any and
all papers, instruments or affidavits required to apply for, obtaln, maintain, lssue and enforce said
application, said invention(s) and said Letters Patent and sak equivalents thereof which may be
necessary or desirable to camy out the purposes thereof.

This assignment is being executed before the filing of the International Application. The
undersigned hereby grani(s) to Assignee the power to insert on this assignment the Intemational
Application Number, filing date, and any further identification which may be necessary or desirable In
order to comply with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recardation of this
document.

IN WITNESS WHEREOF, l/iwe have hereunto respectively set hand and seal on the date(s)
shown below:

L%

NAME OF INVENTOR SIGNATURE DATE (MM/DDIYY)

= T ol fail asS

1) Kevin CLAIRMONT

M [} . 20
2) Kevin J. LUMB %( o S

ZA"Z-..Q/ 21 Tan 2005

Gl othong |25 Tonro6

3} Thomas BUCKHOLZ

4) Arthur 1. SALHANICK

PATENT

REEL: 016321 FRAME: 0705 .




TRADUCCION OFICIAL 203/2006 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN IDIOMA
INGLES REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR OFICIAL
AUTORIZADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 Y
DEBIDAMENTE INSCRITO ANTE EL MINISTERIOC DE RELACIONES EXTERIORES
DE COLOMBIA.
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A QUIENES LLEGUE LA PRESENTE:
DEPARTAMENTO DE COMERCIC DE ESTADOS UNIDOS
OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE ESTADOS UNIDOS
13 de julio de 2006
Por la presente se certifica que la adjunta es una copia veridica
tomada de los registros de esta oficina, de un documento
registrado el 28 de julio 2005.
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PITUITARY ADENYLATE CYCLASE ACTIVATING PEPTIDE (PACAP) RECEPTOR
{VPAG2) AGONISTS AND THEIR PHARMACOLOGICAL METHODS OF USE

[o1] This application claims benefit of U.8. Provislonal Application Serial No. 60/538,550, filad
on January 27, 2004 and U.S. Provisional Application Sarlal No. 60/568,489, flled April 20, 2004,
the contenis of which are Incorporated hemin by refarence In thelr entirety.

FIELD OF THE INVENTION

[0oz] This invention relates to newly identifled polypeptides and the use of such polypeptides for
therapeutic purposes. More particularly, the polypeptides of the present invention are useful In
stimulating the relsase of insulin from pancreatic p-calls In a glucoea-dependent mannar, thereby
providing a treatment option for thoas Individuals affiicted with metabolic disorders auch as
dinbetee or Impalred glucase tolemance, a pradiabedic atate.

BACKGROLUND OF THE INVENTION

{003] Diabetes is characierized by impeired giucose metabolism manifesting itself, among other
things, by an elavated blood glucosa level In the diabelic patlent. Underlying defects lead to a
classification of dlabetes inio two major groupe: type 1 diabetes, or Insulln dependant diabetes
mellitus (IDDM), which arises when patients lack f-cells producing insulln in thelr pancreatic Islets
of Langerhanas; and type 2 diabetes, or non-insulin dependent diabetss mellltus (NIDDM), which
occurs [n patients with an impaired p-cell function and altsrations In Insulin action.

[vo4] Type 1 disbetlc patients are currently treated with insulin, while the majortty of type 2
diabetic patients are treated with agents that atimulate B-cell funciion or with agents that enhance
the tissue sensitivity of the patients towards insuiln. Over ime aimost one-half of type 2 diabetic
subjects lose thelr response to thess agents and then must be placed on insulin therapy. The
drugs presently used to treat type 2 diabetes are described below.

[os] Alpha-glucosidase [nhibitors (e.g.. Precose® {Bayar Pharmaceuticals Corporation),
Voglibose™ (Takeda Pharmaceuticals Company Limtted), and Miglitol® (Bayer Pharmaceuticals
Corporation)) reduce the excurelon of postprandial giucosa by delaying the absorption of glucose
from the gut. These drugs are safe and provide treatment for mild to moderately affected diabetic
subjects. However, gastrointestinal eide effects have been reported In the literature.

o8] insulin sensittzers are drugs that enhance the body's responaa to Insulin.
Thiczolidinediones such as Avandia® (GlaxoSmithidine, rosigittarone) and Actos™ (Takeda
Pharmaceuticals Company Limited, plogiitazone) acivate the percxisome proliferator-activated
receptor (PPAR) gamma subtype and modulate the activity of a sst of genes thet have not baan
well descsfbed. Rezulin™ (Wamner-Lambert Company, trogitazone), the first drug in this clags,
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was withdrewn because elevated liver enzyme levels and drug induced hepatotoxicily. These
hepatic effects do not eppear to be a significant problem In patients using Avandia® and Actos™,
Even 80, lver enzyme tasting ia recommended every 2 months In the first year of therapy and
periodically thereafter. Avandia® and Actos™ geam to be associated with fluld retention end
edema. Another potential alda effect ls walght gein. Avendia® ls not indicated for use with insulin
bacause of concemn about congestive heart fallure,

P071  Ineulin secretagogues (e.g., sulforylureas (SFUe) and othar agents that act by the ATP-
dependent K+ channel) are another drug type presently used to treat type 2 diabeles. SFUs are
standard therapy for type 2 diabetics thet have mid to moderate fasting glycamlia. The SFUs have
limitations that Include a potentlal for Inducing hypoglycemia, walght gain, and high primary and
secondary fallure rates. Tan to 20% of Initally treated patients fall to show a significant treatment
effect (primary fallure). Secondary fallure ls demonsirated by an additional 20-30% loss of
treatment effect after alx mornthe on an SFU. Insulin treatment ls required in 50% of tha SFU
responders after 5-7 years of therapy (Scheen, et al., Diabetes Ras. Clin. Pract. 8:533-543, 1989).

[Po8] Glucophage® (Lipha Corporation, metformin HCI) s a biguanide that lowers blood glucose
by decreasing hepatic glucose output and Increasing peripharal glucose uptake and uilization.
The drug s effective et lowering blood glucose In midly and moderately affected subjects and
doas not have the side effects of weight gain or the potential to induce hypogiycemia. However,
Glucophage® has a number of side effects including gastrointestina! disturbances end lactic
acldosis. Glucophage® Is contraindicated in diabetica over the age of 70 and in subjects with
Iimpairment Iin renal or liver function. Finally, Glucophage® has primary and secondary fallure
rates almiiar to the SFUe.

[eos] Inaulin treetment e Insfituiad after dist, exarclss, and oral medications have falled to
adequately control biood glucose. This treatment has the drawhacks that I [a an Injectable, that it
can produce hypoglycemia, and that it causes welght gain.

[©10] Beacguse of the problems with cumrent treatments, new theraples to treat type 2 digbetes
are neaded. In particular, new treaiments to retain normal (glucoss-depandent) Inaulin sacretfon
are needed. Such new drugs should have the following characteristica: dependent on glucose for
promoling Insuilin sacretion (l.e., produce Insulln secration only in the presance of alevated blocd
glucose); low primary and sscondary fellure rates; and presarving lelat cell function. The strategy
o develop the new therapy disclosed hereln s based on the cyciic adenosine monophosphate
(cAMP) signaling mechanism and (ts effects on Ineulin sacretion.

11] Cydic AMP Is & major regulaior of the insulin secretion process. Elevation of this signaling

molecule promoles the closure of the K+ channals following the aclivation of proteln kinase A

pathway. Closure of the K+ channais causes csll depolerization and subsequent opening of Ca™

channels, which In tumn leads to exocytosis of ineulin granules. Litie If eny effects on Inaulin

secration occurs In the absance of low glucose concentrations (Welinhaus, et al., Diabatas

47:1428-1435, 1898). Secretagogues (ke PACAP (plultary adenyigte cyclase ectivating peptide),
2
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VIP (vasoactive Intsetinal peptide), and GLP-1 (glucegon-ike peptida 1) use the cAMP system to
regulate ineulin secretion In a glucose-depandent fashion (Komatsu, et al., Diabetes 46:1828-
1838, 1667; Fllpenon, at al., Diabetas 50:1858-1988, 2001; Druckar, Endocrinalogy 142:521-527,
2001). Inaulin sacretagogues working through the elevation of cAMP such as GLP-1, VIP, and
PACAP are alao able io enhance insulin synthesis In addltion to Inaulin releese (Skoglund, et al.,
Diabetes 49:1156-1164, 2000; Borboni, et al., Endocrinology 140:5530-5537, 1990).

[012] GLP-1 ls released frofn the intestinal L-cell after a meal and functions as an Incretin
hormone {Le., It potentiates glucose-induced Insulin release from the pancreatic p-cell). Itis a 37-
amino ackd peptids that Ia differentfally axpressed by the glucagon gane, dapending upon tissue
type. The dlinical data that support the beneficlal effect of ralsing cAMP levels In p-cells have
besn collected with GLP-1. Infuslons of GLP-1 in poorly controlied type 2 diabstics normallzad
their fasting blood glucose levels (Gutniak, et al., New Eng. J. Med. 328:1318-1322, 1992) and
with longer Infusions Improved the -cell function to thoae of normal aubjects (Rachman, et al.,
Dighotes 45:1524-1530, 1098). A recent report has shown that GLP-1 Improves the abliity of p-
celis to respond fo glucosa In subjects with impalred glucose tolerance (Byme, et al., Diabates
4T:1250-1285, 1998). All of thess effects, however, are shoriived because of the short half-ife of
the peptide.

3] Amylin Pharmacsuticals hes conductad clinlcal triale with Exendin-4 (AC2083), a 39 amino
acld paptide originally identified In Gila Monster. Amylin has reported that clinical studies
demonsirated improved glycemic control in type 2 diabetic patients treated with Exendin-4.
However, the ncldence of nsussa and vomiting was aignificant

[014] PACAP is a potent stimulator of glucoss-dependent insulin secretion from pancreatic B-
celle. Three different PACAP receptor types (PAC1, VPAC1, and VPACZ) have been described
(Hammar, ef al., Pharmacal. Reviews 50:285-270, 1908; Vaudry, et el., Pharmacol. Reviews
62:260-324, 2000). PACAP dieplays no receptor selectivities, having comparabie activitias and
polencies at all three receptors. PAC1 la located pradominately In the CNS, whareas VPAC1 and
VPAC2 ere more widely disiributed. VPAC1 Is located In the CNS aa well as In liver, lungs, and
Intestine. VPAC2 Is located in the CNS, pancreas, skeletal muscie, heart, kidney, adipose tissue,
testis, and stomach. Recent work argues that VPAC2 la responalble for the insulin secretion from
p-celle (Inagaki, et al., Proc. Naill. Acad. Scl. USA 81:2679-2883, 1664; Tautsuml, et al., Diabstes
51:1453-1460, 2002), This insulinotropic action of PACAP Is mediated by the GTP binding protein
Gs. Accumulation of Infraceliular cAMP In tumn activates the nonselactive cation channaels In p-
calls Increasing [Ca++], and promates exacytoels of Insulin-contalning secretory granules.

[015] PACAP Is the newest member of the suparfamily of metabolic, neuroendocrine, and
neurotransmitier paptide hormones that exart thelr action through the cAMP-mediatad signal
transduction pathway (Asimura, Regul. Peptides 37:287-303, 1862). The blologically active
paptides are released from the blosynthetic precursar In twa molecular forms, elther as a 38-amino
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acld peptide (PACAP-38) and/or ae a 27-amino acld peptide (PACAP-27) with an amidated
carbexyl terminl (Arimura, suprs).

[018] The highest concentrations of the two forms of the peplide are found In the braln and testis
(Arimura, supra). The shorter form of the paptide, PACAP-27, shows 68% efructural homology to
vasoactive Intestinal polypeptide (VIP). However, the distrbution of PACAP and VIP In the central
nervous system suggeats that theee struciurally relatad peptides have distinct neuratransmitter
functions (Koves, et al.,, Neurvendocrinology 54:150-168, 1991).

@171 Recent studles have deamonstrated diverse biological effects of PACAP-38, from a role In
reproduction (McArdie, Endocrinology 135:815-817, 1964) to an ablilty to stimulate Insulin
secretion (Yeda, et al., J. Blol. Chem. 269:1200-1203, 1064). In addition, PACAP appears to play
a role In hormanal regulation of lipid and carbohydrate metaballam (Gray, et al., Mol. Endrocrinal.
15:1738-47, 2001); circadlan function (Harmar, at al., Cell 109: 487-508, 2002); and the immune
systam, growth, snergy homeostasls, and male reproductive function (Asnicar, et al., Endrocrinal.
143:3994-4008, 2002); regulation of appeliie (Tachibana, et al., Neuroedi. Lett. 338:203-208,
2003); as well as acute and chronic inflammatory diseases, saptic shock, and autolmmune
diseases (6.g., systamic lupus erythematoeus) (Pozo, Trends Mol. Med. 8:211-217, 2003).

[18] Vascactive Intestinal peptide (VIP) le a 28 amino acid peptide that was first lsolated from
hog upper amall Intestine (Sald and Mult, Sclence 168:1217-1218, 1970; L1.S. Patent No.
3,879,371). This peplide belongs to & family of structuraily-related, small polypeptidea that
Includes helodermin, sacretin, the somatostating, and glucagon. The blolagical effects of VIP are
maediated by the activation of membrane-bound receptor protelns that are coupled to the
intracsliular cAMP signaling sysiem. These recepiors ware originally known as VIP-R1 and VIP-
R2, however, they were (ater found to be the same recepiors as VPAC1 and VPAC2. VIP displays
comparable aclivities and potencles at VPAC1 and VPAC2

[018] To improve the stabilty of VIP in human lung fluld, Bolin, et al., (Blopolymera 37:57-86,
1905) made & seriss of VIP variants designad to anhanca tha halleal propensity of this pepiide and
reduce protealytic degradation. Substitutions were focused on poettions 8, 12, 17, and 25-28,
which were Implicated to be unimporiant for receptor binding. Moreover, the "GGT" ssquenca was
tagged onto the C-terminus of VIP mutsins with the hope of more effectively capping the hellx.
Finally, to further etabllize the hellx, sevaral oyclic variants were synthesized (US. Patent No.
5,077,418). Although these efforts were not directsd toward receptor selectivity, they ylelded two
analogs that have greatar VPAC? selectivity (Gourlet, et al., Paptides 18:403-408, 1997; Xla, et al.,
J. Pharmecal. Exp. Ther., 281:628-633, 1897).

[020] There axisis & need for improved peptides that have the glucose-depandent Inaulin
sscretagogue activity of PACAP, GLP-1, or Exandin-4, but with fewer side-offects, and preferably
which are stable in formulation and have lang piasma half-lives in vivo. Such Improved In vivo
half-life resutts from peptides with both decreased clearance and decreased susceptabliity to

2
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proteclysis. Furthermore, tighter conirol of piasma glucose lavels may prevent long-term dlabetic
complications. Thus, new dlabelic drugs should provide an Improved quallty of e for patients.

SUMMARY OF THE INVENTION

[©21) This Invention provides novel polypeptides that function in vivo as agoniets of the VPAG2
recapior (hereaftar, VPAC2) and are effective in the treatment of dieeases and conditions that can
be amelloratad by agents having VPAC2 agonlet activity. Preferably, the polypeptides of this
invention are sslective VPAC2 agoniste, having greater potency at VPAC2 than st VPAC1 and
PAC1. For example, but not by way of limitation, these polypeptides stimulate insulln syntheals
and release from pancrestic p-cells In a glucose-dapendent fashion and subsequent plasma
glucose reduction. These secretagogue polypepiides are shown to lower blood glucase in vivo
more than vehicle control upon glucose challenge. Furthermare, the polypeptidee of this Invention
are stable In formulation and have long plasma half4ives and long duration of action i? vivo when
derivatized.

[027] The polypaptides of the present Invention have Improved stabliity to proteolyels by
dipeptidyipaptidase IV (DPP4) and In plasma as compared to PACAP or VIP. While bath VIP and
PACAP27 have been reportad to be resistant to cleavage by DPP4 (Zhu, et al., J. Blal. Chem 278:
22410-22423, 2003), Figure 2a demonstrates that thess peptides are cleaved at longer time
points, while the peplides of the present Invention are reslstant to cleavage at the time points
tested. The derivatives of the present Invention damonsirate an extended duration of action In
vivo, supporting a dosing Interval of less than onoe per day and, once per week or greater when
derivatized.

[023] The polypeptides of the prasent invention provide a therapy for patients with, for axample,
meiabalic disorders such as thoae reaulting from decreased endogeanous Insulin eacretion, for
example, type 2 diabetics, or for paitents with impalred glucose tolerance, a prediabetic state that
has a mid alteration In insulin sacretion. In addition, the polypeptides of the present invention may
be ueaful In tha prevention and/or treatment of gestational diabetee, maturity-onset diabetes of the
young (MODY), (atent autolmmune diabstea adult (LADA), and associated digbetic dyslipidemia
and other diabetic complications, as well as hyperglycamia, hyperinsulinemts, Impalred giucose
tolerance, Impalred fasting glucose, dystipidemia, hypeririglyceridemia, Syndrome X, and insulln
reslstance.

[v241 The palypeptides of the present invention may aiso be utfitzed in the prevention and/or
treatment of obeslty {a.g., regulation of appstits and food Intake), atherosclerctic disaase,
hyperiipidemia, hyparcholesteremia, low HDL levels, hypertension, cardiovascular diseasa
(including athercecierasis, coronary heart diseasa, coronary artery disagss, and hypertsnsion),
cerebrovascular disease and peripheral vessel disease; and for the prevention and/or treatment of
lupus, polycystic overy syndrome, carcinoganesis, and hyperplasia, asthma, male reprodicion
problame, ulcers, sleep disorders, disordaers of lipid and carbohydrale metabollsm, circadian
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dysfunction, growth disorders, disorders of anergy homeostasts, Inmune diseasas including
autoilmmune diseases (e.g., sysiemic lupus erythamatosus), as well as acute and chronic
inflammatory diseases, septic shock, and other conditions identified herein, or function otherwise
as desacribed later harein.

[028] One aspect of the invention ls a palypeptide salected from the group conslating of SEQ ID
NOs: 1 through 148, and fragmenis, derivetives, and vartants thereof that demonetrate at (east one
blological function that Is substantially the same as the polypeptides of the listed SEQ ID NOs.
{collactively, "polypepiidas of this Invantion®), Incdluding functional equivalents thereof. A firther
ambodiment of this Invention s a polypeptide selectad from the group conslsting of SEQ ID NOs: 1
through 37 and SEQ ID NOs: 112 through 148, and fragments, derivatives, and variante thereof
that demonstrale at least one blological function thet is substantially the same as the polypeptides
of tha listad SEQ [D NOa. Another ambodiment of this Invention Is a polypeptide selactsd from the
group consisting of SEQ 1D NOs: 1 through 5 and SEQ ID NOe: 112 through 115, and fragments,
derivatives and variants thereof that demanstrate at least one biclogical function that Is

' substantiglly the same as the polypeptides of the listed SEQ ID NOs. A further embodiment of this
invention Is a polypeptide selectad from the group conalsting of SEQ ID NOs: 1 and 112, and
fregments, derivatives and veriants thereof that demonstrats at jgast ane biological funciian that ls
substantially the same as the polypeptides of the listed SEQ ID NOs.

[oz8] Antibodies and antibody fragrments that eelectively bind the polypeptides of this Invention
are also provided. Such antibodies are useful in detecting the palypeptides of this Invention, and
can be identified and made by procedures well known In the art. A polyclonal N-terminal igG
antibody and a monocional C-termine] Fab antibody have been generated which recognize
polypsptides of this Invention.

[0271 The inverton is also directed to a methad of iresting disbetes, disbetas-related disorders,
and/or other diseasas or conditfons affectad by the polypeptides of this Invention, for example,
effected by the VIPAC2 agonlst function of the polypeptides of this Invention, In a mammal,
compriging administering a therapeutically effective amount of any of the palypeptides of the
presant iInvantion or any polypaptide active at VPAC2 such as SEQ ID NOe: 1 through 148 1o sald
mammal. Also disciosed are methods of making the palypsptides of this Invention.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWING

[028] Figures 1a-1d depict amino acki sequences of polypeptides of SEQ ID NOs: 1 through -
148. SEQ ID NOs: 112-148 refer to pepiides that are PEGylated at the C-terminal cystelne via a
malelmide linkage. The PEG may be of any length, for exampla, a 22 kD linear PEG or a 43 kD
branched PEG or larger. Figure 1o refers to related peptide standards.

[026] Flgure 2e and 2b depict atabiiiy of VPAC2 anslogues to proteciytic cleavage by DPP4.
[P30] Figure 3 depicts cAMP response of cells treated with VPAC peptides.

z7%
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[031] Figure 4a 4b depict a eandwich ELISA assay for detection of peptides.
[©32] Figure Sq, 5b, and 5S¢ demonstrate pharmeacokinetic properties of VPAC peptides.
[033] Figure 8a, 6b, 8¢, and 6d Hustraie /n vivo afficacy.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[034 This Invention provides novel polypaptides, and fragments, derivatives, and variants
thereof that demonstrate at least one biclogical function that Is substantially the same as the
polypeptiies of Figure 1a-1d (collectively, polypeptides of this invention). The polypepiides of this
invention funciion In vivo as VPAG2 agonlsts may be used for the prevention and/or treatment of
such diseases or condltions as diabetes including type 2 dlabetses, gestational dishetes, maturity-
onsst dlabetes of the young (MODY) (Hecman, etal, Dighates 43:40, 1884); latent autolmmune
disbetes adult (LADA) (ZImmet, et al., Disbetes Med. 11:209, 1994); and eesociated disbetic
dyslipidemia and other diabelic compiications, as wall as hyperglycemia, hyperinsulinemia,
impalred glucose tolerance, impelred festing giucose, dyslipidemia, hypertriglyceridemia,
Syndrome X, and Insulln resistance.

[©35] In addition, the polypaptides of the present Invention may also be utiltzed In the prevention
and/or treatment of abeslty {(e.g.. regulation of appetite and food intake), atherosclerotic diseass,
hyperiipidemis, hypercholesteremia, low HOL levels, hypertension, cardiovascular disease
(including athercecierosis, coronery heart disesse, caronary artery dieease, and hypertension),
cersbrovascular diseass and peripheral veasal disease; and for the prevention and/or treatment of
lupus, polycystic ovary syndroms, carcinogenesis, and hyperplasia, asthma, male reproduction
problems Including human sperm motfilty, uicers, sieep disorders, and other conditions !dentifiad
herein, or function ctherwise as described later herein.

[038] Furthermore, the polypeptides of this Invention will etimulate Insulin releass from
pancreatic f-cells in a glucose-dependent fashion. The palypaptides of this invention are also
stable In both aqueous and non-aqueous formulations and exhibit a plasma hatf-life of greater than
one hour, for example, demanstrating a plasma helf-ltfe greater than @ hours.

@37] The polypeptides of this Invention are VPAC2 agonists. They are selective VPAC2
agonists with at least, for emmple, 10-fold selectivity for VPAC2 over VPAC1 and/or PAC1. The
polypeptidea of this invention stimulats Insulin release Into plasma In a glucose-dependent fashlon
without Inducing a stasis or Incresss In the level of plasma glucoss that Is countarpraductive to the
treatment of, for example, fype 2 diabetas. Additionally, the palypeptides of this Invention are
selective agoniats of the VPAC2 receptor, theraby causing, for example, an Increasa In insullin
ralease Into pleama, while being seleciive againet other recepiors that are responalble for such
disagreeable or dangerous skie affects as gesirointestinal water retention, and/or unwanted
cardiovasculer effects such as Increasaed heart rate or blood pressure.
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[038] The polypepiides of this invention are also siabla In aqueous and non-aqueous
formulstions. For axample, the polypeptides of this invention will exhiblt less than 10%
degradation at 37-40°C over a period of one weak, when dissolved In water (st pH between 7-8) or
non-aqueocus organic soivent. Furthermore, compositions and formulations of the preasnt
invantion may comprise polypeptides of the present invention, and one or mere pharmeceutically
accepiable camers, pharmaceutically acceptable diluents, and pharmacsutically acceptable
solvents,

[039] The polypeptides of this invention provide a therapy for patients with decreasad
endogenous Insulin secretion or Impalrad glucoss tolerance, for example, fype 2 diabetes. That is,
the polypeptides of the present invention are long-acting VPAC2 agoniats that may be used to
maintain, improve, and restora glucoss-siimulated neulln secretion. Furthermore, a selective
peptide agonlst of the VPAC2 receptor will enhance glucosa-dependent Insulin secretion in the
pancreas without causing the elde effects assoclated with non-salective activation of the other

PACAP receptors.

40] Ceriain terms used throughout this specification are defined below, and others will be
definad as Infroduced. The single letter abbreviation for a particular amino acid, fts cormesponding
amino acid, and thres letter abbreviation are as follows: A, alanine (ala); C, cysteine (cys); D,
aspariic acld (asp); E, glutamic acid (giu); F, phenylalanine (phe); G, glycine (gly); H, histidine
(his); |, Iscleucine (le); I, lysine (fys); L, leucine (leu); M, methlonine (met); N, asparagine (aen); P,
praiine {pro); Q, glutamine (gin); R, arginine (arg); S, sarine (ser); T, threonine (thr); V, vallne (val);
W, tryptophan (trp); and Y, tyrosine (tyr).

[@41] “Funclional equivalent® and "substantially the same bilological function or activity” each
means that degrea of biological aclivity that ia within about 30% to about 100% or more of that
biological activity demonstrated by the polypeptide to which It s belng compared when the
blologicel aciivity of each polypeptide Is delermined by the same procedure. For example, a
polypeptide that Js functionally aquivalent to a polypeptide of Figure 1 is one that, when tested in
the cyclic AMP (cAMP) scintfliation proximily assay of Example 0, damonsirates accumulation of
cAMP In CHO call line expressing the human VPAC2 raceptor.

(421 The terms “fragment,” “derivative,” and “varilant,” when referring to the polypeptides of
Figure 1, maans fragments, derivatives, and variants of the polypeptides which retaln substantially
the same blological function or activity as such polypeptides, as deacribed further below.

[043] Ananslog Includes a pro-polypaptide which Includes within It, the amino acld sequsnce of
the polypeptide of this invention. The active polypeplida of this invention can be deaved from the
addiional amino acids that complete the pro-polypeptide moleculs by naturel, In vive processes, or
by procadures well known In the art such as by enzymatic or chemical deavage. For example, the
28-amino acid native peptide VIP Is naturally expressed as a much larger polypeptikie which Is
then processed In vivo to releasa the 28-amino acld active mature peptide.
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[044] A fragment Is a portion of the palypaptide which retaine substantially simllar functional
aclivity, as described In the in vivo madels discicaad herein.

[045] A derjvalive includes all modifications to the polypeptids which substantially preserve the
funclions discivesd herein and include additfonal atruchkire and attendant function (e.g., PEGylated
or acelylated polypaptides which have greater haif-iife), fuslon polypeptides which confar greater
half-life, targeting specificity or an additional activity such ae decreased toudcity to an intended
target, as described further balow. :

48] The fragment, derivative, or variant of the polypeptides of the present Invention may be (1)
ane In which one or mare of the amino acld residues ane substituted with a consarved or non-
conservad amino ackd reakiue (preferably a conserved amino acid residue) and such substituted
amino acid reskdue may or may not be one encoded by the genetic code, or (1) one in which one
or moma of the amino acid residues Includes a subsfiiuant group, or (Til) one in which the N-terminal
acetyl group (s replacad with another substituent on one or more of the firet three amine acids or In
which one or more of the first three amino acids Is substituted with a conserved or non-conserved
amino acld resldue (preferably a conserved amino ackd residue) and such substituted amino ecld
residue may or may not be one ancoded by the genetic cods In order fo confer resistance to
proteolysls, or (Iv) ona In which the mature palypeptida Is fusad with ancther compound, such as a
compound o Increass the half-life of the polypeptide (e.g.. polysthyleneglycol or fatly acid), or (v)
one In which the addiional amino acide ere fused to the mature palypeptide, such as a leader or
secretory saquence or a sequenca which (s employsd for purification of the mature polypeptide or
a propolypeptide aequencs, or (v) one In which the polypeptide sequence Is fused with a larger
polypeptide (e.g., human albumin, an antibody or Fc, for increasad duration of effact). Such
fragments, darivatives, and varianis and analogs are deemed to be within the scope of those
aldlad In the art from the teachings herain,

[047] The derivatives of the presant invention may contain conservative amino acid substtiutions
(defined further balow) made at one or more pradicted, preferably noneasential amina acid
residues. A “nonessential” amino acid residus Is a residue that can be altered from the wild-lype
eequence of a proteln without altering the biclogical activity, whereas an "essential” amino acld
residue s required for biological activity. A "conservative amino acid substiution” Is ons In which
the amino acid residue s replaced with an amino acld residue having & simliar side chain,
Famfles of amino acld residues having simier skie chaina have been defined In the art. These
familes Include amino acide with basic side chains (.., lvelne, arginine, histidine), acidic slde
chains (e.g., aspartic acld, glutamie acid), uncharged poler side chelns (e.g., glycine, asparagine,
glutamine, serine, threcnine, tyrosine, cysteine), nonpolar eide chains (e.g., alanine, valine,
isucine, Isoleucine, proline, phenylalanine, methionine, tryptophan), beta-branched side chains
(e.g., threonine, valine, (soleucine) and aromatic elde chalne (a.g., tyrosine, phenylalanine,
fryptophan, histidine). Non-coneervative subsiitutions would not be made for conservad amino
acld residues or for amino acld residues reslding within a conserved protein domaln, such as
residues 19 and 27 where such residues are easential for pratein activity such as VIPAC2 aclivity
]
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andl/or VPAC2 selectivity. Fragments, or biclogically active portions Include palypeptide fragments
sultable for use as a medicdment, to generats antibodies, as a research reagent, and the like.
Fragments include peptidea compriaing amino acld sequences sufficlently aimBar to or derived
from the amino acld sequences of a polypepfide of this invention and exhibiting at least one activity
of that polypeptide, but which Include fewer amino acide than the fulHength polypeptides dieclosed
hereln. Typically, blologically active portions comprise a domaln or motif with at laast one activity
of the polypeptida. A bialogicaily aclive portion of a polypeptide can be a peptide which ls, for
example, five or mare amino acida in langth. Such blologically active portions can be prepered
synthatically or by recombinant techniques and can be evaluatad for one or mare of the functional
activitias of a polypeptide of this Invention by means dlecicsed harain and/or well known In the art.

048] Varlants of the polypeptides of thig Invention Include polypeptides having an amino ecld
soquence sufficlently simllar to the amino eck sequence of the SEQ ID NOs of Figure 1 (a-d)or a
domalin thereof. The term “sufficlently simllar” msans & first amine acki saquance that contalne &
sufficlent or minimum number of identical or equivalent amino ackd residues relative 1o & second
amino acid sequence euch that the firet and sacond amino acld sequences have a common
structural domain and/or common functional activily. For extampls, amino acld sequences that
contaln a common struciural domain that is at least about 45%, about 75% through 88%, ar

_ [dentical are defined hereln as sufficlently simllar. For example, variants may ba sufficlently simllar
o the amino acld sequence of the polypeptides of this Invenilon.

[049] Variants include polypeptides that differ In amino acki sequence due to mutagenesls.
Variants that function as VPAC2 agonists can be Identified by screening combinatorial Ibrarles of
mutants, for eample, truncation mutants, of the polypeptides of this Invention for VPAC2 agonist
achvity.

[030] Moreover, derivatives of the preeent Invention Include mature polypeptides that have been
fused with another compound, such a8 a compound 1o Increasa the half-iife of the polypeptide
and/or to reduce patential mmunogenicity of the polypeptide (e.g., polysthylene glycol, “PEG" or
faity acid). In the of PEGyiation, the fuslon of the polypeptide to PEG may be accomplished
by any means known 1o one sidiled In the art. For example, PEGylation may be accomplished by
firat intraducing a cysteine mutation inta the polypeptide to provide a tinker upan which o attach
the PEG, followed by site-specific derivetization with PEG-malaimkie. As an example, the cysteine
may be added o tha C-terminus of tha peptides (586, #.g., Teutsuml, et al., Proc. Nail. Acaed. Scl.
UBA 97(15):8548-63, 2000; Veroneee, Blomateriela 22:405-417, 2001; Goodsoon & Katre,
Blo/Technology 8:343-348, 1800). In eddition to matelmids, numerous Cys reactive groups are
known fo those skllled In the art of protein croeslinking, such as the use of alkyl halides and vinyl
sulfones (sse, e.g., T. E. Creighton, Proteins, 2™ Ed., 1803). In addition, the PEG may be
Introduced by direct attachment to the C-terminal carbaxylats group, to the side chaln of an C-
terminal, to an intemal amina acld such as Cys, Lys, Asp, or Glu, or to unnatural amino ackis that
conialn eimiar reactive side chaln molaties.

10
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[051] The linker between the PEG and the peptide crossiinking group may be varled. For
axample, the commercially avallable Cys-reactive 40 kDa PEG (mPEG2-MAL; Nektar, San Carlos,
CA ) employs a maleimide group for conjugation to Cys, and the meleimide group Is atiachad to
the PEG via a linker that contalna a Lys. As a second exampie, the commerclelly evallable Cys-
reactive 43 kDa PEG (GL2-400MA; NOF, Tokyo, Japan) empioys a maleimide group for
conjugation to Cys, and the maleimide group Is attached to the PEG via a bisubstituted alkane
linker.

[082] The present invention exampilifies, but s not limited to, the use of Cys as a crosslinking
slie. It Ia wall known that other moleties present in amino aclds such as the N-terminal amino
group, the C-terminal carboxylats, and the slde chalna of amino aclds such as Lys, Arg, Asp, Glu
provide reactive groups that provide moleties sultable for covalant modification and attachment to
PEG. Numerous axamples of sultable crossiinking agents are known to those skilled (n the art
(ses, 6.g., T. E. Creighton, Proteins, 2™ Ed., 1893). Such croaalinking agents may be linked to
PEG as exampliified, but not fimited to, by commercially avallable PEQ derivatives contalning
amines, aldehydes, acetals, maleimkie, succinimides, and thiols that are markatad, for example,
by Nektar and NOF (e.g., Harris, et al., Clin. Pharmokinet, 40, 538-551, 2001).

[0535] The invention aleo provides chimeric or fusion polypeptides, The polypepiides of this
Invention can be composed of amino acids joined fo each ather by peplide bonds ar modified
peptide bonda (l.e., peptide Isosteras), and may contaln amino acide other than the 20 gene-
encoded amino ackds. The palypeptides may be modified by elther natural proceases, such as
positranaistional processing, or by chemicel modification techniques which are well known In the
art Such modifications are weall deacribed In basic texts and In more detalled monographs, as wall
as In repearch [lterature. Modifications may ocour anywhere in a polypaptide, including the paptide
backbone, the emino acld side-chains and the amino or carboy terminl, It will be appreciated that
the same type of modification may be presant In the same or verying degrees at savaral sites In a
given polypeptide. Also, a given palypeptiie may contatn many types of modificationa.
Polypeptides may be branched, for example, 88 a result of ubiquitingtion, and they may ba cyclic,
with or without branching. Cyelle, branched, and branched cyclic polypeptides may result from
postiranalation natural processes or may be made by synthetlc methods. Modifications Incdude
acetylation, acylation, ADP-ribosylation, amidation, covalent attuchment of flavin, covalent
attechmant of a heme molaly, covalent attachment of a nucleatide or nudleotide derivative,
covalent attachment of a lipid or [ipid derivative, covalent ettachment of phosphotidyiinoaltol, cross-
iinking, cycitzation, disulfide bond formation, demethylation, formation of covalent croas-inks,
formation of cystelne, formation of pyroglutamats, formulation, gamma-carboxylation,
glycosylation, GPl anchor formation, hydroxylation, lodination, methylation, myristoyiation,
axidstion, pegylation, proteclytic procasaing, phoaphorylation, prenyletion, recamization,
salanoylation, sulfation, transfer-RNA mediated addition of amino acids to proteins such es
arginylation, and ublquitination (see, e.g., P D g olecula arties
E. Creighton, W.H. Freeman and Company, Nchork(ﬂUG).W
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Modificetion of Proteins. B. C. Johnson, ed., Academic Press, New York, pgs. 1-12 (1883); Selfter,
et al., Meth. Enzymol 182:626-848, 1990; Ratian, et al., Ann. N.Y. Acad. Scl. 863:48-62, 1802).

[°84] Tha polypeplidas of the present invention include the polypeptides of Figure 1a-d (SEQ ID.
NOs: 1 through 148), as wall as thosa sequances having Insubstantial variations In saquence from
them. An “Insubstantial variation® would include any sequence addition, substitution, or deletion
variant that maintains substantially at lsast one biological function of the palypeplides of this
Invention, for example, VPAG2 agonist activity, selective VPAC2 agonist aciivity, or insulin
secroting activity demonetrated herein. These funciional equivalents may Include polypeptides
which have st least about 80% Identity, st lsast 85% Identity, or et least 97% Identity to the
polypeptidss of Figure 18-, and also include portions of such palypeptides having substantially
the same biological activity. However, any polypeptide having insubstantial variation In amino acid
saquence from the polypeptides of Figurs 1a-d that demonstrates functional equivalency aa
described furthar herein Is Included In the description of the prasant Inverdion.

o335 As known In the art, "simllarity” between two polypeplides may be detarmined by
comparing the amino acld saquence and its conservad amino acld substitutes of ane polypeptide
Inﬂtoaequmofalacondpolypept[da Such consarvaiive subetiztions include those described
above and by Dayhoff (The Atigs o ‘ ance and Structure 5, 1678), and by Argos
(EMBO J. 8:778-785, 1889). Formnplo.amlmacldabdomlnabmeufﬂnibllwlmgmupa
represent consarvative changes;

- ala, pro, gly, gin, asn, eer, thr;

- cys, ser, tyr, thr;

-val, le, lou, met, ala, phe;
- lys, arg, his;

- phe, tyr, trp, his; and

- asp, glu.

[054] The polypeptidas of this invention may be a product of chamical synthetic procedures and
a8 guch, an kalated or purified palypeptide of this invention, or biologically active portion thareof,
may be substantially free of chemical precureora or other chamicals when chemically synthesized.
For axample, an lsolated polypaptide of this Invention may have less than about 30% (by dry
weight) of non-polypaptidas, or contaminating, material, Whan & paptide of this Invention la
produced by chamical synthests, the preparations may contain isas than about 30% by dry weight
of chemical precursors or non-nvention chemicels.

{6571 The polypeptidesa of thie invention may ba conveniently isolated as deecribed in the
spacifiic ampies below. A preparation of purified polypeptide Is, for axample, at least about 70%
pure; or about 85% through about 89% pure. Purily of the preparations can be assessed by any
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means known in the ert, such as SDS-polyacrylamide gal electrophoresie and mass
spectroscopyiuld chromatography.

[058] Also provided are related peptides and compounds (e.g., small molecule) within the
underetanding of those with skill in the art, such as chamical mimetics, organom!mefics, or
peptidomimetics. As used haraln, the terms “mimetic,” "paptide mimetic,” “peptidomimetic,”
“arganomimatic,” and "chamical mimetic” are Intended to ancompass peptide darivatives, paptide
analogs, and chemical compounds having an arrangement of atoms In a three-dimenslonal
orlentation that Is equivalent fo that of a paptide of the present invention. It will be underatood that
the phrase "equivalent io" as used herein Is intended to encompass peptides or compounds having
subsiitution(s) of certain atoms, or chemical moleties In seld peptide, having bond lengths, bond
angles, and arrangements In the mimelic compound that produce the same ar sufficlently aimilar
arrangement or orlentation of sald atoms and moleties to have the blological function of the
paptides of the Invention. In the peptide mimetics of the Invention, the three-dimensional
amangement of the chemical constituents s etructurally and/or functionally equivalent to the three-
dimensional arrangement of the peptkie backbone and componant amino acld aldachalns In the
peptide, resulting In such paptido-, organo-, and chemical mimatica of the peptides of the
Invention having substantial blological activity. Thesa tarms are ussd according to the
understanding in the art, as llustrated, for example, by Fauchere, (Adv. Drug Res. 15:20, 1988);
Veber & Frekdinger, (TINS p.382, 1885); and Evans, et al., (J. Med. Chem. 30:1229, 1087),
incorporated herein by referanca.

[058] It Is understood that a pharmacophore exdsts for the biclogical activity of each paptide of
the Invention. A pharmacophore Is understood In the art as comprising an idealtzed, three-
dimensional definition of the stnictural requiraments for biological activity. Pepiido-, organo-, and
chemical mimetica may be designed to fit each pharmacophors with curment computer modeling
software (computer alded drug design). Sald mimetice may be produced by structure-function
analyals, based on the positional Information fram the substiiuent atoms In the peptides of the
Invention.

[ve0] Peptides as provided by the Invention may be advantageously synthestzad by any of the
chemical synthesle techniques known In the art, perticularly solid-phase synthesls tachniques, for
axample, using commerclally-avallable automated peptide syntheeloare. The mimelics of the
presant invention may be eynthesized by salld phase or solution phase meathods conventionally
used for the synthesls of peptides (aee, 6.g., Memifiaid, J. Amer. Chem. Soc. 85:2140-54, 1083;
Carpino, Acc. Cham. Res. 6:191-88, 1973; Blr, Aspecis of the Menifield Peptide Synthesls,
Springer-Verlag: Heldelberg, 1978; The Peptides: Analysls, Synthesis, Blology, Vois. 1, 2, 3, and
5, (Gross & Mainhofer, ads.), Academic Press: Naw York, 1979; Stewart, at al., Solld Phase
Paptide Synthesis, Znd. ad., Plerca Cham. Co.: Rockford, ill., 1884; Kent, Ann. Rav. Blochem.
$7.957-89, 1888; and Gregg, et al., Int. J. Peptida Protaln Res. 55:161-214, 1890, which are
Incorporated hereln by reference In thelr entirety).
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[o81] For @xample, solld phase methodology may be used. Briefly, an N-protected C-terminal
amino acid residue is {inked to an Insoluble support such as divinylbenzene cross-linked
polystyrene, polyacrylamide resin, Kiesslguhr/polyamide (pepeyn K), controlled pore gless,
celluloss, polypropylene membranes, acryllc acid-coated polyethylene rods, or the [kke. Cycles of
deprotection, neutraltzation, and coupling of successive protacted amino acld derivatives are used
to link the amino acids from the C-terminus sccording to the amino acld sequence. For some
synthelic peptides, an FMOC stralegy using an acid-senalive resin may be used. Solld supports
in this regard are divinylbernzene cross-linked polystyrene reains, which are commercially avallable
in a variety of functionalized forms, Induding chioromethyl realn, hydroxymethyl resin,
paraacetamidomethyl resin, berzhydrylamine {(BHA) resin, 4-methylbenzhydrylamine (MBHA)
resin, codme resins, 4-alkoxybanzyl alcohol resin (Wang resin), 4-(2',4'-dimethoxyphenyl
aminomethyl}-phencxymethyl resin, 2,4-dimethoxybenzhydryl-amine resin, and 4-(2'4'-
dimethoxyphanyl-FMOC-amino-methyl)-phenaxyacetamidonorieucy-MBHA resin (Rink amide
MBHA resin). In addition, acid-sensitive resins also provide C-terminal acids, If destred. A
protacting group for alpha amino ackis s base-lablle B-iuarenyimathaxy-carbonyl {(FMOC).

[082] Suitable protecting groups for the side chaln funclionalifes of amino acids chemically
compatible with BOC (t-butylaxycarbonyl) and FMOC groupe are well known In the arit. When
uelng FMOC chemisiry, the following protected amino acid darivatives are praferred: FMOC-
Cye(Trit), FMOC-Ser(But), FMOC-Asn(Trit), FMOC-Leu, FMOC-Thi(Trit), FMOC-Val, FMOC-Gly.
FMOC-Lys({Bac), FMOC-Gin(Trft), FMOC-Glu{CBut), FMOC-HIs(Trit), FMOC-Tyr(But), FMOC-
Arg(PMC (2,2,6,7,8-pentamethyichroman-8-suifonyl)), FMOC-Arg(BOC),, FMOC-Pro, and FMOC-
Trp{BOC). The amino acid residues maey be coupled by using a variety of coupling agents and
chemietries known In the art, such es direct coupling with DIC (dilsopropyl-carbodiimide), DCC
{dicyciohexylcarbodlimide), BOP (berzotriazoivi-N-oxytriadimsthylaminophoaphonlum hexa-
fluorophoaphate), PyBOP {(benxotriazole-1-yi-my-trie-pyrrolidinophosphonium hexaflucro-
phosphats), PyBrOP (bromo-tris-pymralidinophosphonium hexafluorophosphate); via parformed
symmedrical anhyxdrides; via active esters such as pentafluorophenyl esters; or via performad
HOB! (1-hydraxyberzotriarole) active ssters or by using FMOC-amino acid flucride and chiorides
or by using FMOC-amino acid-N-carboxy anhydrides. Activation with HBTU (2-(1H-benzotriazole-
1-¥i),1,1,3,3-etramethyturonium hexaflucrophosphate) or HATU (2{1H-T-aze-benzciriazole-1-
y1).1,1,3,3telramethyluronium hexafluoro-phosphate) in the presence of HOBt or HOAt (7-
azahydraxybenziriazle) Is preferred.

[0e3] The solld phese method mey be carrted out manuslly, although automated synthesls on a
commaearclally avallable peptide syntheatrsr (a.9., Appliad Blosystems 431A or the lIke; Applied
Blosystems, Foster City, CA) may be used. In a typical synthesls, the first (C-terminal) amino acid
Is loaded on the chiorotrityl resin. Successive deprotection (with 20% piperidina/NMP (N-
methylipyrrolidonae)) and coupling cycles acconding to ABI FastMoc protocols {(Applied Bloaystems)
may be used to generata the papiida sequenca, Double and triple coupling, with capping by acetic
anhydride, may slso be used.
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[084] The synthetic mimetic peptide may be cleaved from the resin and deprotected by
treatment with TFA (irifiuoroacetic acid) containing appropriaie scavengers. Many auch cleavage
reagents, such as Reagent K {(0.75 p crystalfiine phenol, 0.25 mL ethanedithiol, 0.6 mL thicanisole,
0.5 mL delontzed water, 10 mL TFA) and others, may be usad. The paptide may be separated
from the reain by filtration and isolated by ether preciptation. Further purification may be achleved
by conventional methods, such as gal fitration and reverse phase HPLC (high performance liquid
chromatography). Synthetic mimatica according to the present invention may be In the form of
pharmaceuticelly accaptable salis, espacially base-addition salts Including salts of organic bases
and Inorganic bases. The base-addition salts of the acklic amino acid residuas may be prepared
by freatment of the paptide with the appropriata base or Inorganic base, according io procadures
well known to those skllled In the art, or the desired salt may be obiained directly by lvophiitzation
of the appropriale base.

[8s] Generally, those ekdlied In the art will recognize that peptides as describad hereln may be
modified by a variely of chemieal techniques o produce peptides having essentially the same
activity as the unmodified peptide, and optionally having other desirable properties. For ecample,
carbaxylic acid groups of the pepiide may be provided In the form of a salt of a pharmaceutically-
accepisble cation. Amino groups within the peptide may be In the form of a pharmaceutically-
scceptable acld addition salt, such as the HCI, HBr, acetie, banznic, toluane sulfonic, malels,
tartaric, and gther organic salts, or may be converted to an amide. Thiols may be protectad with
any one of a number of well-recognbmd protecting groups, euch as acetemide groups. Those
skilled In tha art will also racognize methods for Infroducing cydlic structures Into the peptides of
this Invention so that the native binding configuration will be more nearly approximated. For
example, a carboxy! tarminal or amino terminal cysteine residue may be added to the peptide, so
that when oxidized the peptide will conteln a disulfide bond, thareby generating a cycilc peptide.
Other peptide cycilzing methads includa tha formation of thicathers and carboxyl- and amino-
tsrminal amides and estara.

[0s6] Specifically, a variety of techniques are avalable far constructing peptide derivativee and
analogs with the aame or aimilar desirad biological activity as the comespanding peptide but with
mora favomable activity than the peptide with reapect to solubliity, stabiitty, and susceptibiity to
hydrolysia and proteclyels. Such darivatives and anslogs include peptides modified at the N-
terminal amino group, the C-terminal carboxyl group, and/or changing one or maora of the amikio
Iinkages in the peptiie to & non-amida linkage. It will be undarstood that two or more such
modifications may be coupled in one peptide mimetic structure {e.g., modification at the C-tarminal
carboxyl group and Inclusion of a -CHz- carbamate linkage between two amino aclds In the
peptide).

[0e7] Amino terminus modifications include alkylating, acetylating, adding a carbobanzoyl group,

and forming a succinim!da group. Specifically, the N-terminal amino group may be reacted fo form

an amide group of the formula RC{O)NH— whare R ! alkyl, for exampls, a lower alkyl, and Is

added by reaction with an acld hallde, RC{O)CI or acld anhydride. Typically, the reaction can be
18
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conducted by contacting about equimolar or excess amounts {(a.g., about 5 equivalents) of an acld
hafkie to the peptida in an nert diluent {e.g., dichloromethene) prefarably contalning an axcess
{s.g., about 10 equivalents) of a tertiary amine, such as dliisopropylethylamine, to scavenge the
acid generated during reaciion. Reaciion conditions are otherwiss conventional (6.g., room
tempenature for 30 minutes), Alkylation of the terminal amino to provide for a lower atkyl N-
substitution followed by reaction with an acld helide as deacribed above will provide an N-alkyl
amide group of the formula RC{O)NR-. Altamsatively, the amino tarminus may be covalently linked
to succinimide group by reecfion with succinic anhydride. An approximataly equimolar amount or
an excaess of succinic anhydride (e.9., about 5 equivalenis) Is usad and the terminal amino group Is
converted o the succinimide by methods wall known in the art inciuding the use of an excess (e.g.,
10 squivalanis) of a teriary amine such as diisopropylethylamine in a sultable inert solvent (e.g.,
dichioromethans), as described In Wollenberg, et al., (U.S. Patent No. 4,812,132), and le
Incorporated hereln by reference In s entirety. it will also be undearstood that the succinic graup
may be substituted with, for emmmpla, a Cx- through Ce- alkyl or —SR substitusnts, which are
praparad In a conventional manner to provide for substiiuted succinimide at the N-tarminus of the
peplide. Such alkyl substttuents may be prepared by reaction of a lower olefin {Cx- through Ce-
alkyl) with malelc anhydride in the manner described by Wollenberp, et al., supra., and —SR
substituents may be prepared by reaction of RSH with maleic anhydride where R s as defined
above. In another advantageous embodimant, the amino terminue may be derivatized to form a
benzyloxycarbonyl-NH- or a substiuted benzylaxycarbonyl-NH— group. This derivative may be
produced by reaction with appraximetely an equivalant amount or an excees of benzyloxycarbonyl
chioride {CBZ-CI), or a aubstiiuted CBZ-CI In a sultable Inert dliluent (e.g., dichioromethana), for
@ample, contalning a tertiary amine to scavenga tha acki generstex during the reaction. [n yet
another derivative, the N-terminus comprises a sulfonamide group by reaction with an equivalent
amount or an exxcess (e.g., 5 equivalentis} of R-S(0%Cl In a sultable Inert diluent
(dichioromethane) to convert the terminal amine info a aulfonamide, where R ls alkyl and
preferably lower alkyl. For example, the Inert diluent may contaln tortlary emine (e.g., 10
equivalents) such as diisopropylethylamine, to scavenge the acld ganerated during reaction.
Reaction conditions are otherwise conventional {e.g., room temperature for 30 minutas).
Carbamate groups may be produced st the amino terminus by reaction with an equivalent amount
or an axcass (e.g., S equivalents) of R—-OC({O)Cl ar R—OC(0)OCH—p—NOy (n & sultable inert
diluent (a.g., dichioromethana) to convert the tarminal amine Into a carbamate, where R is alkyl,
praferably lower alkyl. For exampie, the Inart diuent may contaln an excess (s.g., about 10
equiveients) of a tertiary amine, such aa dllsopropyisthylamine, to scavange any acld generated
during reaction. Reaction conditions are otherwisa conventional (e.g., room temperature for 30
minutes). Urea groupa may be farmad at the amino tarminus by reaction with an equivalent
amount or an exceas (e.g.. 5 equivalents) of R~N=C=0 in a sultable Inert dliuent {(e.g.,
dichioromethane) to convert the terminal amine Into a urea (i.e., RNHC(O)NH-) group where R Is
as dafined above. For example, the Inert diuant may contaln an exceas (e.g., about 10

2o



WO 2005/072385 PCT/US2005/002609

squivalents) of a tertiary amine, such as dilsopropyietiylamine. Reaction conditons are otherwiss
corventicnal {a.g., room temperature for about 30 minutes).

[es] In praparing peptide mimetica wharein the C-terminal carbaxyl group may be replaced by
an ester (8.9, ~C(O)OR where R ls alkyl and preferably lower alkyl), reains used to prepare the
peptide acids may be employed, and the side chain protected peptide may be cleavad with a bass
and the appropriate alcohol {e.g., methanol). Side chaln protecting groupe may be removed In the
usual fashion by treatment with hydrogen flucride to obtain the desired ester. In preparing peptide
mimetice wherain the C-terminal carbaxyl group Is repiaced by the amide —C{O)NRaR,, a
benzhydrylamine resin le used as the solid support for pepitde eynthests. Upon completion of the
synthaesls, hydrogen fiuoride treatment to reisase the peptide from the suppoart results directly in
the free peptida amide (l.e., tha C-terminus ls —~C{O)NH;). Alternatively, use of the
chioromethylated resin during peptide eynthesis coupled with reaclion with ammonia to deave the
side chain protactad peptide from the suppart ylelds the frea peptide amide, and reaction with an
alkylamine or a dialkylamine ylelds a side chain protected alkylamide or dialkylamida {).e., the C-
tarminus ls —~C(O)NRR;, where R and R, are alkyl and preferably lower alkyl). Sida chain
protection le then removed In the usual fashlon by treatment with hydrogen fluoride to give the free
amides, alkylamides, or dialkylamides.

[088] In ancther altemnative ambodiment, the C-terminel carbeoeyl group or a C-terminal ester
may be induced fo cycilze by displacement of the —OH or the ester (—~OR) of the carboxyl group or
estar, respectively, with the N-terminal amino group to form a cyclie peptide. For example, after
synthesis and cleavage to give the peptide acld, the free acld s convarted in solution to an
activated aster by an appropriate carboxyl group activator such as dicyclchexylcarbodiimide
(DCC), for exampie, iIn methylane chioride (CH,CL,), dimethyl formamide (DMF), or mixiures
thereof. Tha cydlic peptide la then formed by displacement of the activated estar with the N-
terminal amine. Cyciization, rathar than polymerization, may be enhanced by use of very diule
soluitons according fo methods wall known In the art.

[o70] Peptide mimetics as understood in the art and provided by the invention are structurally
simller to the peptide of the invention, but have ane or more peptide linkages optionelly replaced
by a linkage salectad from the group conaslsting of: —CHgNH—, —CH3S~, —CHzCHx—, —CH=CH-(In
both cls and trans conformers), ~COCHy—, —CH(OH)CH; —, and —GH;SO—, by methods known In
the ert and further described In the following references: Spatola, Chemisiry and Blochemistry of
Amino Acids, Peplides, and Protelna, (Welnstein, ed.), Marcel Dekker: New York, p. 207, 1983;
Spatola, Paptide Backbone Modifications 1:3, 1983; Morley, Trende Pharm. Scl. pp. 463-468,
1880; Hudson, et al., Int. J. Pept. Prot. Reas. 14:177-185, 1979; Spatola, et al., Life 8cl. 38:1243-
1248, 1888; Hann, J. Chem, Soc. Perkin Trans. | 307-314, 1882; Aimquist, et al., J. Med. Chem.
23:1362-1308, 1680; Jennings-White, st al., Telrahedron Lelt. 23:2533, 1582; Szelke, ot al.,
EP045685A; Holladay, et al., Tetrahedron Lett. 24:4401-4404, 1883; and Hruby, Life Scl. 31:189-
169, 1882; each of which Is incorporated heraln by reference. Such peptide mimetics may have
significant advantages over polypeptide embodiments, including, for example, more economical to
17
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produce, having greater chemical etablitty or enhanced pharmacological properties (such as half-
Iife, absarption, potency, efficacy, efc.), reduced antigenicily, and othar propertios.

[071] Mimetic analogs of the paptides of the Invention may aleo ba obtained uelng the principles
of conventional or rational drug design (see, e.g., Andrews, et al., Proc. Alfred Barzon Symp.
28:145-165, 1990; McPheraon, Eur. J. Blochem. 189:1-24, 1890; Hal, et al., in Molecular
Racognition: Chamical and Blochemical Problems, (Roberts, ed.); Royal Soclety of Chomistry; pp.
84-83, 1980a; Hol, Arznelrh-Forech. 39:1018-1018, 108ab; Hol, Agnew Chem. int. Ed. Engi.
25:767-778, 1988; tha disclosures of which are hereln Incorporated by refsrence).

[072] In accordance with the methods of conventional drug design, the desired mimetic
molecules may be obtalned by randomly teating molacules whose structures have an etiribute In
common with the structure of a "native” papiide. The quantitative contribution that resulis from a
changa In a particular group of a binding molecule may be determined by measuring the biologlcal
activity of the putative mimetic In comparison with the activity of the peptide. In one embodiment
of retlona! drug design, the mimetic is designed to shara an etiribule of the most stable three-
dimenslonal conformation of the paptide. Thum, for axample, the mimetic may be desighed to
possess chamical groups that are ordanted In a way sufficient to causa lonie, hydrophobic, or van
der Waala Interactions that are simllar to thoss exhibited by the peptides of the Invention, as
disclosed haraln.

[@©73] One msthod for parforming rational mimatic deslgn amploys 8 computer eystem capable
of forming a reprasentation of the three-dimensalonal structure of the peptide, such as those
exampiifiad by Hol, 1685a; Ho!, 1988b; and Hol, 1886. Molecular structures of the peptido-,
organo-, and chemical mimetics of the peptides of the invention may be produced using computer-
gsalstad design programe commercially avallable In the art. Examples of such programs Include
SYBYL 6.5, HQBAR™, and ALCHEMY 2000™ (Tripoa); GALAXY™ and AM2000™ (AM
Technologles, Inc., San Antonlo, TX); CATALYST™ and CERIUS™ (Molecutar Simulations, Inc.,
San Diego, CA); CACHE PRODUCTS™, TSAR™, AMBER™, and CHEM-X™ {Oxford Molecular
Products, Oxford, CA) and CHEMBUILDER3D™ (intaraciive Simulations, inc., San Diego, CA).

[074 The paptido-, organc-, and chemical mimetics produced using the peptidea dlsdosed
hereln using, for xample, art-recognized molecular modaling programs may be produced using
conventional chemical synthetic techniques, and designed to accommodats high throughput
screaning, Including combinatorial chemistry methods. Combinatorial mathods usaful In the
production of the peplido-, organo-, and chemical mimetics of the Invention Inciude eclid-phase
syntheals and combinatorial chemlstry arrays, as provided, for example, by SIDDCO (Tuacon,
Arizona); Tripos, Inc.; Calblochem/Novablocherm {San Diego, CA); Symyx Technalogles, Inc.
(Banta Clara, CA); Medicham Research, Inc. (Lemont, IL); Pharm-Eco Laboratories, Inc.
(Bethiehemn, PA); or N.V. Organon (Oss, Netheriands). Combinatortal chemistry production of the
peptido-, organo-, and chemical mimetice of the Invention may be produced according to methods
known In the art, including, but not limited to, techniques disclosed In Terrett, (Combinatorial
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Chemistry, Oxford University Press, London, 1998); Gallop, et al., J. Med. Cham. 37:1233-51,
1904; Gordan, et al., J. Med. Cham. 37:1385-1401, 1984; Look, et al., Bloarg. Mad. Chem. Lalt.
8:707-12, 1996; Ruhland, et al., J. Amer. Chem. Soc. 118: 2534, 1008; Gordon, et al., Acc. Chem.
Res. 29:144-54, 1996; Thompson & Ellman, Chem. Rev. 88:555-6800, 1808; Fruchtsl & Jung,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35:17-42, 1886; Pavia, "The Chamical Generation of Molecular
Diversity”, Network Sclencs Canler, www.nelacl.org, 1895; Adnan, et al., “Solld Suppart
Combinatorial Chemistry In Lead Discovery and SAR Optimization,” Id., 1895; Davies and Briant,
*Combinatorial Chemistry Library Design using Pharmacophore Diverslty,” Id., 1885; Pavia,
“Chamically Generated Screening Libraries: Present and Future,” Id., 1966; and U.S. Patants,
Nos. 5,880,872; 5,483,564; 5,331673; and 5,573,005.

[078] The newly synthestzed palypeptides may be substantially purified by preparative high
performancs liquid chromatography (see, e.g., Creighton, Proteins: Structuree And Molecular
Principles, WH Freaman and Co., New York, N.Y., 1883). The compaosition of a eynthetic
polypeptide of the presant Invention may be confirmed by amino acid analyais or sequancing by,
for example, the Edman degradation procedure {Crsighton, suprs). Additionafly, any portion of the
amino acld sequence of the polypeptide may bs altered during direct synthesls and/or combined
ualng chemical methods with sequences from other proteins to produce a variant polypeptide or a

fusion polypeptide.

[076] Alsa inciuded In this invention are antibodies and aniibody fragments that selactively bind
the polypeptidee of thie Invention. Any type of anibody known In the art may be ganerated using
methods well known In the art. For example, an antibody may be generatad to bind specifically to
an apliope of a polypeptide of this Invention. "Antibody” as usad harein includes Intact
immunogiobulin moisculas, as well as fragments thereof, such as Fab, F(ab);, and Fv, which are
capable of binding an epliope of a polypeptkie of this invention. Typically, at least 8, 8, 10, or 12
contiguous amino acids are required to form an epliope. However, apitopes which involve non-
contiguous amino ackis may require more amino aclds, for example, at teast 15, 25, or 60 amino
aclds,

{771  An antibody which spedifically binds to an epltope of a polypeptide of thie Invention mey be
used therapsutically, as well as In Inmunochemicsl assays, such a8 Westemn biote, ELISAs,
radioimmunoassays, Immunohistochemical assays, Inmunoprecipitations, or other
immunochemical assaya known In the art. Various iInmunoassays may be used to ldentify
antibodles having the desired specificity. Numerous protocols for competitive binding or
immunorediometric assays are well known In the art. Such Immunoassays typically involve the
measuremant of complex formation between an Immunogen and an antibody which apecifically
binds o the Immunogen. '

[078] Typieslly, an antibody which specifically binds to a polypeptide of this Invpntion provides a
detaction signal at least 5-, 10-, or 20-fold higher than a detection aignal provided with other
proiaine when used in an Immunochemical assay. Preferably, antfbodles which specifically bind to
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a polypepikie of this invention do not detact other proteins In Immunochemical asaays and can
Immunopracipliate a polypeptide of this Invention from solution.

78] Puolypeptides of this Invention, or fragments thereof, may be used to Immunkze a mammal,
such as a mouse, rat, rabbit, gulnea pig, monkey, or human, io produce polyclonal anttbodies. If
desired, a polypepltide of this invention or a fragmaent thereof may be conjugated to a carrler
pmhln.sudmsbwlr!ammamumln. thyroglobulin, and kayhole limpet hemocyanin. Depending
on the hbst species, various adjuvants can be tsed to Increase the Immunological reeponse. Such
adjuvants Include, but are not limited to, Freund’s adjuvant, mineral gels (s.g., alumlnum
hydraxida), and surface active substances {e.g., lyaolecithin, pluronic polyols, polyanions,

peptidas, oll amulsions, keyhole limpet hemocyanin, and dinttrophenol). Among adjuvants usad In
humans, BCG (bacilll Caimetia-Guerin) and Corynebacterium parvum are especially uesful.

[0s0] Moncclonal antibodies which specifically bind to a polypeptide of this Invention or a
fragment theraof may be prepared using any technique which provides for the production of
antibody molecules by continuous cell lines In culiure. These techniques Include, but are not
limited to, the hybridoma technique, the human B call hybridoma technique, and the EBV
hybridoma technique (Kohler, et al., Nature 258:485-87, 1885; Knzbor, et al., J. Immunol. Methods
81:3142, 1985; Cote, at al., Proc. Natl. Aced. Scl. 80:2026-30, 1983; Cole, et el,, Mol, Call Blal.
62:108-20, 1884).

[©81] In additjon, techniques developed for the production of “chimeric antibodtes,” the splicing
of mouse antibady genes to human antibody genes to obtain a malecule with appropriate antipen
specificity and blological activity, may be ueed (Morrison, et al., Proc, Natl. Acad. Sol, 81:6851-65,
1984; Neuberger, et al., Nature 312:604-08, 1884; Tekeda, et al., Nature 314:452-54, 1685).
Manocional and other antibodies afso can be *humantzed” to prevent a peffent from mounting an
immune responee against the antibody when k& & used therapeutically. Such antibodies may be
aufficiantly similar In sequence to human antibodise to be used directly In therapy or may require
alteration of a few key residuss. Sequence differences between rodent antibodies and human
sequences may be minimized by replacing resldues which differ from those In the human
sequences by slie directed mutagenesls of individual residues aor by grating of antira
complemantarity detarmining regions. Altemnatively, humanized antibodles may be produced using
recombinant methods (see, 8.¢., GB21886388). Antibodles which specifically bind {o a
polypeptide of this Invention may contaln antigen binding sites which are elther partially or fully
humantzed, as dieclosed in U.S. Patent No. 5,585,332,

[vez] Altemnatively, techniques deacribed for the production of single chaln antibodies may be
adapted using methods known In the art to produce single chaln antibodies which spacifically bind
fo a palypeptide of this invention. Antibodias with related specificity, but of distinat idiotyplc
compoaition, can be generated by chaln shuffiing from random combinatortal immunogiobin
ibraries {Burton, Proc. Natl. Acad. Scl. 88:11120-23, 1991).
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[0a3] Single-chain antibodies also may be constructed using a DNA ampilfication method, such
as PCR, uaing hybridoma cDNA es a template (Thirian, et el., Eur. J. Cancer Prev. 5:507-11,
1998). Single-chain antibadies cen be mono- or bl-epecific, and can be bivalent or tetravalent.
Construction af tetravalent, bi-specific single-chain anttbodies Is describad, for example, in Coloma
& Morrison (Nat Blotechnol. 15:156-83, 1997). Construction of bivalent, bispecific single-chaln
antibodles !s described In Mallender & Voss (J. Blol. Chem. 266:188-2086, 1694).

o34 Anrnucleciide sequence ancoding a single-chain antibody may be constructad using
manual or automated nudeotide synthesis, cioned Into an expreasion construct using standard
recombinant DNA methods, and Introduced Into a call to expreas the coding sequence, as
described beiow. Altematively, single-chain antibodies can be produced directly uaing, for
aexample, flamentous phage technology (Verhear, et al., Int. J. Cancer 61:497-501, 1865; Nichalls,
et al., J. Inmunol. Meth. 165:81-81, 1983).

[©8s] Antibodies which specifically bind to a polypeptide of this Invention may also be produced
by Inducing In vivo production in the lymphocyte population or by scresning immunogiobulin
libraries or panals of highly spacific binding reagents as disciosed In the iiterature (Orland, et al.,
Proc. Natl. Acad. Scl, 88:38333-37, 1.939: Winter, et al., Nature 348:253-88, 1991).

[088] Cther types of antibodies may be consiructed and used tharapeutically in methods of the
invention. For example, chimeric antibodiea may be consiructed as dlecicsed in WO 83/08151.
Binding proteina which are derived from immunoglobulins and which are multivalent and mult-
specific, such as the "diabodies” also can be prepered (sse, 6.g., WO 94/13804).

[Ee71 Human antibodies with the abllity to bind to the polypeptides of this Invention may also be
Identified from the MorphoSys HUCAL® Iibrary as follows. A polypeptide of this Invention mey be
coated on a microtiter plate and incubated with tha MorphoSys HUCAL® Fab phage Ibrary. Those
phage-inked Fabs not binding to the polypeptide of this Invention can be washed away from the
plate, leaving only phage which fightly bind to the polypepiide of thia Invention. The bound phage
can be sluted, for example, by a change In pH ar by eiution with E. coll and amplfied by Infaction
of E. coll hosts. This panning process can be repeated once or twice to enrich for a population of
antibodles that tightly bind to tha polypeptide of this invention. Tha Fabs from the enriched pool
are then expressad, purified, and ecreaned In an ELISA assay.

ss] Anthbodies according to the Invention may be purified by methods well known Iin the art.
For exampie, antibodiea may be affinity purified by passage over a column to which a polypeptide
of this Invention ks bound. The bound antibodies can then be eluted from the column using a
buffer with a high ealt concentration.

[088] As usad harein, various terme are defined balow.

[©80] Whaen Introducing elements of the present Invention or the preferred embodiment(s)
theracf, the articles "a," "an,” "the,” and "sald” are Intanded to mean that there are one or more of
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the elements. The terms “comprising,” “Iincluding,” and "having® are Intended to be Inclueive and
mean that thers may be additional elements other than the listed elaments.

[@91] Tha term "subject” as used harelin Includes mammals (e.g., humans and anfmals).

[82] The term “treatment” includes any process, action, application, therapy, or the ks,
wharein a subject, Inciuding a human baing, is provided mexical ald with tha object of Improving
the subjact's condition, directly or indirectly, or slowing the progreesion of a condition or disorder in
the subject.

[©e3] The term “combination therapy” or “co-therapy” means the administration of two or more
therapetutic agents o treat a condition and/or disorder. Such adminlsiration encompasses co-
administration of two or more therapeutic agents in @ substantially simultaneous manner, such as
In a single capeule having & fixad ratio of active ingradients or in multiple, separate capsules for
aach Inhiblior egent. In eddition, such administration encompasses use of each type of

therapeutic agent In a sequential manner.

[os4] The phrase “therapeutically effective” means the amount of each agent administered thst
will achleve the goa! of Improvemant in a dlabetic condition or disarder severity, while avoiding or
minimizing adverse eide effects associated with the given therapeutic treaiment.

[oe5] The term "pharmaceutically acceptable® means that the subject iem !s appropriate for use
In a phermacsutical product.

[oss] The polypepiides of the presant invention, es a result of the abllity to stimulete Insulln
secretion from pancreatic lalet calls In vitro, and by causing a decrease In blood glucoss In vivo,
may bs amployed In treatment dlabetas, including typs 2 diabetes (non-insulin depandent diabetes
mailltus). Such freatmant may also delay the oneet of dieshates and diabelic complications. The
polypeptides may be usad to prevent subjects with impaired glucose tolerance from proceeding to
develop type 2 diabetea. Other diseasea and conditions that may be treated or prevented using
peptidas of the invention in methode of the invention Include: Maturity-Oneet Diabetes of the
Young (MODY) (Herman, et al., Diabetes 43:40, 1864); Latent Autoimmune Diabetes Adult (LADA)
{(ZImmet, et al., Disbatea Med. 11:289, 1664); Impaired glucose tolerance (IGT) (Expert Commitiea
on Classification of Diabetes Mellltus, Diabetes Care 22 (Supp. 1):85, 1099); impaired fasting
glucosa (IFG) (Charles, et al.,, Disbetes 40:708, 1881); gastaiional diabetes (Metxger, Dlabetes,
40:187, 18681), and metaballc syndrome X

[087] The polypeptides of the present invention may also be effective In such disarders as
obeslty, and In the treatment of atherosclerotic dissass, hyperlipidemia, hypercholesteremia, low
HDL levels, hypertension, cardiovascular disease (Including atherobcleroals, coronary heart
disease, coronary artery disease, and hypertension), cerebrovascular disease and peripheral
vessel disease; and for the treatmant of lupus, polycystic ovary syndrome, carcinogenesis, and
hyperplasia, asthma, male repraduction problems, ulcers, sleep disorders, disorders of lipld and
carbohydrats metabollam, clreadian dysfunclion, growth disarders, disorders of energy
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homeostasis, Immune diseases Including autoimmune diseases (e.g., systamic lupus
erythematosus), as well as acute and chronic Inflammatory diesasee, and septic shock.

[ves] The palypaptides of the present invention may aleo be useful for freating phyaiologicel
disorders related to, for exampie, cell differentiation to produce lipld accumulating cslle, regulation
of insulin sensitivily and blood glucose lavels, which are Involved In, for example, abnormal
peancreatic f-cell function, Insulin secreting tumars and/or autolmmune hypoglycemia due to
sutoantibodies to Insulln, autoantibodias to the Inaulin receptor, or autcantibodies that are
stimulatory to pancreatic f-cells), macrophege differentiation which leads to the formation of
atherosclerotic plaques, Inflammatory reaponsa, carcinogenesis, hyperplasia, adipocyte gene
expression, adipocyte differentiation, reduction In the pancreatic p-cell mass, Insulin sacretion,
tiesue sensitivity to insulln, liposarcoma call growth, polycystic ovarlan diseass, chronic
anovulation, hyperandrogenism, progeaterone production, stervidogenesis, redox potential and
oxidative stress In cells, nitric cxde synthase (NOS) production, Increased gamma glutamyl
tranepeptidase, catalase, plasma iriglycerides, HDL, and LDL cholesterol levels, and the like.

[099] The polypeptidas of the invention may aiso be used In methods of the Invention to treet
sacordary causes of diabetes (Expert Committes on Classification of Diabetes Mellltus, Diabetes
Care 22 {(Supp. 1):85, 1889). Such secondary causes Include glucocorticold excess, growth
hormons axcess, pheochromocytoma, and drug-induced diabates. Drugs that may induce
diabetes includs, but are not limited to, pyriminil, nicotinic acid, glucocorticolds, phenytoln, thyrold
hormone, p-adrenergic agents, a-interfaron and drugs used to treat HIV Infection.

{100 In addition, the polypeptides of the Invention may be usad for treatment of asthma (Bolin,
ot al., Blopolymer 37:57-66, 1885; U.S. Patent No. 5,677,419; showing that polypeptikie R3P0 Is
active In relaxing guinea pig tracheal smooth muscis); hypotanaion induction {VIP induces
hypotension, tachycardla, and faclal flushing in asthmatic patients (Morice, et al., Peptides 7:279-
280, 1988; Morice, et al., Lancet 2-1225-1227, 1883); male reproduction problems (Slow, et al.,
Arch. Andral. 43(1):67-71, 1909); as an anti-apoptosis/neuroprotective agent (Brenneman, et al.,
Amn. N, Y. Acad. Scl. 865:207-12, 1988); cardioprotection during lschemic eventa ( Kalfin, et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther. 1268(2):652-8, 1964; Das, et al., Ann. N. Y, Acad. Scl. 885:287-308, 1898),
manipulation of the circadien clock and (s assockted disorders (Hamar, ot al., Cell 109:487-508,
2002; Shan, et al., Proc. Natl. Acad. Scl. 87:11575-80, 2000), and finally aa an anfi-ulcer agent
(Tuncel, et al., Ann. N. Y. Acad. Scl. 885:300-22, 1888).

[1011 The palypeptides of the present invention may ba used alone or In combination with
additlonal tharaplas and/or compounda known to those skilled In the art In the treatmant of
diabates and related disorders. Alternatively, the methods and polypeptides described harein may
be used, pertially or completaly, In combination therapy.

[10Z] The palypepiides of the Invention may alao be adminiatered In combination with ofher
known theraplea for the treatment of diabetse, including PPAR egonists, sulfonylurea drugs, non-
sulfonylures secretagogues, a-giucosidase inhibltors, ineulin seneitizers, Insulin secratagogues,
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hepatic glucoss output lowering compounds, Insulln and anti-cbealty drugs. Such theraples may
be adminlstaraed prior to, cancurrently with or following adminietration of the polypeptides of the
Invention. Insulin ncludes both long and shart acting forms and formulations of Ineultn. PPAR
agonist may include agonlets of any of the PPAR subunits or combinations thereof. For example,
PPAR sgonist may Includa agonists of PPAR-a, PPAR-y, PPAR-5 or any combination of two or
three of the subunits of PPAR. PPAR agonists Includa, for example, rosigitazone, troglitazone,
and ploglitazone. Sulfonylurea drugs include, for eccample, glyburide, glimeplride, chiorpropamide,
tolbutemide, and gliptzide. a-glucosidase inhibitors that may be useful In treating diabetes when
administerad with a polypeptide of the Invention Include Precose®, Migittol®, and Vogilbosa™,
Inaulin senaitizars that may be useful In treating disbetes Include PPAR-y agoniste such as the
glitazones {e.g., trogiitazone, pioglitazone, englitazone, MCC-555, rosigitazone, and the tke);
biguankies such as metformin and phenformin; protein tyrosine phosphatase-1B (PTP-1B)
inhibitors; dipeptidy] peptidase 1V {DP-IV) Inhibitors; end thlazolidinediones and non-
thiazolldinediones. Hepetic giucoss output lowering compounds that may be usefud in treating
diabeies when administered with a polypeptide of the Invention include metformin, such as
Glucophage® and Glucophage XR®. Insulin secretagogues that mey be useful In treating
diabetes when administered with a polypeptide of the invention Include sulfonylurea and nan-
sulfonylurea druge: GLP-1, GIP, secretin, nateglinide, megfitinide, repagiinids, gilhenclamide,
gimepiride, chicrpropamide, glpizide. GLP-1 includes dertvatives of GLP-1 with longer half-ives
then native GLP-1, such as, for example, fatly-acid derivetized GLP-1 and exendin. [none
embodimant of the invention, polypeptides of the Invention are used In combination with insulin
secratagoguss o increass the sensitivity of pancrestic p-cells to the Insulln secretagogue.

[103] Polypeptides of the Invention may aiao be usad In mathodes of the kwention in combination
with anti-obeslty drugs. Ant-obesity drugs Indude p-3 agonists; CB-1 antagonists; neurapeptide Y
Inhibitors; appetite suppressants, such as, for example, albutramine (Meridia®, Abbolt
Laeboratories); and llpase Inhibitors, such es, for example, orlistat (Xanical®, Roche
Pharmacsuticals).

[1o4] Polypeptides of the Invention may also be used In methads of the Invention In combination
with drugs commonly used to treet lipid disorders in diabetic patients. Such drugs include, but are
not limitad to, HMG-CoA reductasa Inhibitors, nicotinic acid, lipid lowering drugs (e.5., stanol
esters, sterol glycosides such as tiqueside, and azetidinones such ss azetimibe), ACAT inhibltars
{such as avasimibe), blle acki sequestrants, blle acld reuptake Inhibitore, microsomal triglyceride
transport Inhibltors, and fibric acki derivatives. HMG-CoA reduciass Inhibltors Include, for
axampla, lovastatin, simvastatin, pravastatin, fiuvastatin, atorvastatin, rivastatin, itavastatin,
cerivastatin, and ZD-4522. Fibric acid derivatives Includa, for exampie, clofibrate, fencfibrate,
bezafitrate, cprofibrate, beclofibrats, etofibrate, and gamfibroxdl. Sequastrania Include, for
axample, cholestyramine, colestipal, and dialkylemincalkyl dertvetives of a cross-linked dextran.
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[108] Polypepiidas of the Invantion may also ba used in combination with ant-hypertensive
druge, such as, for axample, p-biockers and ACE Inhibltors. Examples of addiional antl-
hypertansive agents for usa In combination with the polypeptides of the present Inventlon Include
calclum channel blockers (L-type and T-type; e.g., diitiazem, verapamill, nifedipina, amiodipine and
mybefradil), diuretics (e.g., chlorothlazide, hydrochlorathlazide, flumethlazide, hydroflumethlazide,
bendroflumethiazide, methyichiorothiazide, trichloromethiezide, polythiazide, benzthlazide,
sthacrynie acld tricrynafen, chiorthalidons, furosemide, musoclimine, bumetanide, trlamtrenens,
amiloride, apironolactons), renin inhibltors, ACE Inhibitors {e.g., captopril, zofenopi, fosinopr,
enalapril, ceranoprll, cllazopril, delapril, pentopril, quinapril, ramiprl, lisinoprl), AT-1 receptor
antagonists (e. g., losartan, irbesartan, valsartan), ET recepior antagonists (e.g., staxsentan,
atreentan, neutral endopeptidass (NEP) inhibliors, vasopepsidase Inhibltora (dual NEP-ACE
inhibtors) (a.g., omapatrilat and gemopatrilat), and niirates.

[108] Such co-thamples may be adminisiered in any combination of two or more drugs (e.g., a
polypeptide of the Invention In combination with an Insulln sensitizer and en ant-obesity drug).
Such co-therapies may be adminiatarad in the form of pharmaceutical composiiions, es describad
above.

[107] Based on well known assays used to determine the efficacy for freatment of conditions
identified above In mammals, and by compearisan of theses resulis with the results of known
medicamenta that are usaed o treat thesa condttions, the effective dosage of the polypeptides of
this invention can readlly be determined for treatmert of each dealred indication. The amount of
the active ingredient (e.g., polypeptides) to be administered in the treatment of one of these
condltions can vary widely according to such considerations as the particular polypeptide and
dosage unit employed, the mode of edminleiration, the period of treatment, the age and eax of the
patiant treated, and the nature and extent of the condition treated.

[105] The total amount of the active ingredient o be administered may generally range from
about 0.00001 mg/kg to about 1 mp/kg, and preferably from sbout 0.0001 mg/kg to about 0.1
mg/kg body weight per day. A unit dosage may contain from about 0.01 mg to about 20 mg of
active Ingredient, and may be adminlstered ona ar more times per week. The weekly dosage for
adminkstration by Injection, including intravenous, intramuscular, subcutanecus, and parenteral
injections, and use of infusion techniques may ba from about 0.0001 to about 0.1 mg/kg. The dally
rectal dosage regimen may be from 0.001 to 1 mg/kg of tota!l body weight. The transdermal
cancentration may be that required to maintsin a dally dose of from 0.001 to 1 mg/kg.

[108] Of course, the specific initial and continuing dosage regimen for each patient will vary
accarding to the nature and severity of the condition as determined by the aettending diagnostician,
the activity of the epecific polypeptide employed, the age of the patient, the diet of the patient, time
of adminletration, route of adminisiration, rate of excretion of the drug, drug combinations, and the
Ike. The desired mode of treatment and number of doses of a polypeptide of the present Invention
may be ascertained by those skilled In the art using conventional treatment tests.
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[110] The polypeptides of this invention may be utiitzed to achleve the dasired pharmacalogical
effect by adminlstration to a patlant in need tharecf In an appropriaiely formulated pharmacoutical
composition. A patient, for the purpose of this invention, Is a mammal, Indluding a human, in need
of treatment for a particular condition or dizease. Therefore, the present Invention Includes
pharmaceutical compositions which are comprised of a pharmacettically accapiable canfer and a
therapeutically effective amount of & polypeptide. A pharmaceutically accaptable carrer ls any
camiar which [s reletively non-toede and Innocuous to a patient at concentrations conalstent with
affactive activily of the active Ingredient so that any side effacts ascribable 1o the camier do not
vitlate the baneficlal effects of the active ingredient. A therapeutically effective amount of &
polypeptide ls that amount which producea a result or exerts an influsnce on the particular
condition being treated. The polypeptides described herain may be administered with &
pharmaceutically-accepiable camier using any effacive convantional dosage unit formae, including,
for example, Inmediate and timed relaase preparations, crally, parentarally, topieally, or the llke.

[1111 The polypeplides of thia Invention may be adminietered parertarelly, that is, intravencusly,
Iinframuscularly, intarperifoneally, or, preferably, subcutaneously, as injeciable dosages of the
polypeptide in a physiologically acceptable diluent with a pharmaceutical carrier which maybe a
aterile liquid or mixture of Iguids such as water, saline, aquacus daxtrose and related sugar
solutions; an aicohol such as ethanol, lsopropanol, or hexadecyl alecohol; glycols such es
propylena giycol or polyethylene glycol; glycerol ketals euch as 2,2-dimethyl-1,1-dioxclane-4-
mathanol, ethers such as poly{ethyleneglycol) 400; an ofl; a falty acid; a fatty acld ester or
glyceride; or an acetylated fatly acid glyceride with or without the addliion of a pharmaceutically
accepiable surfactant such a8 a soap or a datargent, suspending agent such as peciin, carbomers,
methyceliuloss, hydroxypropyimethyicallulosa, or carbaymethyicellulose, or emulsifying agent
and other pharmacsatical adjuvants.

[117] Husirative of olls which can be used In the parenteral formuiations of this Invention are
those of patroleum, animal, vegetsble, or eynthetic origin, for example, peanut oll, soybean all,
sesame of, colionseed oll, corn ofl, olive ol, psirolatum, and mineml oll. Suitable faty acids
incude cleic acld, steario acld, and leostearic acid. Sultable faity acid esters are, for axample,
ethyl oleate and lsopropyl myristate. Sultable soaps inciude fatty alkall metal, ammanium, and
tristhanolamine salts and suitable detergents Include cationic detergents, for example, dimethyl
dlalkyl ammonium halkies, alkyl pyridinium halldes, and alkylamine acetates; anionic detergents,
for axample, alkyl, aryl, and olefin eulfonatas, alky!, olefin, athar, and monoglycerkie sulfatas, and
sulfosuccinates; nonlonic detergents, for exampile, fatly amine oxides, fatty ecid atkancolamides,
and polyaxyethylenepalypropylene copolymere; and amphoteric detergents, for example, alkyl-
bata-aminopropionstes, and 2-alkylimidazoline quarternary ammonium salts, as well es mbdures.

[113] The pareniaral composltions of this invention may typlcally cortaln from about 0.5% to

about 25% by welght of the active Ingredient In solution, Preservatives and buffers may also be

used advantageously. in order to minimize or eliminate initation at the sits of Injection, such

compositions may contaln a nor-onlc surfaciant having a hydrophlle-ipophlle balance (HLB) of
»
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from about 12 to about 17. The quantity of surfactant in such formulation ranges from about 5% to
about 15% by weight. The surfactant can be a aingle component having the above HLB or can be
& mbdure of two or more components having the desired HLB,

[114] Hustrative of surfactants used In parenteral formulations are the class of polyethylene
sorbitan fatty acid esters, for axample, sorbiian monooleate and the high molscular weight adducts
of sthylsne cxdde with a hydrophabic baee, formad by the condensation of propylens codde with
prapylene glycal. ‘

[116] The pharmaceutical compositions may be in the form of sterlle Injeciable aqueous
suspensions. Such suapansions may be formulated according to known melthods using sultable
dispersing or walting agants and suspending agents such as, for xample, sodium
carbaxymethylcelulose, methyiceliulose, hydroxypropyimethyl-callulose, sodium alginate,
polyvinylpyrrolidone, gum tregacanth and gum acacls; disperaing or wetting egents which may be
a naturally ocourring phosphatide such as lecithin, a condensation product of an alkylene cdde
with a falty acid, for example, polycxysthylens stearate, a condensation product of ethylens codde
with a long chain aliphatic alcohal, for example, heptadecasthyleneaxycetandl, a condensation
product of ethylene oxide with a partial ester derived form a fatly acld and a hexdtol such s
polyoxyethylene sorbitol monooleats, or a condensation product of an ethylene axdde with a partist
ester derived from a fatty acid and a hexitol anhydride, for axampls polyoxysthylene sorbitan
monooleats.

[116] The sterlle Injectable preparation may also be a sterile injectable solution or suspansion In
a non-toxic parenterally acceptable diuent or solvent. Diluents and solvents that may be
empioyed are, for sxample, watsr, Ringer’s salution, and Isotonic sadium chioride solution. In
addition, sierle ficad offs ara conveniionally employed as solvents or suspending media. For thia
purpose, any bland, fivad oll mey be empioyed inckiding synthetic mono or diglycerides. In
addttion, faity aclds such as olelc acid may be used In the preparation of injectables.

[117] A compoaltion of the Invention may also be administerad in the form of suppositories for
rectal administration of the drug. These compositions may be prepared by mixing the drug (e.g..
polypeptide) with a sultable non-iritation exciplent which le eolld at ordinary tempearatures but
liquid &t the rectal temperature and will therefore melt In the rectum fo release the drug. Such
material are, for example, cocoa buiter and polyathylene glycol.

[118]1 Another formulation empioyed in the methode of the prasent invention emplays
transdermal dellvery devices ("patches®). Such transdermal paiches may be used o provide
continuous or discontinuous Infusion of the polypeptides of the present Invention In controlled
amounts. The construction and use of transdermal patches for the delivery of pharmaceutical
agants Is wall known In the art (see, 8.5., U.S. Patent No. 5,023,252, Incorporated herein by
reference). Such patches may be constructad for continuous, pulsstiie, or on demand dellvery of
pharmaceutical agents.
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[118] [t may be desirable or necessary to Introduce the pharmaceutical composition to the
patisnt via & machanical delivery davice. The construction and use of mechanicsl dallvery devicea
for the dellvery of pharmaceutical agents is well known In the art. Far exampie, direct techniques
for administering a drug directly to the brain usually Involve placement of a drug dellvery cathetsr
Into the patient’s ventricular system fo bypess the blood-brain bamier. One such Implanteble
dellvery ayatem, used for the transport of agants to spacific anatsmical reglons of the body, ks
describad In U.S. Patent No. 5,011,472, Incorporatad hereln by refarence.

[1201 The compositions of the Invention may alao contain other convantional pharmaceutically
acceptable compounding ingredients, generally referred {o as carriera or diluents, as necessary or
deeired. Any of the compositions of thie Invention may be presarvad by the addition of an
antioddant such as ascorblc acid or by gther sultable praservativea, Conventional procedures for
preparing such compositions In appropriate dosage forte can be utillzed.

[M121] Commonly used pharmaceutical ingredients which may be used as apprapriate o
formulate the compoeition for its Itended route of administration include: acidifying agents, for
ommple, but are not [imited 1o, acetic acld, citric acld, fumaric acld, hydrochioric acld, nitric acid;
and alkalinizing agents such as, but are not limitad to, ammonia solution, ammonium carbonats,
disthanalamine, monosthanolamine, polnssium hydroodde, sodlum borats, sodium carbonate,
sodium hydraodde, triethanolamine, trolamine.

23] Other pharmaceutical ingredients Include, for example, but are not limited to, adsorbents
{e.g., powdered cellulose and activated charcoal); aerosal propallants (e.g., carbon dicxide,
CCLF; F:CIC-CCIF; and CCIFy); alr displacement agents (e.g., nitrogen and argon); antifungal
preservatives (a.g., benzolc add, butylparaben, ethylparaben, methyiparaban, propyiparaben,
sodium benzoats); antimicroblal preservatives (e.g., benzalkonium chioride, benzethonium
chioride, benzyl alcohal, cetyipyrkiinium chioride, chiorobutanol, phenol, phenylethyl alcohol,
phenyimercuric nitrate and thimerasal); antioxidanis {e.g., ascorbic acid, ascorbyl paimitate,
butylatad hydrexyaniscle, butylated hydroxytoluene, hypophosphonus acld, monothloghycerol,
propyl gallate, aodlum ascorbate, sodium bisulfite, sodium formaldehyde sulfoxylate, sodium
metabisulfite); binding materials (e.g., block polymers, natural and synthetic rubber, polyacrylates,
polyurethanes, sllicones and styrene-butadlene copolymers); buffering agents (e.g., potaselum
metaphosphate, potassium phosphate monobasic, sodium acatate, sodium clirate anhydrous and
sodium citrate dihydrats); carrying agents (e.g., acacla syrup, aromatic syrup, aromatic efbdr,
cherry syrup, cocoa eyrup, orange syrup, syrup, com ofl, mineral of, peanut ofl, sasame oll,
bacteriostatic sodium chioride Injection and bacteriostatic water for Infection); chelating agenta
(e.g., edetate disodium and edetic acid); colorants (e.g., FD&C Red No. 3, FD&C Red No, 20,
FD&C Yellow No. 8, FD&C Blue No. 2, D&C Gresn No. 5, D&C Oranpge No. 5, D&C Red No. 8,
caramel and ferric axide red); darilying agents {e.g., bentonita); amulslfying agents (but are not
limited to, acacia, cetomacrogal, cetyl alcohal, glyceryl monostearsts, facithin, eorbitan
monooleats, polyethylene 50 siearate); encapsulating agents (e.g., gelatin and celluiose acetats
phthalate); flavorants {e.g., anise ofl, cinnamon ofl, cocoa, menthol, orange oll, peppermint of and
%
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venliln); humectants (e.g., glycerin, propylene glycol and sorbitol); levigating agerts (e.g., mineral
ofl and glycerin); clie (e.g., erachls oll, mineral ofl, olive oll, peanut oll, sesame oll and vegetable
oll); ointment bases (.., lanolin, hydrophilic ointment, polyethylane glycol ointment, petrolatum,
iydrophills petrolatum, white ointment, yellow ointment, and rose water cintment); penetration
enhancars (iransdermal deltvery) (e.g., monohydraxy or polyhydraxy alcohols, saturated or
unsgturated fatty elcohols, saturated or uneaturated fatty esters, saturated or uneaturated
dicarboxylic acids, essential olls, phosphatidyl derivatives, cephalin, terpenes, amides, ethers,
ketones and ureas); plastictzera (e.p., diethyl phthalate and glycerin); solvents (e.g., alcohol, com
oll, coltonssed all, glycerin, lsopropyl alcohol, mineral ofl, olelc acld, peanut ofl, purified water,
water for Injection, sterlle water for Injecion and sterfle water for bvigation); stiffening agents (e.g.,
cetyl alcohol, catyl esters wax, microcryetalline wax, paraffin, stearyl alcohal, white wax and yeliow
wax); suppository bases (e.g., cocoa butier and polyethylene glycols (mbdures)); surfectants (e.g.,
berzalkonium chioride, noncogynol 10, codeorynol 8, polysorbate 80, sodium Isuryl sulfate and
garbitan monopaimitate); suspending agents {e.g., agar, bentonite, carbomers,
carbaxymethyicellulose sodium, hydroxyethyl cellulose, hydradypropyl callulose, hydraxypropyl
methylceliulose, kaolin, methyicelluloge, ragacanth and veegum); sweetening e.g., aspariame,
dextrose, glycerin, mannital, propylane glycol, saccharin sodium, sorbitol and sucrose); tablet antl-
adherents (a.g.. magneslum etearate and talc); tablet bindars (e.g., acacls, alginic acid,
carboxymathylceliulose sedium, compreasible sugar, ethylcellulose, gelatin, liquid gluccee,
methylcallulose, povidone and pregelatinized starch); teblet and capsule dliuents (e.g., dibasic
calclum phosphate, kacdlln, laciose, mannitol, microcrystalline celluloss, powdered cellulase,
precipitated calelum carbonats, sodium carbonale, sodium phesphate, sorbitol and starch); tablet
coating agents (e.g., fiquid glucose, hydroxysthyl celluloss, hydroxypropyl celiuioee, hydroxypropyl
methylcaliulose, methyiceliulosa, ethylcallulose, celiulose acetate phthalete and shellac); tablet
direct comprassion axciplents {e.g., dibesic calclum phoaphate); tublat disintagranta (a.g., aiginic
acld, carbaxymethyicellulose calclum, microcrystaliine cellulose, polacrilin potassium, sodium
aiginate, sodium starch glyeollate and etarch); tabiet giidants {e.g., colloldal sfica, comn starch and
teic); tablet lubricanis (e.g., calclum stearats, magnesium stearets, mineral oll, stearic acld and
zinc stearate); tablet/capeuls opaquants (8.g., thanium dioxide); tablet polishing agents (e.g.,
camuba wax and white wax); thickening agenis {e.g., beeswax, cetyl alcohol and peraffin); tonlcity
agents (e.g., dextrose and sodium chioride); viscosily Increasing agents (e.g., alginic acld,
bentonite, carbomers, carbaxymethylceluose sodium, methylcelluloge, povidone, sodium alginate
and fragacenth); and weliing agents (e.g., heptadecaethylene oxycetanol, lecithine, polysthylene
sorbitol monoolsate, polyoxysthylens sarbitol monoaleats, and polyoxyethylene stearate).

23] The polypeplides describad herein may be administered as the sole pharmaceutical agent
or In combination with one or more ather phermaceutical agants where the combination causes no
unacceptable adverce effects. For example, the polypeptides of this Invention can be combined
with known antl-obesily, or with known anti-diabetic or other indication agents, and the like, as well
as with admixiures and combinations thareof.
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[124] The polypeptides described hersin may also be utllized, in free base form or In
campoasitions, in research and dlagnostics, or as enalyticel reference standards, and the like.
Thevelfore, the present Invention Inciudes compositions which are comprised of an nert camrier and
an aeffective amaunt of a polypsptide identified by the methods described hereln, or a salt or ester
thereof. An Inert carrier Is any material which does not interact with the polypeptide o be carried
and which landa aupport, maana of conveyance, bulk, fraceable material, and the ke o the
polypeplide to be.carried. An effective amount of polypeptide ls that amount which produces a
result or exerts an influence on the particular procedure being performed.

[125] Polypeptides are known to undergo hydrolysls, deamidation, coddetion, racemization and
lsomerization In agueous and non-aguecus environment. Degradation such as hydrolysis,
deamidation or axidation can readlly detected by caplliary elactrophoresla , mass spacirometry, or
Edman degredation. Enzymatic degradetion notwithatanding, polypepiides having a prolonged
plasma half-ife, or blological resident ime, should, at minimum, be stable in aqueous solution. It
Is essential that polypeptide axhibits less than 10% degradation over a period of one day at body
temperature. It is still more praferable that the polypeplide exhibits less than 5% degradation over
a period of one day at body temperature. Baecause of the life ime treatment In chronic diabetic
patisnt, much preferably these therapeutic agenta are convenlent to adminlster, furtharmore
infrequently If by parentaral route, Stabllity (Le., less than a faew percent of degradation) over a
peviod of weeks at body tamperature will allow leas frequent doeing. Stablily (L.e., less than a few
percent of degradation) to degradation through proteclysis, as to DPP4 or In plasma over periods
of days to weeks will further support less frequent dosing. Stabllity In the magnltude of years at
reftigeration temperahme will allow the manufacturer to present a liquld formuletion, thus avold the
inconveniance of reconstitution. Additionally, stabllity In organic sclvent would provide polypeptide
be formulated into novel dosage forms such as implant.

[129] Fomulations suitable for subcutaneous, intravenous, irlramuecular, and the liks; sultable
pharmaceutical carriars; and techniques for formulation and administration may be preparsd by
any of the mathods well known In the art (ses, e.5., Remington's Pharmacsutical Sciences, Mack
Publishing Ca., Easton, Pa., 20™ edition, 2000).

{1211 It should be apparent to one of ordinary eklll In the art that changes and modifications can
ba mada to this invention without departing from the apirit or acope of the invention as It Is set forth
herein.
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EXAMPLES

[128] [n order that this Invention may be better underetood, the following examples are set forth.
These examples are for the purposa of lllustration only, and are not to be construed aa limlting the
scope of the Invention In any manner. All publicationa mentionad hereln are incorporated by
referanca In their entirety.

Bxample 1. Peptide Synthesls Methodology

[128] The following generel procedure was followed to synthesize some of the polypeptides of
the Invention:

Peptide synthesls was camied out by the FMOCA-Butyl strategy (Pennington & Dunn, Peptide
Synthesls Protocols, Volume 35, 1884) under continuous flow conditions uselng Rapp-Palymere
PEG-Polystyrene resins {(Rapp-Polymers, Tubingen, Germany). At the completion of synthesls,
peptides were cleaved from the resin and de-protactsd ueing TFA/DTT/H;O/Trilsopropyl sllane
(88/5/5/2). Paptides were precipitated from the clsavage cockinl uaing cold diethyl ether. The
pracipitate was washad three imes with the cold ather, and than dissolved In 5% acetic acid prior
to lyophiBzation. Paptides were checked by reversed phase chromatography on a YMC-Pack
ODS-AQ column (YMC, Inc., Wimingion, NC) on a Waters ALLIANCE® systam (Weters
Corporation, Milford, MA) using watsrfacetonlirie with 3% TFA as a gradient from 0% to 100%
acetoniirfle, and by MALDI masa spectrometry on a VOYAGER DE™ MALDI Mass Spectrometer,
{(Model 5-2388-00, PerSeptive BloSyatems, Framingham, MA). The peptide sample was added o
the Metrix buffer (50/50 dH;O/acetonlirie with 3% TFA) In a 1/1 retio. Thoss peptides not meeting
the purity criteria of >85% were purified by reversed phase chromatography on a Watera Delta
Prep 4000 HPLC System (Waters Corporation, Milford, MA).

Exampie 2. Peptide Acetyiation

[130] Peptkes wore eynthesized by standard methods well known In the art. Peptides were
synthasiszed with an Applied Blosyatams 430A pepiide eynthestzer using FMOC chemistry with
HBTU eclivation on Rink amide realn and the N-terminus was acetylated with acslic anhydride.
The paptide waa cleaved with 84.8% TFA, 4.4% phenol, 4.4% waler, 4.4% thloanksol, and 2.2%
ethenedithiol. Peptides were precipliated from the cleavage cockiall using cold tertbutyimethyl
ether. The precipiate was washed with the cold ether and dried under argon. Paptides were
purifiad with reversed phase C18 chromaiography with linear water/acetonlirlle gradiants
containing 0.1% TFA. Peplide identity was confirmed with MALDI and alectrospray maess
spectromedry and with amino acld analysis.

Example 3. Peptide PEGyiaiion
{131] The half-life of a peptide In vivo may be Increased through attachment of a palyethylene
giycol (PEG) molety to the peptide thereby reducing clearance of the peptide by the kidney and
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decressing proteasa degradation of the pepfide. The use of a VPAC2 receptor agonist peptide Is
savaraly limited by ite very short half-iife In vivo; howaver, altachmant of a PEG molety to the
peptide (PEGyiation) prolonged the haif-iife of the peptide sufficlently to allow for once/day to
once/week treatment.

41321 PEGylation may be performed by any method known to those akified In the art. However,
in thle example, PEGylation was perfarmed by infroducing a unique cystelne mutation Into the
peptide followad by PEGylating the cysteine via d stable thioether linkage between the sulfhydryl
of the peptide and maleimide group of the methoxy-PEG-maleimide reagent (Nektar
(Inhale/Shearwstar), San Carlos, CA; NOF, Tokyo, Japan). The unique cysteine may be
introduced at the C-terminus of the peptide to minimize potential reduction of activity by
PEGylation.

[133] As an example, a 2-fold molar excess of MPEG-mal (MW 22kD and 43kD) reagent was
added to 1 mg of peptide (e.g., SEQ ID NO:1 having a cystelne mutation at the C-terminus cf the
peptide) and dissolved In reaction buffer at pH 6 (0.1 M Na phoaphate/ 0.4 M NaCl/ 0.1 M EDTA).
After 30 minutes et room temperature, the reaction was terminated with 2-fold molar excess of
DTT to mPEG-mal. The peptide-PEG-mal reaction mixiure was applled to a catlon exchange
column to remove residual PEG reagents followed by gel flliration column to remove residual free
peptida. The purity, mass, and number of PEGylated eltes were determined by SDS-PAGE and
MALDI-TOF maes speciromeiry. When a 22 kD PEG wes atinched to peptides of the present
invention, potent VIPAC2 recaptor activation was retained. Furthermore, VPAC2 versus VPAC1
and PAC1 selectivity of receptor activation was also retained. It ls possible that PEGylation with a
smaller PEQG (e.g., a linear 22 kD PEG) may be less Ikely reduce aciivity of the peplide, whereas a
larger PEG (e.p., a branchad 43kD PEG) will more likely reduce activity. However, the larger PEG
will Increass plasma half-iife further so that once a week injection may be posslble (Harrls, et al.,
Clin. Pharmacokinet. 40:538-651, 2001).

Example 4. Pharmaceutical Composition - IV and 8C Formulations

[134] A sierlle IV injectabla formulation is prapared with 4 mg of a polypeptide of SEQ ID NO: 1,
or a deriveiizad polypetide having equivalent of 4 mg polypeptide content, and 1 L sterile saline,
using any manufacturing process wall known In the art. Higher concentrations of polypeptide may
be used for SC formulation. In the case of the polypeptide identified as SEQ ID NO: 1, ora
duivaﬂudpolypepﬂdo,4mgladhadvedln100mL:allnaorDMSOundMovhhaﬂarmpﬁc
fitration, are fllled with the composition.

Example 5. Mass spectromeiric analyals of peptides

[135] Forly pmol/2 pl aliquots of peptides were dluted up to 10 pl with water. The HEPES buffer
was removed by application of 50% of the sample (20 pmol/5 i) to a conditioned Millipore C18
ZipTip, as per manufacturers Inetructions. Sample was alutad from the ZpTip with matrix

{10 mg/ml alpha-cyanchydroxycinnamic ecid In 50% ACN, 0.1% TFA) directly onto the MALDI

plate. Samples ware analyzad on an Applled Blosystams Voyager DEPRO MALDI operated In
n
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the reflectar lon mode. Data was collected In the 500 - 4000 Da range and resulting masses were
comparad to those expected by manual c_alwlatbn.

Exampie 8. Edman analysis of poptides

[138] Peptide samples were supplled for Edman degradation at 1 nmol/0 pl In 10 mM HEPES,
pH 7.4, 5% TFA. Prior to Edman analysls, the HEPES buffer salt was removed by using an
Applied Blosystems ProSorb sample cariridge as per manufachrers instructions. Briefly, sample
was appliad to a PYDF membrana and washed with 0.1% TFA, then the membrane was removed
and Inserted Into the protein sequencer for Edman degradation. Edman degradetion was carrled
out on an Applied Bloaystems Procies 404HT protein sequancing aystem using the pulsaddiquid
method according to manufacturer Instructions. Sequence calls were made manually.

Exumpie 7. Stabiity of Peptides
[137] The formulations describad in Example 4 were placed in constant atabllity chamber.
Peptides were also anelyzad for stablity to degradation in solutions of DPP4 and In plasma.
Samples wera removad periodically for Ainalyals by caplllary elecirophoresis, mass spactrometry,
Edman degradation, ELISA, and assays of peplide activity, which are aensltive methods to detect
degradation of polypeptide. The area of various peaks was summed and the area for peak of the
parert polypaptide Is divided by the intal peak area. The quctient Je the % purlly. Since there are
Impurtties present in the fresh polypeptide, the purity change s normaltzed by dividing the purity at
different ime point by the Initial purity. For stabllity to DPP4 and plasma, peptides at 20 pmol/ul
wers Incubstad at 37°C In the presance of 300 pM DPP-V In 100 mM HEPES, pH 7.4 (Figure 2a).
At various imepoints, the reaction (2 i aliquot) was terminated by addition of 1 yM DPP-IV
inhibltor and freezing. For MALDI mass spectrometric analysis, T=0 hr, 1 hr, 5 hr, and 24 hr
timepoints were evaluatad. The results are plotted as parcent Intact peptide or peptide derivative
as compared to degradation products.

Exampile 8. Binding of Peptides to PACAPT and VPACT and 2 Receptors

[138] CHO calls overexpressing the PAC1, VPAC1, and VPACZ2 neceptors weare grown {o
confiuency, scrapad from thelr flasks and pelleted In a soft apin in 50 ml tubes. The peliets were
resuspended in @ Tris besed homogentzation buffer and homogenized In a Dounce tissue grinder
with 30-40 manual strokes on lce. The suspension was spun in an ultracentrifuge which resulted
In the pelleting of memixunes. Thia pellet was resuspanded In a emall amount of homogentzation
buffer and a protain concentration was determined through the use of a BCA kit from Plerce.

[138] A binding reaction containing 10 ug membrane protein, 0.1 nM ™HPACAP 27, and a dose
curve of compound to be teated was Incubaled In a 96-well plate at 37°C for 20 minutes. The
reaction was stopped by placement of the plata on lce for 20 minutes. The reaction was added to
a fiter plate prelncubated with 0.1% PEI to avold non-specific binding, processaed on a vacuum
manifold and washed several times with a BSA basad wash salution. The filter plate was dried,

'3
4%
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scintiitant added, and read on a MicroBeta counter. The data was anaiyzed and presented in
Prism graphs.
Bxampie 6. Elevation of cAMP In Response to Pepiides

[40] CHO calis expressing the VPAC2 peptide were plated in 88-well plates at 8 x 10* celle/well
and grown at 37°C for 24 hours In GMEM, nuclecsides, glutamine (Gibco/BRL, Rockville, MD),

5% FBS, 100 ug/ml Pen/Sirep, 0.4 mg/mL hygromyoin, and 1.5 mg/mL Genaticin (Glbco/BRL).
The media was removed and the plates were washed with PBS. The cells wera Incubatad with a
peptide (in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCly, 1.2 mM KH,PO,, 1.2 mM
MgS0,. 25 mM NaHCO;y (pH 7.4) with 1% BSA and 100 uM IBMX) for 15 minutes at 37°C. Cyelic
AMP In the cell axiracis was quantiteted ueing the cAMP SPA direct scresning assay system
{Amersham Pharmacia Blotech Inc., Plscataway, NJ, }. The amount of cAMP present In the
lysates was determined following Instructions provided with this kit. The amount of cAMP (In pmol)
produced at sach concentration of peptide wea plotied and analyzed by nonlinear regression using
Prizm software to detarmine the ECq for each peptide.

[141] Altamatively, the elevation of cAMP In response to recaptor ectivation can bo measured In
a reporter cell line, such as CHO, which not only expressas the dealred receptor but which aleo
expresses a reporter, such ae |uciferase, linkad to a cAMP response element (CRE). Such cell are
plated in 96 well piates at 10* cells per well and grown at 37°C for 48 hours In aMEM, nucieceldes,
glutamine (Gbco/BRL, Rockville, MD), 6% FBS, 100 pg/mL Pen/Strep, 0.4 mg/mL hygromycin,
and 1.6 mg/mL Geneticin (Glbco/BRL). The cells are then incubated with peptide for 6 hours, the
media removed, and Bright-Glo reagent (Promaga) added. The signal Is detaciad using a
scintiiafion counter.

{142] The polypeptides of this invention are designed based on VIP, which has been shown to
iack activity st PAC1 (Vaudry, et al., Pharmacol. Rev. 62:268-324, 2000). Therefore, It ls belleved
that the polypeptides of this invention do nat possess appreciable activily at PAC1.

[143] The results of this assay with reprasantative polypeptides of this invention are shown In
Figure 3. Peptides Identified as SEQ ID NOs: 1 and 112 are potent agonlsts of the VPAC2
receptor, activating the receptor to 100% the meximal level of receptor activation echieved by the
endogenous peptide, PACAP-27. Furthermore, the peptides identifiad as SEQ ID Noa: 1, 112,
152, and 154 are selective VPAC2 recepior agonists, possessing very waak agonist ectivity on
VPAC1. PACAP-27 Is a potent agonlst of VPAC1.

Exampie 10. Insulin Secretion from Dispersed Rat lsiet Culls

[144] Insulin sacretion of dispersed rat lelets mediated by a number of paptides of the present
Invention was measured as follows. lslats of Langerhens, isolated from SD rats (200-250 g), were
digesiad using collagenase. The dispersed kslet cella wera treated with trypsin, seaded Inta 98 V-
boitom plates, and pelleted. The cells ware then culiured ovarnight In media with or without
peptides of this Invention. The media was aspirated, and the celle were pre-incubated with Krebs-

o
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Ringer-HEPES buffer containing 3 mM glucose for30 minutes at 37°C. The pre-incubation buffer
waa removed, and the celle wars Incubated at 37°C with Kreba-Ringer-HEPES buffer cantaining
the appropriate glucose concentration {e.g., 8 mM) with or without peptides for an appropriate
time. In some studies, an appropriate concentration of GLP-1 was aiso Included. A portion of the
supematant wes removed and its Insulin content was measured by SPA. The resulta ware
expreased ge “fold over controf® (FOC}).

[145] In thia assay, an ncreass of ineulin sacretion from dispersad rat lslet cells was defined as
an increase of at least 1.4-fold. The VPAC2 receptor agonist component of the polypeptides of
this invention produced an increase In Insulin sacretion from diapersed lelst calls by at least 1.4-
fold to about 1.7-foid.

Example 11. Genaration of Peptide Specific Antibodies and Peptide Maasursment by E1LISA

[146] Pualycional antibodies spacific to the polypeptides of the present invention wens generated
by syntheslzing & specific fragment of a polypeptide of this Invention using an ABI 433A peptide
synthestzer. The peptide was then cleaved from the resin, and purified on a Backman Systemn
Gold Analytical and Preparative HPLC system. A Perspective MALDI mass speciraphotometer
systemn was usad to Identify the comect product  The peptide was dried using e-lyophiiizer. The
peptide (2 mg) was then conjugated to keyhole limpet hamocyanin (KLH) via the free sulphydryl
group an the Cys.

[147] Femele New Zsaland Whits rabblits were Immunized on Day 0, 14, 35, 56, and 77. On
Day 0, each rabbit was Injected subcutanecus with 250 pg peptide and complete Freund's
adjuvant. Subsequent immuntzations utlilzed 125 ug peplide per abbit. Bleeds were started on
Day 21 and continued et 21-day intervals thereafler. Purification of anti-peptide antibodies was
performed by passing the crude serum over a specifiic paptide affinity purification column. The
antibody ttar was determined by ELISA.

[148] A 98-well iImmulon 4HBX piate wae coated with a C-tarminal Morphosys F{ab) antibody,
specific i the peptides of the present Invention, and sllowsd to Incubate ovenight at 4°C. The
piate was then blocked to prevent non-apecific binding. ‘Then, peptide standards (2500 ng/mL-160
pa/mL) were diluted In 33% plasma and the samples were diluted 1:3 in buffer followed by
Incubation for 1.5 houre at room temperafure. Aftar washing, a polycional N-terminal antibody
epeacific to the peptides of this Invention was Incubated on the plate for one hour. This was
followed by the addition of horeeradish parcoddasa (HRP)-donkey-enti-rabbit antibody and the
samples and etandarde were Incubated for another hour. Detection was assessed following
incubstion with 3,3',5,5'-tetramethyibanzidine (TMB) solution, and the plate Is read at OD.gy
{Flgure 4a).

[145] Alamatively, the 68-well Inmulon 4HBX plate was coatsd with a polycional N-terminal
antibody, specific to the peptides of the present invention, and allowed to Incubate avernight at
4°C. The plate was then hlocked to prevent non-specific binding. Then, peptide etandards (2500
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ng/mL-160 pg/mL) were diluted In 50% plasma, and the samples were diuted 122 In buffer

followad by Incubation for 1.5 hours at room temperature. After washing, @ monocional ant-PEG
antibody specific to the peptides of this Invention was Incubated on the plate for one hour. This
was followed by the addition of horseradish perxddase (HRP}-ant-mouse antibody and the
samples and siendards were incubated for ancther hour. Detection was assessed following
Incubation with 3,3,5,5"-{etramathylbenzidine (TMB) solution, and the plate is read at OD .y, (Figure
4b).

Brample 12. Phamacokinetics of Peptides Folfowing IV and Subcutaneous Dosing

11501 Plasma samples ama transfermed to a microcentrifuge fube and an equal volume of
acetonlirfle s added to the sample (a 50% final concentration). The sample Is vigorously vortexed
for about 5 minutes and allowad to elt on Ice for 10 minutes. The sample ls egain vortexed for
sbout 1 minute, and then centrifuged for 30 minutes In a microcentrifuge (4°C) at maximum (about
15,000 x g)-

[131] Following centrifugetion, the aqueous phase Is carefully fransfarred to a clean centrifuge
tube, and the sample Is centrifuged for 5 minutes In a microcentrifuge (4°C) et meximum epeed
(about 15,000 x g). The exiracted sample Is dried under vacuum using a Speed Vac SC110
(Savant) with a medium heat setting untll dry. The sample Is resuspended In an appropriate
volume of siarlle water and ls maintalned at 4°C. The sample ls than sonicated In & sonic bath for
10 minutes at room temperature prior to analysls. The pepiide concentration ls detarmined
utilizing the reporter assay as described In Exampie 8.

[152] Using this method, the pharmacokinetic properties of SEQ ID NO: 112 were compared to
that of SEQ ID NO: 154 (Figure 5a). The peptide acetylation present on SEQ ID NO: 112

demonstratas improved pharmacokinetic properties, being detected at 24 and 48 hours, while the
non-acelylated peptide, SEQ ID NO: 154, Is only detected at 6 hours. Further studies comparing
thass two peptide demonsirated that SEQ ID NO: 112 had a half-ife of 10.8 hours In the rat, while

that of the non-acetylated SEQ ID NO: 154 waa approximaisly 6 hours (Figure 5b).

[163] Plasma peptide concentrations may aleo be measured using ELISA, as described In
Exampis 11. Using this methodology, the pharmecokinetics of SEQ ID NO: 112 was characterized
further (Figure 5c). In dog, SEQ D NO: 112 remaina present at detectable concentration for one
woak.

Example 13. Effect of PEGylated Paptides on intraperitoneal Glucose Tolerance in Rats

{154] The In vivo activity of the PEGylated peptides of this iInvention when administarad
subcuisneously was examined In rats. Rate fasted ovemight were given a subcutaneous Injection
of control or PEGylated paptide (1-100 ug/kg). Three hours later, basal blood glucose was
messured, and the rats were given 2 g/kg of giucose intraperitoneally. Blood glucoss wes
measured again after 15, 30, and 60 minutes. A PEGylated peptide of this Invention significanty
reduced blood glucose levels relstive to the vehicls following the IPGTT (Intreperitoneal Glucose
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Tolerance Test), with 179%-28% reduction in the glucoss AUC (Figures 8a-8d). This demansirates
that the PEGylated peptide has prolonged giucosa lowering activity In vivo. In addition to the
glucose lowering activity of the PEGylated peptides of the presant Invention, It also Indicates
prolonged peptide half-ife In vivo. PACAP-27 hass a very short half-ifia In vivo (< 10 minutes). The
abllity of the PEGylated peptides of the invention to lower blood glucose at 24 (Figure 8b), 41
(Figure 8¢), 85 (Figure 6c), and 72 (Figure 6d) houre following peptide administration ks & clear
Indication that the peptide 1a present In the circulation at this ime polint and hencs, has prolonged
half-life relative to PACAP-27 (Figure 8c). Furthermore, the peptides of SEQ ID NO: 112
demonsirates greater potancy and efficacy at longer ime points as compared to the peptides of
SEQ ID NO: 154 and 155 (Figure 8b and 6d).

(1551 Demonstration of the activity of the polypeptidaes of the present invention may be
accompliahed through In vitro, ax viva, and In vivo aasaya that are well known In the art. For
example, to demonstrate the efficacy of @ pharmaceutical agent for the treatment of diabetes and
related disorders such as Syndromea X, Impaired glucose tolerance, impalred fasting glucose, and
hyperinsullnemia; athercsclerotic dissasa and related disorders such as hypeririglycaridamia and
hypercholasteremia; and obealty, the following essays may be used.

Method for Measuring Blood Giucose Levels

[156] db/db mice {obtained from Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) are bied (by either aye
or tall vein) and grouped according to equivalent mean blood glucose levels. They are doeed
orally (by gavage In a pharmaceutically acceptable vehicle) with the test polypeplide once dally for
14 days. At this point, the animals ame bled again by eye or tal veln and blood glucose levels were
detarminad. In each casa, glucose levals are measured with a Glucometer Elite XL (Bayer
Corporation, Elkhart, IN).

ifethod for Measuring an Effect on Cardiovascular Parameters

(1671 Cardiovascular parameters (6.g., heart rate and blood pressure) are also evaluated. SHR
rate are orally dosad once dally with vehicie or test polypeptide for 2 weeks, Blood pressure and
heart rate are determinad using a tall-cuff method as described by Grinsell, ot al., (Am. J.
Hypertens. 13;370-375, 2000). in mankeya, blood pressure and heart rate are monitored ss
describad by Shen, at al., {J. Pharmacol. Exp. Therap. 278:1435-1443, 1998).

Method for Measuring Triglyceride Loveis

[88] hApaA1 mice (obialned from Jeckson Laboratories, Ber Herbor. ME) are bied (by etther
eye or tall vein) and grouped according to equivalent mean serum triglycaride levels. They are
dosed orally (by gavage in a pharmaceutically acceptable vehicle) with the test polypeplide once
dally for 8 days. The animals are then bled egain by eye or iall veln, and serum triglyceride levels
are datermined. In each casa, triglyceride levels are measured using a Technlcon Axon

Autoanalyzer (Bayer Corporation, Tarytown, NY).
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Method for Measuring HDL-Cholastercl Lavals

[150] To determine plasma HOL-cholesterci levels, hApoA1 mice are bled and grouped with
equivalent mean plasma HDL-cholesteral levels. The mice are orally dosed once dally with
vehicie or test polypeptide for 7 days, and then bled again on day B. Plasma lo analyzed for HDL-
cholestarol using the Synchron Clinical System (CX4) (Beckman Coulber, Fullertan, CA).

Method for Measuring le.l Cholesterol, HDL-Cholestervl, Triglycerides, and Glucose
Lowvels )

1560] In another In vivo assay, cbese monkays are bied, then crally dosed once dally with
vehicle or teat polypeptide for 4 weaks, and than bled again. Serum Is analyzad for total
cholestercl, HDL-chalesterol, trigiycerides, and ghucoss using the Synchron Clinlcal System
(CX4) (Beckman Coulter, Fullarton, CA). Lipoprotein subclass analysis Is performed by NMR
epeciroscopy as described by Oliver, et al., (Proc. Natl. Acad. Scl. USA 88:5308-6311, 2001).

[e1] All publications and patents mentioned In the above specification are Incorporated herein
by reference. Various modifications and variations of the described compositions and methods
of the Inventian will be apparent to those ekitied in the art without departing from the scope and
spirit of the Invention. Afthough the Invention has been describad In connection with epectfic
prefamed embodiments, It should be understood that the Invention as claimed ahould not be
unduly limited to such specific embodiments. Indeed, various modifications of the above-
describad modes for carying out the Invertion which are obvious to thosa akllled in the fleld of
blochemistry or related flelds are intendad to be within the scope of the following clailma. Those
skiiled In the art will recognize, or be able io ascertaln using no more than routine
experimantation, many aquivalenis to the specific ambodiments of the Invention described hereln.
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We clalm:

1.

10.

1.

12

1.

A polypeptide selected from the group conalsting of SEQ ID NOe: 1 to 148, and functionally
equivalent fragments, derivatives, and variants thereof.

The polypeptide of claim 1, whereln sakd polypeptide Is eelected from the group consleting of
SEQIDNOs: 1,2 3,4, 5, 112, 113, 114, 115, end 118.

An antibody which binds specifically to the polypaptide of claim 1. _
The antibody of clalm 3, whereln sald antibody is a polycionat antibody.
The antibody of claim 3, whereln sald anifbody s a monacional antibody.
An antibody which binds specifically fo the polyathylene giycol.

The antibody of claim 8, whereln eald antibody Is a polycions! antibody.
The antibady of clalm 6, wherein sald antibady ta a monocional antibody.

A method for detecting & polypeptide selectad from the group consleting of SEQ 1D NOa: 1
to 148 In a sample comprising:

a contacting the sample with an antibody of claim 3 or clalm 6,
b. deteciing sald antlbody, and
comelating the detection of antibody with the amount of polypeptide In the sample.

A method for detecting a palypeptide selecied from the group conaisting of SEQ (D NOs: 1
o 148 in @ sample comprising:

a. contacting the sampis with a firat antibody of clalm 3 or claim 6,

b. contacting the sampie with a second labeled antibody, wherein the second
antibody binde to the firet antibody,

c detacting the label, and

d. correlating the detection of tabel with the amount of polypeptide in the sample.

A kit for detecting a polypeptide selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 1 to 148
in & sample comprising: a first anilbody of clalm 3 or claim 8 and a second antibady wherein
the sacond antibady binde to the first antibody.

A pharmaceutical composition comprising a tharapeutically effectiva amount of 8 polypeptide
of clalm 1, or functionally equivalent fregmaents, derivatives, and variants thereof, In
combination with a pharmaceutically accepteble carrier.

The pharmaceutical compasttion of caim 12, wherein saki polypeptide Is selected from the
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14.

16.

1e.

17.

18.

18.

21,

group conalsting of SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 112, 113, 114, 115, and 118,

A pharmaceutical compasition comprising a therapeutically effective amount of a polypeptide
of claim 1, or functionally equivalent fragments, derivatives, and variants thereof, in
combination with 8 pharmaceutically accapiable carrier and cne or more pharmaceutical

agents.

The phaninaceutical composition of claim 14, whareln saki pharmaceutical agent |a selected
from the group conslsting of PPAR ligands, insulin secretagogues, sulfonylurea drugs, a-
glucosidase inhibltors, Insulin sensitizrere, hepatic glucose output lowering compounds,
nsulin and insulin derivatives, biguanides, prolein tyrosine phosphatase-1B, dipeptidyl
peptidasa [V, 11beta-HSD inhibltors, anti-abeelty drugs, HMG-CaA reductass Inhibltors,
nicotinic acid, lipld lgwering drugs, ACAT Inhibliars, ble acld sequestrants, blle acld reuptake
Inhibitors, microsomal triglyceride transpart Inhibltors, fibric acid derivatives, p-blockara, ACE
inhibltors, calcium channal blockers, diuralics, renin Inhibltors, AT-1 recepior antagoniets, ET
receptor antagonists, neutral endopeptidase Inhibitors, vasopepeidese Inhibftors, and
niirates.

A composition comprieing an effective amount of a polypeptide of clalm 1, or functionally
equivalent fragments, derivatives, and veriants thereof, in combination with an Inert carrier.

A method of treating diabetes comprizing the step of adminletering to a subject In need
thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide of clalm 1 or a pharmaceutical
compoesition of claim 12

The method of claim 17, wherein sald diabates s selected from the group consisting of type
2 diabetes, maturity-onset diabetes of the young, latent autoimmune diabetas adult, and
gestational diabetes.

A method of treeting Syndrome X comprising the step of administering to a subject In nead
thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide of claim 1 or a pharmaceutical
composition of claim 12.

A method of treating diabetes-related discrders comprising the etep of edministering to a
subject in nesd thereof s therapeutically effective amount of a polypeptide of claim 1 ora
pharmacautical compoaltion of claim 12.

The method of claim 20, whereln sald diabetes-related disorder is sslected from the group
consisting of hyperglysemta, hyperinsulinemis, impaired glucose tolarance, impalred fasting
glucose, dyelipidamie, hypetriglyceridamia, and Insulin resistance.,

A method of treating diabetes comprising the step of adminisiering to a subject in need

thereof a therapeutically effeciive amount of a palypeptide of claim 1 In combination with one
40
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or mare pharmaceutical agents.

The method of claim 20, whereln aaki pharmaceutical agent Is selected from the group
conalaiing of PPAR agonists, sulfonylurea drugs, non-sulfonylurea sacretagoguas, o-
glucosidase Inhibliors, insulin sensitizers, insulin secreiagogues, hepatic giucoss output
lowering compounds, ineulln, and antl-obesity agents.

The method of claim 23, wharain sald diabeles }s selected from the group conelsting of type
2 diabatas, maturity-onset diabetes of the young, latent autoimmune diabetes adult, and
gestational diabetes.

A method of treating Syndrome X comprising the step of administering to a subject In need
thareof a therapautically effactive amount of a polypepiide of claim 1 in combination with one
or mare pharmaceutical agents.

The method of claim 25, wheraln sakl pharmaceutical agent s salacted from the group
consisting of PPAR agonists, sulfonylurea drugs, non-sulfonylurea sacretagogues, a-
glucosidasa Inhibltors, Insulin sensitizers, insulin secretagogues, hepatic glucose output
lowaring compounds, Insuliln, and anti-obeslty agents.

A methad of treating diabetee-relatad disorders comprising the step of administaring to a
subjact in need thereaf a therapeutically sffactive amount of a polypeptide of claim 1 In
combination with one or more pharmaceutical agents.

The method of claim 27, wharein sald diabetes-related disorder Is selected from the group

conalsiing of hyperglycemia, hyperineulinemia, Impaired glucose tolerance, Impaired fasting
glucose, dyalipidemia, hypeririglyceridemia, and Insulin resletance. .

The method of claim 28, whersin saki pharmaceutical agent s salected from the group
consisting of PPAR agonists, sulfonylurea drugs, non-sulfonyiurea secretagogues, a-
glucogidase Inhibitors, insulln sensitizers, [nsulln sacretagogues, hepatic glucose output
lowering compounda, Insulin, and ant-obeslly agents.

A method of ireating diabates, Syndrome X, ar diabeles-relaiad disorders comprising the
step of administering to a subject in need thareof a therapeutically effective amount of a
polypeptide of claim 1 In combination with one or mona agents salectad from the group
conslsting of HMG-CoA reductase Inhbbltora, nicolinic acid, lipld lowering drugs, ACAT
inhibltore, bile acid saquestrants, blle acid reuptake inhibitors, microsomal triglyceride
fransport Inhibitors, fibric acld desivatives, p-blockers, ACE Inhibltors, calclum channal
blockers, diuretics, renin inhibitors, AT-1 receptor antagoniets, ET receptor antagonists,
neutral endopeptiiase inhibltors, vasopepsidase Inhbitors, and nitretes.

4
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a.

41.

The method of claim 30, wherein sald diabetes-related disarder Is seiscted fram the group
conalsting of hyperglycamla, hyperineulinemia, impaired glucose tolerance, Impalred fasting
glucoses, dyslipklamia, hypertriglyceridamia, and Insulln resistance.

The method of any one of claims 22 to 31, wherain the polypeptide of claim 1 and one or
more pharmaceutical agents ane administerad as a single pharmacsutical dosage
fonnulaﬂm._

A method of trealing or preventing sacondary causes of diabeies comprising the step of
administering to a subjact in nead thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide
of clalm 1 or @ pharmaceutical composition of clalm 12,

The method of clalm 33, whereln sald sacondary cause Is selected from the group consisting
of glucocorticold excess, growth hormone excess, pheachromocytoma, and drug-induced
diahates.

A method of treating or preventing secondary causes of dlabetes comprising the step of
administering a subject in need thereof a therapeutically effective amount of a palypeptide of
¢laim 1 in combination with one or more pharmaceutical agents.

The method of clalm 35, whenaln sald pharmaceutical agent Is salected from the group
conslsting of PPAR agonista, sulforylurea drugs, non-sulfonylurea aecrelagogues, a-
glucosidase Inhibitora, (nsulin sensitizers, insulin secretagoguss, hepatic glucose output
lowering compounda, Insulln, and anti-chasity agents.

A method of treating respiratory disease comprising the step of adminlstering to a subject In
need thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide of ciaim 1 or a
pharmaceutical camposition of claim 12

A method of treating obeslty comprising the step of administering o a subject in nead
thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide of clalm 1 or a pharmaceutical
compoaltion of calm 12.

A method of treating cardiovasculer disease comprising the step of edministaring to a
subject in need thereaf a therapeutically effective amount of a polypeptide of claim 1 ora
pharmaceutical composition of claim 12.

The method of claim 39, whereln sakl cardiovasculer diseass Is selacted from
atherosclerosla, coronary heart disease, coronary artery dissase, and hypertension.

A method of treating disorders of lipid and carbohydrate metabollsm comprising the etep of
administering to a subject In need thereof & therapeutically effective amount of a polypeptide
of dlaim 1 or a pharmaceutical composition of cdaim 12.
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47.

51.

53.

A method of treating sleep disorders comprising the step of administering to a subject In
nead thereof a therapeutically effective amaunt of a polypeptide of clalm 1 or a
pharmacseutical composition of clalm 12.

A method of treating male reproductive disordars comprising the step of administering to a
subject In need thereof a therapeutically affective amount of a polypeptide of clalm 1 ora
pharmaceutical composiion of claim 12, -

A method of freating growth disorders or disordars of energy homeaostasis comprising the
step of administering to & subject In nesd thereof a therapeutically effective amount of a
polypeptkie of claim 1 or a pharmaceutical composition of claim 12.

A method of treating Immune dissasea comprising the step of administering to a subject in
need thereof a therapeutically effective amount of a polypeptide of clalm 4 or a
pharmaceutical compoaition of claim 12.

A method of treating autolmmune diseases comprising the step of administering fo a subject
In need thereof a therapeuiically effectiva amount of a polypeptide of claim 1 ora
pharmacoutical composalion of clalm 12.

A method of treating acute and chronic inflammatory diseases comprising the step of
administering to a subject In need thareof a therapeutically effective amount of a polypeptide
of ciaim 1 or @ pharmaceutical composition of claim 12.

A method of treating seplic shock comprising the step of administering to a subject In need
thereof a therapeutically effectiva amount of a polypeptide of clalm 1 or a pharmaceutical
composition of clalm 12

A method of stimulating insulln release In a glucoss-dependent manner in a subject in nead
thereof by edministering to said subject  palypeptide of claim 1 or & pharmaceutical
composition of claim 12.

Polypeptides according to claim 1 for the treatment and/or prophylexis of diabetes and
diabsies-related disordars.

Madicament contalning at least one polypapfide according to ¢taim 1 In combination with at
lsast one pharmaceutically acceptable, pharmaceutically safe carrier or exciplant.

Usa of polypeptides according to clalm 1 for manufecturing a medicamant for the treatment
and/or prophylaxie of diabeies and diabates-related disorders,

Madicament according o dlaim 51 for the freatment and/or prophylaxie of diabetes.
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SEQID

=
L +]

Saquence

Ac-HSDAVFTDOQYTRLRKQVAAKKYLOSTKQKRY

Ac-HSDAVFTDQY THQKRY

Ac-HBDAVETDQYYRLEKQVARKKYLOS T KQK

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQUAVKKYIQDIKQGGT |

M-HTEAV!TMYTRLWIQS QSIKQERY |

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLQSIKOKR =~ |

Ac-ESDAVFTDQYTALRRQLARKKYLQTIKOKRY |

Ac-HSDAVITDOQYTRLRKOMARKKYLOT TXQKRY

\Dﬂ-lﬂ(.l‘lthNI-l

M-ESMVHMYWIKQKRY

M—HSMVHWIWY

M-ESMVHMYTRLMGE!EQSIW

Ac-HADAVFTDQYTRLAKOMARKEYLQSINOKR |

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMARKKYTOS IKOKR

Ac-HSDAVFTDQYTRLREQMASKKYLOSTKQKR

Ac-HBDAVETDQYTRLREOMARKKYLOST PQNR
M-ESMVHMWI QQKR

M-HSMVHMYMMM__

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMARKKYLQSTKORR

M-HSDKWTDQYTMWLQSIMKA

M-HSMVHDQHRLWS IKOKF

M-HSMVHMHRLWI

Ac-HSDAVETDQYTRLAKOMAAXKYT.OSTKOKT

Ac—-HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYT.QSTKOKK

Ac~-HSDAVFIDOYTRLREKDMARKKYT.O09TKDKL

Ac—HSDAVETDQYTRLRKQMARKKYLOSTKOKM

Ac-HSDAVETDQYTRLREQMARKKYL.OSTKOKS

‘v
w

Ac—~ESDAVITDOYTRLRNOMAAKKYLQSTKQKT

w
o

Ac-HSDAVFTDQY TRLREOMARKKYLOSTKQKV

Ac-HSDAVETDOY TRLREOMARKKYT.QS I KOKW

Ac—HSDAVETDQY TRLRKOMAAKKYLQS TKQKY

Ac-HSDAVFIDQYT TQSIEQRE |
Ac—HSDAVETDQ IKQKQ ,

Ac-HSDAVFTDOYTRL SIKORT

Ac-HSDAVFTDQYTRLAKOMAKKKYLQS TKQRI

Ac-HSDAVFTDOYTRLANOMASKKYLQS TKORT

A:—HSMVHDQYTWMSIPQRI

ul.llluuulnl
[ ]

=~

Ac-HSDAVFTDOYTRLRROMASKKYLQSTRQRT |

FIG. 1a
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Sequeance

Ac-HSDAVET DNYTRLRKQVAAKKYLOSTKQKRY

Ac~HIDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLOS TKQKRY

Ac-HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYIOSTXOK =~ |

Ac-ETEAVFIDNYTRLREQVARKKYLOS TKOKRY

LG—HSDAVETUN!TRLR@MDIW

Ac~HSDAVFTDNYTRLRXQMARKKYLOSTKOKR

Ac-HSDAVEFTONYTRLAKQLAMKEYLQTTKOKRY |

Ac~HSDAVFTDNYTRLRKCMAAKKYLQTT

Ac~HSDAVETDNYTRLRKOMAREKYLQB I KQKRY

Ac-ESDAVETONYTRLRNOMAAKHYLQS IRQKRY

Ac-BSDAVETDNYTRLRKOMAGKRYLOSTKOKR =~ |

Ac-HSDAVETDRY TRLRKOMAKKKYLOSTRKOQKR

nc—nsmvnnmmmmmsxm

Ac-HSDAVETDNYTRLRKQMASEKVIOBTHKOKR |

Ac-HBDAVFTDNY TRLRKQMARKKYTQS T POKR

Ac—HSDAVETONYTRLRKOMARKKYTQSTQOKR

Ac~HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYT.OSTROKR
Ac—HSDAVETDNY TRLAKOMARRKYL.QSTKQRR

Ac—-HSDAVFTDNYTRL IKQEA

Ac-HSDAVEFTDNYTRLRKOMAAKKYIQST
Ac-HSDAVFTINYTRLRKQMARKEYT,0STKOKE
Ac-BSDAVETDNYTRLRKOMAAKEYLQSTKOKT

Ac~BSDAVETDNYTRLRAKOMAAKKYLQS I KDKK

Ac—-HSDAVETDNYTRLRKUMARKKYT.Q9Y KOKT

Ac—-HSDAVETDNYTRL STKOIM

Ac—HSDAVETDNYTRLRKQMARKKYLQSIKQKE |

Ac—HSDAVFIDNYTRLRKOMAAKKYLQSIKQKQ =~ |

A S DAVETON AL ANIKY LS TRXS

Ac-ESDAVETDNYTRLRAQMAAKRYIQSTNORT |

Ac-HBDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLQSTRQKV |

Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAARRYTOSTKOKW

Ac~HBDAVETDNY TRLRKQMARKKYLQSTKOKY

Ac—RSDAVETDNYTRLRNQMAGKEYIQSTRORT |

Ac-HESDAVITDNYTRLRNOMAKEKYLOSIKORT

Ac~HSDAVFTDNYTRL KEYLOSIKORI

Ac—-HSOAVETDNYTRLRKOMAAKKYT.QSI PQRT

Ac-HSDAVFTDNYTRLRNOMASKRYLQSIRQRT |

FIG. 1b
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WO 2005/072385
SEQID Sequence
NO
75 Ac-HBDAVETDQYT, TRNKRY
76 Ac-HEDAVFTDQYTRLAKOMAAKKYLQSTKNKRY
71 Ac—HSDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSTINK
78 Ac-HTEAVFTDQYTRLREQVAAKKYLOSIKNKRY
79 Ac-ESDAVFEDQYTRLRKDLAVKKYLQDIKNGGT
80 Ac-HSDAVETDQY TRLRKOMARKKYL.QSIKNKR
81 Ac-ESDAVETDQYTRL (YLQTIKNKRY
82 Ac—ESDAVETDQYTRLREOMARKKYLQT TKNKRY
83 Ac-ESDAVETDQYTRLRECMAAR BIKNKRY
84 Ac—HEDAVETDQY TRLREQMARKHYLQSIKNERY
85 Ac-HSDAVETDQYTRLAKOMAGKKYLQSIRNKR
86 _ Ac-HSDAVETDQYTRLRROMAKKKYLQS TKNKR
87 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMARKKYLQS IKNKR
88 Ac-ES8DAVFTDQYTRLRKOMASKKYLOS TKNKR
89 Ac-ESDAVFTDQYTRLRKOMARKKYLQSTPRKR
90 Ac-HEDAVETDQY TRLAKOMAAKKYIQSIONKR
91 Ac—-ESDAVITDQYTRLREQMAAKKY1LQSTRNKR
92 Ac—ESDAVETDQY TRLRKQMARKKYLQBIKNRR
93 Ac-HSDAVETDQYTRLRKOMAAKKYLQBIKRKA
94 Ac-HSDAVETDQYTRLRKQMAAKKY I8 I KNKE
95 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMAARKYLGS IKHKE
96 Ac-HSDAVETDQYTRLRKOMAAKKYLQS TKNKL
57 Ac—HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSTKNKK
98 Ac-BSDAVETDQYTRLRKOMARKKYLQS T KNKL
99 Ac-HSDAVETDQYTRLRKOMAAKKYT.QS TKNEM
100 M-HSDAVETNMQSIWE
101 Ac-HSDAVEFTDOYTRLRKOMAARKYLQSIKNNQ _
102 Ac-BSDAVFTDQYTRLRKOMARKKYLQSIKNES |
103 m—mmvnmmm:mm
104 Ac-HSDAVETDQ
105 M-Hsmvnmnmmzm
106 Ac-HSDAVFTDQYT TKNKY
107 Ac-HSDAVETDQY TRLRKOMAGKKYLQS TKNRT
108 Ac-HSDAVETDQYTRLRKOMAKKEYLQS TKNRT
109 Ac-ASDAVETDQYTRLRKOMASKEYLQSTKNRI
110 Ac—HSDAVETDQYT KYLOSIPNRI
111 Ac-BSDAVETDQYTRLRKQMASKEYLQSIRNRL

FIG. 1c
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Sequance

M-HSDIW’!TMW!IQSIMYC—PEG

M—HSDAV'ETWYTRLRMIQSIMYC-PEG

M—HBMVHWSIM—PEG

Ac—-RTBAVFTDOYTRLREQVAAKKYLQS IKDKRYC—PEG

M-ESDI\VETDQ!TWMDIM PEG
Ac-HSOAVFTDQYTRLREOMAAKKYLOS IKOKRC=PEG

Ac—-HSDAVFTDQYTRLREKQLAAKKYLQT IKQKRYC-PEG

Ac-HSDAVETEDQYYT! LKOKRYC-PEG
Ac-HSDAVFEDQYTRLREQMAAH SIKQKRYC-PEG
Ac—-HSDAVFIDOQYTRLRKOMAAKHY LOSIKQEKRYC-PEG

Ac—-HSDAVFIDOYTRLRKOMAGKKYTLQSIKOKRC-PEG

Ac-HSDAVFTDQY'T IKQKRC-PEG

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKQMARKKYLQSTKQKRC-PEG

Ac-HSDAVFTIDOYTRLAKDMASKKYTQSIKQKRC-PEG
nc-nsmmmv'mmmummszmm—m

Ac~-HSDAVFT OSTQOKRC-PEG

Ac~-ASDAVFTDAYTRLREKOMAAKKYLOSIRQKRC-PEG

Ac-RSGAVFTDOYTHLREQNAARKYIQSTRORAC—PEG

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLQS IKOKAC-PEG

Ac—HSDAVFTDQYTRERKOMARKKYLQS IKQKFC~PEG

Ac—-HSDAVFTDOYTRLRKOMAAKKYLQS IRQKHC-PEG
Ac-HSDAVFTDQYTRLRKDMARKKYLQSTRKOKTC~PEG

Ac—BEDAVFTDQYTRLRKOMARKKYLQS TKQKKC-PEG

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMARKKYL.QS IKOKL.C~-PEG

Ac-HIDAVFTDQYTRLREKCMAAKKYLOQSIKOKMC-FEG
Ac—HSDAVFTDQYTRL S IKQKPC-PEG

Ac-HSDAVEFTDQYTRL SIKOKOC-PEG

Ac-HSDAVFTDQYTRERKOMAAXKYLQS TKQKSC-PEG

Ac-ASDAVFTDQYTRLREOMARKKYLQSIRQKTC-PEG

Ac~HSDAVFTDQYTRL SIKQKVC-PEG
Ac-HIDAVFTDQYTRLRKUMAAKKYLQSIROKNC-PEG

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKGMAAKKYLQS IKQKYC—PEG

Ac-HSDAVFTDQYTRLRNOMAGKKYIQSIKQRIC-FEG |

m—nsmmmnnmmmﬂuc- PEC |

Ac-HSDAVET KKYLQSIKQRIC-PEG
Ac-HBDAVFTDQYTRLRKQMARKKYLQSIPQRIC~PEG

FIG. 1d
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GRS



PCT/US2005/002609
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SEQID Sequence
NO
148 HSDGIFTDI YSRYRKOMAVEKKYLAAVLGKRYKQRVENK
PACAPJ3E)
150 HSDGI FTDIYSRYRKUMAVKKYLARVL (sz'll .
151 HSDAVETDNYTRLRKOMAVEKYLMSILN (VIP)
152 HYDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYI.QS TKOKRY
153 Ac-BTDAVFTDQYTRLRRQVAAKKYTQSIKQKRY
154 ESDAVETDQYTRLRKQV. TKQKRYC-FEG
155 Ac-RTDAVETDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKOKRYC-PEG

FIG. 1e
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Stability against DPP IV Cleavage

4| |® % of cleaved peptide
BB (between AA 4 and 5)

0% of cleaved peptide
(between AA 2'and 3)

& % of uncleaved peptide

SEQIDNO: 112 112 154 152

Figure 2a
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38002 37004 36008
Mase (mVz)

Figure 2b

SEQID NO: 152 Is
cleaved by DPPIV

SEQ ID NO: 1 Is not
cleaved by DPPIV
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pmol cAMP per well

30

10

A |SEQID NO: 112
J ¥ |8EQID NO: 154
R 1SEQID NO: 152
- ® | SEQIDNO: 1

(AL EEman Ea . EEm Al EEman Rl mmman il memamEalll memmarl |

0.0001 0.001 0.01

0.1

1

10 100 1000

concentration, nM

Figure 3
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110 W0 1000
Iog, N
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157 SEQIDNO: 112 ®
g 1.2
5 0.9
0.6 1
0.3 SEQIDNO: 154
SEQIDNO: 1 A
0.0 - SEQIDNO: 156 V¥
001 01 4 1 10 400 1000
peptide concentration, nM
AN 112 1 156 154
MY | 4.972 5834 3326 103.3
Figure 4b
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5 T T
4 T
OIme h
= 3 - M 24 h
= 22448 h
2 4 EX472 h
1 - detegtion limit
1M
0 SEQ ID NO-154 SEQID NO: 112
Shrs 24 hrs 48hrs 72 hrs
SEQIDNO: 154 | 4,66 +0.43 <1 <1 <1
SEQIDNO: 112 | 4.21 +0.25 4.57 £0.37 1.56 +0.12 <1

Figure 5a
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Concentration (ugh)

1000

-
8

-
o

~=— SEQIDNO:154 30ughkg t,= 64h
—a— SEQIDNO:112 30ug/kg t,,~109h

-
8

16 24 32 40 4 . &8 64 72
Time (h)
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SEQ ID NO: 112 (30 upk, sc)

HHEH 4 Days (3s+-0.2nM)
7 Days (1.5+-0.1nM)

d jon fimit
1nM

Figure 5¢
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EES

PK (Cre-Luc Reporter Assay)
5 .
4
K] 2 detectlon limit
B  J
a 1 1nM
. I
0 10 3

SEQID NO: 112 (ug/kg, .c.)

1107
o u Efficacy (IPGTT)
> _ 1004
<@ 1
K
5 >
©o% M.. -
- 70 —————
0 10 20 30

SEQ ID NO: 112 (ug/kg, &.c.)

Figure 6a
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SEQID NO: 112

Q 10007

S E -

§ £ 12000 =

33

E EBDOO ;

O 4000

0 8
Vehicle 3
ug/kg, s.c
o SEQ ID NO: 154
2 15000 ] ===
.
5 .% 10000 -
E E ]
¢ ~ 5000 7
-4 ]
0 -
Vehicle 100 300
. ug/kg, s.c.
Figure 6b
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IPGTT Glucose AUC
(mg/di*min)

Vehicle

IPGTT Glucose AUC
(mg/di*min)
-888EE8

14.5%
dec

pk
S8EQ D NO: 112 Vehicle
24 hre 41 hrs 65 hrs
SEQ ID NO: 112 20+ 3* 17+2* 145+ 3*
Figure 6¢
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170

210>
<211>»
<21>
<213>»

220>
<221>
<22
<223

<400>

SEQUENCE LISTING

Bayer Pharmaceuticals Corporation
c'la‘i r'lllt:tnt_| Kevin
n

auckﬁo Thomas
salhani cl'( Arthur

PITUITARY ADENYLATE CYCLASE ACTIVATING PEPTIDE (PACAP) RECEPTOR
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1

31

PRT
Homo sapliens

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

1

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
g pAlaY pein R 9 Leu AT

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys A r
25 y.Ty 25 y YBEQW

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>
<221>
22>
<223>

<400>

2

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(3D
ACETYLATION

2

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P B ra 0 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
s 25 ¥ T

3
29
PRT
Homo sapiens
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WO 2005071385 PCT/US2005/002609
<220>
<221>
222> (1)..(29)
<223> ACETYLATION
<400> 3

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
A pATR Y pein ¥ g Leuare X
val Ala Ala lz.ss Lys Tyr Leu GIn ggr Ile Lys GIn Lys

<21 4

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

MOD_RES
<222> (1)..(3LD)
<223> ACETYLATION

<400> 4
His Thr Glu Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P -:B ra re 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
25 ys Ty 25 ¥ yangy

5
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo saplens
MOD_RES
<222 (1)..0(3D
ACETYLATION
<400> 5
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
fis sr asp ATy P o gy Thr A Lo a1 y

Leu Ala val lz.gs Lys Tyr Leu GIn ;gp Ile Lys GIn Gly g;l,y Thr

<210> 6

<211> 30

<21>» PRT

«213> Homo sapiens
<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
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WO 1005072385 . PCT/US2005/002609

<400> 6
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R 9 g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg
zLS ys Ty 25 y 30

210> 7

<211> 31

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1)..GL)
<223> ACETYLATION

<400> 7
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .{5 re e 1¥

Leu Ala Alz Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys GIn Lys Arg Tyr
'2‘5 ys Ty 25 o 30g

<210> 8

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (D..(3D
<223> ACETYLATION

<400> 8
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg LYs GIn
1 PRy pein gl

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Thr Ile Lys GIn Lys Ar r
ZE ys Ty 25 Yy YaoﬂTY

<210> 9

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapifens

MOD_RES
<222» (1)..(3D)
<223> ACETYLATION

<400> 9
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 palay peni rg Leu Aro ¥
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WO 2005/072383 PCT/US2005/002609

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn LyS Ar r
20 ys T 25 4 4 309 B

<210 10

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31D)
«223> ACETYLATION
<400> 10

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R e e 1!

Met Ala Ala Lys His Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
25 R 25 y ad 359 hid

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<22> (1)..(30)
«223> ACETYLATION

<400> 11
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .{g g 9 1!

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Tle Lys GIn Lys Ar
y 25 Lys Ty 25 y 309

<210> 12

<211> 30

<212 PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<22> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
«<400> 12

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 9 g 1¥
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ar

¥ 25 ¥ 25 ys 30g

«210> 13
Page 4



WO 2003072385 PCT/US2005/002609

<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1)..(30)
ACETYLATION

. «400> 13 _
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 g rd 1!

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A
7, il 25 Y 30°

210> 14

<211> 30

«212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
ACETYLATION

<400> 14
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
¥ pARY pein 9 Led Aro Y

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
2‘ ys Ty 25 y ¥ 30g

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 15
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
« 1 P 5 P IK 9 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Lys Ar
25 25 Y 30g

<210> 16

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
Page 5



WO 2005072385 PCT/US2005/002609

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 16

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 2 5 P 15 re rd 1!
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile GIn GIn Lys Ar

2% ys 25 305I

<210> 17

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1..(30
ACETYLATION
<400> 17
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
1 P 5 P .{5 9 9 I]-.!

Met Ala Ala Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg GIn Lys A
57 Ly= T Leu GIn ger Tle Arg Gln Lys s

<210> 18

211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapliens

MOD_RES
222> (1)..(30)
ACETYLATION
<40C> 1B
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
1 P v P '{K rg rg ﬂ

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ar
25 ys Ty 25 Y e 3!)g

<210> 19

<211> 30

<212 PRT

<213» Homo saplens

MOD_RES
22> (1)..(30)
ACETYLATION
<400> 19
Page 6



WO 2005072385 PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala Va'1 Phe Thr Asp Gl r Thr Arg Leu Arg Lys GIn
o p M p Gln }g rg g 1!
Hef Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys 61n Lys Ala

55 il 25 y 30

<210> 20

<211> 30

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222» (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 20

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IX g g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GlIn Lys Phe
25 ys 25 Y 30

21
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens

MOD_RES
22> (1)..(30)
ACETYLATION
<400> 21
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IE g g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser lle Lys GIn Lys His
5% ys Y 25 ad 30

<210> 22

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo saplens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 22 .
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1l 5 P I; g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ile
55 ys Ty 25 Ly 30
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WO 2005/072385 PCT/US2005/002609

<210> 23

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)

«223> ACETYLATION

<400> 23
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }5 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys GIn LysS LysS
'2'3 ys Ty 25 y ¥ 35

210> 24

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 24

His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
h P 5 P E g g 1!
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Gln Lys Leu

23 e Ty 25 y 30

<210> 25
<211> 30
<212> PRT )
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223>» ACETYLATION
<400> 25

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P }3 g 1¥
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Met

25 y 25 ¥ 30

210> 26
<211l> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
Page 8



WO 2005072385

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

26

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp G1ln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 . 3 g e 1?

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Ile Lys GIn Lys Pro
25 ys T 25 Y 30

MOD_RES
..
ACETYLATION

27

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GlIn
1 pAlaz peini ro Leu Arg 7Y

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys GIn
Iix ys Ty 25 y y 30

<223»
<400>

28

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
y PAlaY Pein % 9 o

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Ser
25 ys Ty 25 y ¥ 30

29

30

PRY

Homo sapiens

MOD_RES
(1..(30)
ACETYLATION

Page 9



WO 2005072385

<400>

29

His Ser Asp Ala val
1 5

i

Phe Thr Asp GlIn }31' Thr Arg Leu Arg i!s Gln

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Thr
z‘ s v 25 L Y 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>
<400

30

PRT .
Homo sapiens
(1)..C30)

AC \TION
30

His Ser Asp Ala val
1 5

Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
P B ) l‘91¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys val
25 ¥ 25 30

<210>
<211>»
<212>
<213»

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

31

His Ser Asp Ala val
1 5

Phe Thr Asp GIn Er Thr Arg Leu Arg I].gs GIn

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Tr
% ys Ty 4 y y. 309

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

32

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

32

His Ser Asp Aala val
1 5

Phe Thr Asp Gin '{gr Thr Arg Leu Arg Ii¥s Gln

Page 10



WO 2045/072385 PCT/US2005/002609

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Gln Lys Tyr
28 b 25 y ?!3

<210> 33

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
222 (1)..(30)
ACETYLATION
<400> 33
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .113 e e 1!

Met Ala Gl s Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile
ylz-s ys Ty oe Ly l'ﬂao

210> 34

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
«<400> 34

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }5 g 9 1!
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile

Y 25 ys Ty 25 A g 30

<210> 35

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo saplens

MOD_RES
<222 (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 35
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PAlaY pain r 9 1*

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn 5Ser Ile Lys GIn Arg Ile
25 y 25 r9 30

<210> 36
Page 11



WO 2003072385
<211> 30
<212> PRT
<213> ' Homo sapfens
<220>
«<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 36

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg LYs GIn
1 AR peinl o 9%

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Pro GIn Arg Ile
25 ys T 25 9 30

37

310

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

37

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp ¢In Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 ARy pein® 4

Met Ala Ser Lys L .s r Leu Gin Ser Ile Arg GIn Arg Ile
Zg ys T 25 9 g 30

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IK 1¥

val Ala Ala Lys L -s r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg Tyr
28 ys Ty 25 y y aog

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Homo sapiens

Page 12



e e 0

<221> MOD_RES
222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 39
H#is ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
l P 5 P }5 rd g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
ZK ys Ty 25 y y aogw

<210> 40

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo saplens

MOD_RES
<222> (1)..(29)
ACETYLATION
<400> 40
His ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
i palaY P Asn J§r Thr Ara X

val Ala Ala lz.zs Lys Tyr Leu GIn ggr Ile Lys GIn Lys

<210 41

<11 31

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..Q031)

ACETYLATION
<400> 41
His Thr Glu Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P IZ 9 i 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys &1n Lys A r
28 ys T 25 Ly y 359'ry

<213> Homo sapliens

2> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 42
Page 13



WO 2003072385

His Ser Asp Ala val
1 5

Leu Ala val Lys Lys
1 3

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

43

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

43

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b

<210>
<Z211>
<12>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>»

44

31

PRT

Homo saplens

MOD_RES
(1)..3D)
ACETYLATION

44

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Asn '{Kr Thr Arg Leu Arg !I.xs Gin

Fr Leu GIn Asp Ile Lys GIn Gly Gly Thr
TY ZSp Y. 3°Y

Phe Thr Asp Asn I‘r Thr Arg Leu Arg _ﬂs GIn

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
TY 3 y Y 309

Phe Thr Asp Asn Br Thr Arg Leu Arg |i!s Gln

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys GIn Lys A r
25 s Ty 25 y y 3591?

21>
<211>
<21>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
D..3L
ACETYLATION

45

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala L s
i

Pha Thr Asp Asn 'ﬂr Thr Arg Leu Arg !l.gs GIn

Tyr Leu GIn ;Islr Ile Lys GIn Lys 13\59 TYFr
Page 14

9%
A4



WO 2003072385

<400>

46

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(L..AD
ACETYLATION

45

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R g 9 1!

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg Tyr
S0° V5T 25 ¥ 30°

47

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(L..3L
ACETYLATION

47

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg LYys GIn
1 P 5 P -{5 g g 1!

Met Ala Ala Lys His Tyr Leu Gin Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
25 R 25 4 y 309 bt

<210>
<?11>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

30

PRT

Homo sapiens
S

1)..30)

ACETYLATION

48

His ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .{; g 9 1¥

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
ng ys Ty 3% y y 309

<210>
<211>
<212>
<213>

Homo sapiens

Page 15



WO 2005072383

<220>
<221>
222>
223>

<400>

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

49

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala vVal Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Ar s Gln
1 5 15 9 9 '-j_!

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A
A ind 25 Y Y 307

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

50

30

PRT

Homa sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

50

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAY pasn ¥ 9 Leu Are Y

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg
gz‘ ys Ty 25 Y 30

<210>
<211>

<213>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

51

His ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAaY pAsh T F9 Lew Arg 1Y

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Ar
% ys Ty 25 y y 309

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

Page 16
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WO 2005072383 PCT/US2005/002609

<400> 52
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 paRS phAsh v 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu ¢In Ser Ile Pro GIn Lys Ar
25 ys Ty 25 309

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1)..030)

ACETYLATION
<400> 53
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R o 0 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile GIn GIn Lys Ar
25 ys TY 25 y 30g

<210> 54

<211> 30

<11> PRT

<213> Homo saplens

<220>

<221> MOD_RES
<222 (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 54

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
Yy p ATy pAsn 9 v X
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Arg GIn Lys Arg

Ii% ys Ty 25 9 30

<210> 55

<211> 30

<2]12> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
ACETYLATION

<400> 55 )
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 15 9 9 1!

Page 17



WO 20034072388

PCT/US2005/002609

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ar
25 ys Ty 25 y 9 30g

Homo sapiens

MOD_RES
(1 ..30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
1

<223>
<400>

57

30

PRT

Homo sapiens
MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION
57

His Ser Asp Ala val
1 S

Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
P Iz g Fﬂlg

r Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ala
R4 25 Y 30

Phe Thr Asp Asn Br Thr Arg Leu Arg |i¥s GIn

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys phe
Ii‘ ys T 25 y y 30

<220>
<221>
<232>
<223»

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1..(30)
ACETYLATION

58

His Ser Asp Ala val
1 5

Phe Thr Asp Asn 1’5r Thr Arg Leu Arg ;.-!s GIn

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys His
s 25 ¥ YS 30

<210>

Page 18



WO 2005/072385
<211> 30
<212 PRT
<213> Homo saplens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 59

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P -:% g i 1!

Mat Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ile
25 ys Ty 25 y 30

<222>
<223>

<400>

60

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
1)..(G0
ACETYLATION

His ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Lys GIn
Y ALY phAsn Fo Leu Aro Y

Met Ala Ala Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Lys
Ii‘s ys Ty 25 y y 35

<400>

61

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..€30)
ACETYLATION

61

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 }.5 9 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Leu
25 Y 25 y 30

<210
<211>
<212>
<213>

<220>

62

30

PRT .
Homo sapiens

Page 19
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WO 2005/072383

<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

62

PCT/US2008/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu A s Gln
1 pARS pasn 9 Leu Arg X

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Met
’ % y 25 ¥ Y 30

<400>

63

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION
63

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 15 9 g 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys G1n Lys Pro
.ix ys Ty 25 Ly y 30

<2>
<223>»

<400>

64

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
D..30)
ACETYLATION

64

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu A GIn
fie ser 5o Ala P Asn Ty Thr Ara Lew AT

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys GIn Lys GIn
25 Lys Ty 25 y Ly 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
«221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

65

Page 20
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PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 9 g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ser
ZB ys 25 y ¥ 30

<400>

66
30
PRT

Homo sapiens -

MOD_RES
(1)..030)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
? paRY phAsn Ty 9 °

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Xle Lys GIn Lys Thr
% ys Ty 25 ¥ 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

67

30

PRT

Momo sapiens
MCD_RES
(1)..(@0)
ACETYLATION
67

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R 9 9 1!

Met Ala Ala LYs Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys val
25 ¥s Ty 25 y ¥ 30

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GlIn
1 P 5 P Ig rArg r91¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Tr
sz s Ty 25 y ¥ BOP
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WO 2005072385
<210> 69
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 69

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P I! g 9 lg

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn LyS Tyr
7t il 2 Y R

222>
<223>

<400>

70
30
PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

70

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gin
1 P 5 P .{B 4 9 1¥

Met Ala GIy Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile
y 2‘ ys Ty 25 30

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(D (] (30)
ACETYLATION

71

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 p Aty phAsn R 9 4

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Arg Ile
y25 s Ty 25 ¥ g30

72

30

PRT

Homo sapiens

Page 22
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
..30)
ACETYLATION

72

#is Ser Asp Ala val
1 _ 5

Met Ala Ser Lys Lys
el it

Homo sapiens

S
(1)..(30)
ACETYLATION
73

His Ser Asp Ala val
1 5

HetA'laAth.s
7

<210>
<211>
<212>
<213>

<221>
222>
<223>

<400>

Homo saplens

MOD_RES
(1)..30)
ACETYLATZION

74

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Asn Isr Thr Arg Leu Arg |J.!s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Gln Arg Ile
R4 25 y 9 30

Phe Thr Asp Asn '{gr Thr Arg Leu ‘Arg ﬂs GIn

r Leu GIn Ser Ile Pro Gln Arg Ile
R 25 rg 30

Phe Thr Asp Asn Izr- Thr Arg Leu Arg :ll'.¥s GIn

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg GIn Arg Xle
) S 25 9 9 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..G1
ACETYLATION

Page 23
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<400>

75

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002605

S

Phe Thr Asp GlIn '{gr Thr Arg Leu Arg lﬂs Gln

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
25 ys Ty 25 y y 30g

<21
211>
<212>
<213>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
..GL
ACETYLATION

76

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
Vi

<210>
<211>
<212>
<213»

<220>
<221>
<22>
<223>

<400>

77

29

PRT ]
Homo sapiens

MOD_RES
(D..(29)
ACETYLATION

77

His Ser Asp Ala val
1 5

Phe Thr Asp Gin '{xr Thr Arg Leu Arg !l.gs Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys A r
T e Gln gor e Lys s Ly 400 T

Phe Thr Asp GlIn '{;r Thr Arg Leu Arg ;.'gs Gln

val Ala Ala lz.gs Lys Tyr Leu GIn g;r Ile Lys Asn Lys

<400>

78

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1..G3L
ACETYLATION
78

His Thr GTu Ala val
1 5

Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
p '{5 g W'i!

Page 24
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val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys Asn Lys Ar r
28 Lys Ty 2% Ly Y 3091?

<210> 79

<211> 31

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
222> (1)..031)
ACETYLATION
<400> -79
His Ser asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1l P 5 P B re b 1;

Leu Ala val Lys Lys Tyr Leu GIn Asp Ile Lys Asn Gly Gly Thr
25 ys Ty 259 y y30y

<210> 80

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapliens

<221> MOD_RES
(1).-(30)
<223> ACETYLATION
<100> 80
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PAS L o 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Ar
25 ys T 25 y y 30g

<210» 81

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo sapjens

<220>
<221>

MOD_RES
<222> (1)..(31)
«<223> ACETYLATION
<400> 81

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 . 5 P R g g 1¥
Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Thr Ile Lys Asn Lys Ar r

25 ys TY e Ly Ly 309 TY

<210> 82
Page 25



31
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(..
ACETYLATION

32

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Al 5
a alz.x Lys

<400>

83

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(3L)
ACETYLATION

83

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp GIn '{xr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gln

Tyr Leu Gln ‘gr ITe Lys Asn LysS gsg Tyr

pPhe Thr Asp GIn Igr Thr Arg Leu Arg igs Gln

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr
4 20 Lys Y 25 Y ¥ 359

210>
<211>»
<212>»
<213>

<220>
<221>
<222
«223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(..
ACETYLATION

84

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lxs His
2

Phe Thr Asp Gin '{Kr Thr Arg Leu Arg I].gs GIn

Tyr Leu GIn 'z.igr Ile Lys Asn Lys 359 Tyr
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<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION
85

His Ser Asp Ala val
1 P 5

Met Ala Gly Lys Lys
2

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Lys Lys Lys
sz y

<222>
<223>

<400>-

87

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..00)
ACETYLATION

87

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Arg LYs Lys
925 y

<210>
<211>
<21>
<213>»

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

PCT/US2005/002609

phe Thr Asp GIn I‘r Thr Arg Leu Arg Ii¥s Gln

r Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys Ar
Tyr | 35 y y 309

Phe Thr asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
P B rg l'ﬂlg

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Ar
TY 3 Ly y 309

Phe Thr Asp GIn '{Kr Thr Arg Leu Arg %s Gln

r Leu Gln Ser Ile Lys Asn Lys A
T 25 y Y 359

Page 27
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\A
PCT/US2005/002609 ( g g

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
i 5 peln ro Leu Arg 1Y

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys A
7 35 d Y$ 30°

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222
<223>

<400>

89

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala Val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 _ P R g 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pra Asn Lys Ar
25 _.y i 25 y 30‘I

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<221>

<400>

90

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His sér Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
3 pAlaY Pein i o Leu Arg T¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile GIn Asn Lys A
25 ys Ty 25 ¥ 35‘

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
(1..(30)
ACETYLATION

91

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P I‘ 95 g 1¥

Met ATa Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Arg Asn Lys A
'2'5 ys v 25 re ¥ 35“
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<210> 92

«211> 30

<212> PRT .
<213> Homo Ssapiens

MOD_RES
<222> (1..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 92
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
1 5 pein 9 ol

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Ley GIn Ser Ile Lys Asn Arg Ar
25 ys Y 25 Y 9 309

<210> 93

<211> 30

<212> PRT .
«<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (D..(30)
ACETYLATION

<400 93 _
His Ser Asp ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IK g g_1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Ala
IZ'K ys Ty 25 vy ¥ 30

<210> 94 -
30

<212> PRT

<213> Homo sapliens

ES
1..(30)
<223> §CEI'YI(.ATIGI
<400> 94
His Ser asp Ala vVal phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P H v g 1¥.

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Phe
25 tys Ty 25 ¥ y 30

<210> 95
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
Page 29
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<400>

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

95

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b

<223>
<400>

His ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2002/002609

Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
IZ i

Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys His
25 Y ¥ 30

Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arpg Leu Arg Lys GIn
] i1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Ile
2‘ ys TY 25 4 ¥ 30

97

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
D..0)
ACETYLATION

97

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b

]

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

Phe Thr Asp Gln '{xr Thr Arg Leu Arg I:l'!s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Lys
4 25 Y Ys 38

Page 30
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<400>

WO 2005072385

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
2

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser asp Ala val
1l 5

Met Ala Ala Lys Lys
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>»
<223»

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

100

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala ATa Lys Lys
1

oL

30

PRT

Homo saplens

MOD_RES
..
ACETYLATION

101

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

pPhe Thr Asp Gln Rr Thr Arg Leu Arg lﬁ's Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn LySs Leu
T 25 y y 30

Phe Thr Asp GIn Rr Thr Arg Leu Arg |i§s Gin

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Met
T 25 ad y 30

Phe Thr Asp GIn Ixr Thr Arg Leu Arg igs GlIn

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Pro
T 25 Y Ly 30

pPhe Thr Asp GIn Er Thr Arg Leu Arg ll.gs GIn
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Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys GIn
Ii‘ il 25 y ¥ 30

<210> 102

<211> 30

<212 PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 102

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 rd rd 1¥
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys 5er

25 ys Ty 25 y y 30

<210> 103

<211> 30

212> PRT ,
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..030
<223> ACETYLATION
<400> 103

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 3 rd 9 1?
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Thr

2‘ ys Ty 25 ad ¥ 30

<210> 104

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30) -
<223> ACETYLATION

<400> 104
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 A AlaY pain Fg Leu Arg T

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys val
25 Y 25 y v 30

<210>» 105
Page 32



<211>
<21
<213>

<220>
<221>
<222>
<223

<400>

WO 2005072385

30
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

105

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

106

30

PRT

Homo sapiens
MOD_RES
(1)..030)
ACETYLATION
106 '

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Gln '{gr Thr Arg Leu Arg |i¥s GIn

r Leu GIn Ser Ile Lys Ash Lys Tr|
i 25 nd Sop

Phe Thr Asp GIn '{xr Thr Arg Leu Arg |i§s GIn

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys Asn Lys Tyr
25 ys Ty 25 ”}3

<210
<211>
212>
<213>»
<220>
«221>
<222>
<223>

<A00>

107

30

PRT

Homo sapiens
D..(30)
ACETYLATION
107

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Gly Lys Lys
yzs y

<210>
<Z11>
<212>
213>

<220>

108

30

PRT

Homo sapiens

Phe Thr Asp Gln ':ll'xr Thr Arg Leu Arg ligs GIn

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
T 25 Y re 30
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<221> MOD_RES
<22 (1)..(30)
223> ACETYLATION
<400> 108

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 IK 9 g 1§
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Arg Ile

i 25 T ) 25 ¥ g 30

<210> 109

<211> 30

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..030)
<223> ACETYLATION
<400> 109

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
1 P 5 IK 9 g Ii!
Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Arg Ile

2‘ ys Y 25 ¥ g 30

<210> 110

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo saplens

<220

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 110

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu A Lys GIn
1 P S P 3 9 e Ig

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
25 ys Ty 25 g 30

PRT
<213> Homo sapiens

MNOD_RES
<222 (1)..(30)
ACETYLATION
<400> 111
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His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu AP s GIn
i pATES pein ¥ re o i

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg Asn Arg Ile
'i% 25 g rg 30

<223>

220>
<221>
<222>
«<223>

<A00>

112

32

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE
(.. 532)
Cysteine at position 32 s PEGylated.

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

112

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gl Thr Arg Leu Ar Gin
fis ser Asp ATa YT Phe Thr Asp Gl g T A L 410

val Ala Ala %s Lys Tyr Leu GIn '.zits!r Ile Lys GIn Lys ;59 TYyr Cys

<400>

113
32

PRT
Homo sapiens

MISC_FEATURE

(1)..(32) .

Cysteine at position 32 1s PEGylated.
MOD_RES

Q)..(32)

ACETYLATION

113

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P 3 g 9 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys A r Cys
zX ys Y 25 4 yssgwcy

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221
<222>

114

30

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE
..030
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<223> Cysteine at position 30 1s PEGylated.

<220>

<22]> MOD_RES
22> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 114
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PARS pein o i

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Cys
25 ys Ty 25 y y%

<21> 115

<211> 32

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
22> (1)..(32) i
<223> Cystelne at position 32 1s PEGylated.

«<220>

<221> MOD_RES
<22 (1)..(32)
<223> ACETYLATION
<400> 115

His Thr GTu Ala val phe Thr Asp Gln Tyr ﬂn: Arg Leu Arg Lys GIn

1 4 peln® e ol

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn LyS Ar r Cys
25 ys Ty 2% y y 309 Tyr Cy

<210> 116

<211> 32

<212 PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(32)

<223>» Cysteine at position 32 s PEGylated.

MOD_RES
<222 (1)..(32)
ACETYLATION

<400> 116
H1s Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1l P 5 4 3 re 9 1!

Leu Ala val li‘s Lys Tyr Leu GIn Aztgp Ile Lys GIn Gly g;l,y Thr Cys

W
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<210> 117

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

<221> MISC_FEATURE
222> (1)..(31)
<223> cCysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(3D
223> ACETYLATION

<400> 117
His ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 9 re 1!

Met Ala Ala 12.55 Lys Tyr Leu GIn ;gr ITe Lys GIn Lys 95“ Ccys

<210>» 118

<21ll> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1).. 532) .

<223> Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
«222> (1)..(32)
ACETYLATION

«<400> 118
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R rg rg :I.¥

Leu Ala Ala ZL'KS Lys Tyr Leu GIn '{!jll" Ile Lys GlIn Lys Aa\ag Tyr Cys

119
211> 32

PRT
<213> Homo sapiens
<221> MISC_FEATURE

222> (1)..(32)
<223> Cysteine at position 32 {is PEGylated.

<2

«<221> MOD_RES
<222> (1)..(32)
<223> ACETYLATION
<400> 119
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Hi5 Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PARS pein 9 k1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys Gln LyS Ar r cys
ZE 25 ¥ y 309 Tr oy

<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

120

32

PRT

Homo sapiens

MISC _FEATURE

(1)..(32) .
Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

120

His ser Asp Ala Val rhe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 E 1§

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r Cys
5 ys Ty 2% y YBEHWCY

<223>

<220>
221>
<222>
<223»

<400>

121

32

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE

(32
églf)stefne)at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

121

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
h | P 5 P -{K g 9 1!

Met Ala Ala ligs His Tyr Leu GIn .;.gr Ile Lys GIn Lys .;69 Tyr Cys

122
31

PRT
Homo sapiens

MISC_FEATURE
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<222> ..(3
<223> g;%te n:)at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
<222 (1)..(3D)
ACETYLATION
<400> 122
His Sser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Er Thr Arg Leu Arg L¥s GIn
1 5 1

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar s
yzg ys Ty 3¢ y YSOGCY

<210> 123

<211> 31

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222 (1).. Fl) .

<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

<220>
221>

MOD_RES
<222> (1)..(3L)
<223> ACETYLATION

<400> 123
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R g 9 1!

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Arg Cys
¥ 25 ys Ty 25 y 3(!g

<210> 124

<211> 31

«<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<22]> MISC_FEATURE

225 (D)., i

<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 124

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp G1In Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P '{X g g 1¥

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg Cys
9 ZK ys Y 25 Bt)g
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<400>

125

31

PRT

Homo  sapiens

ICC[SC—FES'URE
Cysi:égne at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(1)..GL
ACETYLATION

125

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 3 rd g 1¥

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser XIle Lys GIn Lys Ar 5
z‘ ys Ty 3% y YSOQCY

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MISC_FEATURE
@61 ]
Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
(0..GL
ACETYLATION

126

Hi1s Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P E g ra 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Lys A s
25 ys Ty 25 y 359q

127

31

PRT

Homo sapliens

MISC_FEATURE
(1)..(3D
Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
D..GL
ACETYLATION
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<400> 127

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 -{X 9 9 1¥
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Xle Gln Gln Lys Ar 5

25 ¥ 25 y !0‘l 4

210> 128
<211> 31
<212> PRT .

<213> Homo sapiens

<222> (1)..(3D )
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<22> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 128
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P '{5 ra ro 1§

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg GIn Lys Arg Cys
2‘ ys TY 25 ro y 359

<210> 129

211> 31 v
<212> PRT

<213> Homo saplens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1).. FD .

223> Cysteine at position 31 1is PEGylated.
<220>

<221> MOD_RES

<22> (1)..(31)

<223> ACETYLATION

<400> 129

His Ser asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P I‘ r9 9 1!
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ar S

25 ys Ty 13 y g 309 Cy

<210> 130

<21l1> 31

<212> PRT

<213> Homo sapliens

<220>
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221>
<222>
<223>

<220>
<221>»
<222>
<223>

<400>

WO 2003072388

MISC_FEATURE

D. .531)

Cysteine at position
MOD_RES

..
ACETYLATION

130

|£-is Ser Asp Ala \SIaT Phe Thr

Met Ala Ala %s Lys Tyr Leu

<210>
<211»
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

131

31

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE
.. _fBD
Cysteine at position

MOD_RES
(1)..(3L
ACETYLATION

131

lJl_'is Ser Asp Ala \sla'l Phe Thr

Met Ala Ala lz.xs Lys Tyr Leu

<220>

<2i>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

132
31

PRT
Homo sapiens

MISC_FEATURE

(.. '531) .
Cysteine at position

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

132

IJI.'|S ser Asp Ala \;a'l Phe Thr

Met Ala Ala %s Lys Tyr Leu

PCT/US2005/002609

31 1s PEGylated.

Asp GlIn Ixr Thr Arg Leu Arg ‘:I’.!s Gln

GIn Ser ITe Lys GIn Lys Ala Cys
25 ys 30

31 1s PEGylated.

Asp GlIn Izr Thr Arg Leu Arg I]'_!s Gin

GIln Ser Ile Lys GIn Lys Phe Cys
25 Y Y 30 i

31 1s PeEGylated.

Asp GIn '{Kr Thr Arg Leu Arg 'j!s Gln

Gin Ser Ile Lys GIn Lys His Cys
25 ¥ y 30 i
Page 42
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<210> 133

<211>» 31

«<212> PRT )
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1..(31) i

«<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..Q31)
<223> ACETYLATION
400> 133

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P -:% g ra 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ile Cys
ZK ys Ty 25 y ¥ 30 4

<213> Homo sapiens

MISC_FEA
<222> (1).. 531) .
<223>- Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..0D
<223> ACETYLATION

<400> 134
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 e 5 P IK re 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr.Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Lys Cys
25 ys Ty 25 ¥ yagcy

<210 135

<211> 31 .
<212» PRT .

<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
222> (1)..{31)
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
«222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
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<400> 135
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
] pAlRY pein ¥ e 1]

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Leu Cys
zﬁ ys Ty 25 Y y 30

210> 136

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (1)..531) .

<223>» Cysteine at position 31 is PEGylated.
<220>

221>

MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<A00> 136
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P R 9 g 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Met Cys
25 ¥s Ty 25 ¥ ysaocy

<210>» 137

211> 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

<221» MISC_FEATURE
«222> (1).. ?1) \
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(31)
ACETYILLATION
<400> 137
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IK g 9 lg

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Pro Cys
25 25 30

<210> 138

<2l11> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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210>
<21l
<212»
<213

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

WO 2005072388

20 25

141

31

PRT .
Homo sapiens

Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
1)..(3
ACETYLATION

141

30

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 pAlaY peiny 9 9%

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys val Cys
% ys Ty o8 3 £ YBOCY

<210
<211>
<212>
<213>

<400>

MISC_FEATURE

(1)-. 31) !
cyste‘fne at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(D..03L
ACETYLATION

142

His Ser asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P E re 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Tr s
2‘ ys Ty 3% y Ly BOPCY

<210
<211>
<212»
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

143

31

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE
(.. .f!lJ
Cysteine at position 31 {s PEGylated.

MOD_RES
1..3D
Page 46
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<220>

<221> MISC_FEATURE

22> (1).. 'fBIJ .. . .

«<223> Cystelne at position 31 is PEGylated.

<220>

<221> S

22> (1)..0L

<223> ACETYLATION

<400> 138

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 3 g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys GIn Cys
25 ys Ty 25 ¥ Ly 30 o

<210> 139
11> 31
<21> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(3L) .

<223> Cysteine at position 31 {s PEGylated.
<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(31)

<223> ACETYLATION

<400> 139

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GlIn
1 p Al Y pein Fo Leu Ara Y

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ser Cys
7} i 25 y e o @

«<213> Homo saplens

«22]1> WMISC_FEATURE
<222> (1)..(31) .
«<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.
MODO_RES
«222> (1)..(31)
ACETYLATION
<400> 140
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys G1n
h P s P .{x rd e 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Thr Cys
Page 45



WO 2005072335 PCTUS2008/002609

<223> ACETYLATION

<400> 143 )

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gin Isr Thr Arg Leu Arg L;s GIn
1 5 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Tyr Cys
1 indlid 3 el ®

<210> 144

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..531) ..

<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)

<223> ACETYLATION
400> 144

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn ':Br Thr Arg Leu Arg Lgs Gln
1 5 1
Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Arg Ile Cys

Y 25 i . 25 d . rd 30

<210> 145

<211>» 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<22]> MISC_FEATURE
<22 (1).. 531)
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(31)
«<223> ACETYLATION

<400> 145
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GlIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P R g v 1!

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile Cys
ng ys Ty 3% y ﬂaoCY

<210> 146

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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MISC_FEATURE
iy)

.. (3
g)ste'fne at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
(1)..031)
ACETYLATION

146

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P E g lgs

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg XIle Cys
25 tys Ty 25 4 g 30 >

222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MISC_FEATURE

..(31)
gf%tegne at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

147

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P Sa ¢ rASP R re gl¥

Met Ala Ala lz.zs Lys Tyr Leu Gln ggr Ile Pro Gln Arg ;:;Ile oys

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<221>
<232>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

148

31

PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
1).. 531)
Cysteine at position 31 1s PeEGylated.

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

148

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 ARy pein ¥ 9 9 ¥
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Met Ala Ser Lys L r Leu GIn Ser Ile Arg GIn Arg Ile Cys
25 ys Ty 25 9 g 30 ¥

<400>

His Ser Asp Gly ITe Phe Thr Asp Ser Br Ser Arg Tyr Arg Lgs Gln
1 5 1

Met Ala val lz.gs Lys Tyr Leu Ala g}a val Leu Gly Lys g(r)-g Tyr Lys

Gin Arg \ahsﬂ LyS Asn Lys

210
<211>
<212>
<213>

<400>

150

27

PRT

Homo saplens

150

His Ser Gly Ite Pha Thr Asp Ser Tyr Ser Ar r Arg Lys GIn
1 Asp ys Thr Asp '{g g Ty "91§

Met Ala val lz.ss Lys Tyr Leu Ala gga val Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

151

28

PRT

Homo sapiens

151

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 er A5p 5 © P B re gl!

Met Ala val Lys Lys Tyr Leu Asn Ser Ile Leu Asn
7 i 3

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P S P 18 9 9 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
Zx ys Ty 35 y y 309T.V

<210> 153
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223

<400

31
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
1)..0(31)
ACETYLATION

153

His Thr Asp Ala val Phe Thr Asp 61n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P {5 rd g 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
25 ys Ty 3% y y 3°9TY

<210>
<211>
<212>
<213>

154

32

PRT .
Homo sapiens

i
cysi:é ne at position 32 is PEGylated.
154

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
p . SerfspAlay pein ¥ 9 o

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r Cys
lz-x ys Ty 15 y .Y 359TY Cy

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>»
<223

<400>

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

MISC_FEATURE

« {32
g')ste-fne)at position 32 1s PEGylated.

155

His Thr Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 ; P 5 P '{K v g 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Ar r Cys
lz-‘ Lys Ty 3% y y 3OQTY Cy
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5188 PCT Expedients n.* 5180

AGONISTAS DEL RECEPTOR (VPAC2) DEL PEPTID ACTIVADOR DE LA
ADENILAT CICLASA HIPOFISARIA (PACAP) Y SUS METODOS DE US
FARMACOLOGICO

[001] La presente solicitud reclama el beneficlo de la Solicdtud Provislonal N.* de Serie
80/530.550 de los EE. UU., presentada &l 27 de enero de 2004 y la Sollcitud Provislonal N.* de
Serle 60/560.489 de los EE. UU., presentada el 28 de abril de 2004, cuyo contenido se incluye en
su totalldad en la prasents por refarencia.

AMBITO DE LA INVENCION

[002] Esta Invenclén s& relaciona con polipéptidos recientementa Identificados y con el uso de
dichos polipdptidos con fines terapiuticos. Mas especviicamente, los polipiptidos de la presents
invencion son Ttles para eatimular la liberaclon de Insulina de las ciulas B pancreaticas an una
forma dependiente de la glucoaa, proporcionando de este modo una opclon de tratamlento para
las personas que tisnen rastomos metabdlicas, como la dlabetes o la Intolerancia a la glucosa, un
estado prediabético.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[003] La diabstes se caracteriza por alteraciones an el metabollamo de la glucosa, que se
manifiesta, entre otras cosas, por un elevado nivel de glucosa en sangre en el paclente diabitico.
Los defectos subyacenias llevan a una clasificacion de la disbetes en dos grupas principates:
dlabetes tipo 1 o diabetes mellitus insulino dependiente (Insulln dependent diabetes mellitus,
IDDM), que surge cuando los paclentes carecen de cilulas B productoras de insulina en sus isiotes
de Langerhans pancreaticcs; y diabetes tipo 2 o diabetes mellitus no Insulino dependiente (non-
insulin dependent dlabetes mellitus, NIDDM), que se produce en pacientes con problemas en la
funcion de ias cilulas B y alteraciones en la accion de Ia Insullna.

[0o4] Actualmentse, los pacientss con dlabates tipo 1 reclben tratamiento con insulina, mlentras
que la mayoria de los paclentas con diabates tipo 2 reclben tratamiento con agentas que
estimulan la funcion de las cilulas B o con egentas que aumantan la sensiblildad de los tejldos de
los paclentes hacia la Insullna. Con el transcurso del tiempo, casl la mitad de los sujetos con
dlabetes tipo 2 plerden su respuesta a estos agentes y deben comenzar a recibir terapla con
ingulina. A continuacion, se dascriben los fArmacos que se utlilzan actualmente para tratar la
diabetes tipo 2.

[005] Los Inhibidores de la alfa glucosidasa (p. ej., Precose® (Bayer Phammaceuticals
Corporation), Voglibose™ (Takeda Phamacseuticals Company Limited) y Miglitol® (Bayer
Pharmmaceuticals Corporation)) reducen ias fluctuaciones de la glucosa postprandial al retardar la

\32



absorcidn de glucosa del Intestino. Estos farmacos son seguros y proporclonan tratamlento para
los sujetos con dlabetes de leve a moderada. Sin embargo, en la bibllografia se han informado
efectos secundarios gastrointestinales.

[008] Los sensibliizantes a la insulina son farmaces que aumentan |a respuesta del organismo a
la insullna. Las tlozolidinedlonas, coma Avandla® (GlaxoSmithKiine, rosigitazona) y Actos™
(Takeda Pharmaceuticals Company Limited, pioglitazena) activan el receptor activada por
proliferadores de peroxisomas (peroxisome pryliferator-activated recaptor, PPAR) del subtipo
gamma y modulan la actividad de un canjunto de genes que no han sido blen descritos. Razulin™
(Wamer-Lambert Company, troglitazona), el primer farmaco de asta clase, fue retirado del
mercado debldo a que provocaba niveles elevados de enzimas hepéticas y hepatotoxicidad
fammacbgena. Estos efectos hepaticos no parecen ser un problema significativo en los pacientes
que uean Avandla® y Actos™. De todos modos, se recomienda realizar un anallsls de enzimas
hepéticas cada 2 meses durante el primer afio de la terapla y, en lo sucesivo, en forma periddica.
Avandla® y Actos™ parecen estar asocladoe con la retencion de liquidos y el edema. Otro poslble
efacto secundaric es sl aumento de paso. Avandia® no estd indlcado para su uso con Insulina
debldo a que puede producirse insuficlencla cardiaca congestiva.

[007] Los secretagogos de Insulina (p. ej., sulfonilureas (SFU) y otros agentes qua actlan
madiante el canal de K+ dependlente del trifosfato de adenosina [adenosine triphosphate, ATP])
son otro tipo de fémaco utilizado achualmente pera tratar la diabetes tipo 2. Las SFU constituyen
la terapla estandar para los pacientes con diabetes tipo 2 que tienen glucemla en ayunas de leve
a moderada. Las SFU tienen limitaciones que incluyen la posiblidad de provocar hipoglucemia,
aumento de peso, y {asas altas de fracaso primario y secundario. Entre el 10 y el 20% de los
paclentss que raciben tratamlento Iniclalmente no muestran un efecto significativo del tratamiento
(fracaso primario). E! fracaso secundario queda demostrado por una pérdida adicional del efacto
del tratamiento, de enfre el 20 y al 30%, deapués de sels mesas de racibir tratamlento con una
SFU. El tratamiento con insulina es necesario en el 50% de los sujetos que respondieron a las
SFU después de entre 5 y 7 aflos de terapla (Scheen, st al., Diabstes Res. Clin. Pract. 6:533-543,
1989).

(com] Glucophage® (Lipha Corporation, HCl de metformina) es una biguanida que disminuye el
nivel da glucosa en sangre medlante la reduccién de la producclén de glucosa hepdtica y el
aumento de la captaclon y utilizacidn de glucasa periférica. El fArmaco es efectivo para disminuir
el nivel de glucosa en sangre en sujetos de leve a moderadaments afectados por la enfermedad,
y no tiene los efectos secundarios de aumento de peso nl la poslbilidad de provocar hipoglucemia.
Sin embargo, Glucophage® tiene una serle de efectos secundarios que Incluyen alteracionea
gastrointestinales y acldosis lactica. Glucophage® estd contraindicado en sujelos diabéticos
mayores de 70 afios y en sujetos con disfuncién renal o hepatica. Por Gltimo, las tasas de fracaso
primario y secundario de Glucophage® son simllares a las de 1as SFU.
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[008] E) tratamiento con insulina instituye una vez que no se ha logrado controlar
adecuadamente el nivel de glucosa en sangre mediants dieta, ejercicio y medicamenios orales.
Este tratamiento tlene como desveniajas gue es Inyectable, puede producir hipoglucemia y
provoca aumento de peso.

{010] Debido a los problemas que plantean los tratamlentos actuales, se necesitan nuevas
teraplas para tratar la diabetes tlpo 2. En particular, se necesitan nuevos tratamientos para
mantener la secrecién de Insulina (glucosa dependients) nommal. Dichos nuevos firmacos
deberian tener las sigulentes caracteristicas: dependencia de la glucosa para promover la
sacreclon de insullna (es declr, producir la secreclén de Insulina s6lo en presencia de un nivel
elevado de glucosa an sangre); tasas bajas de fracaso primario y secundario; y preservacion de la
funcidn de las células de los lslotes. La estrategia para desarrollar la nueva terapia divulgada en la
presente se basa en el mecanismo de sefalizacién del monofosfato de adenosina ciclico (cyclic
adenosine monophosphate, cAMP) y sus efectos en la secrecién de Insulina.

[011] El AMP ciclico @s un Iimportante regulador del proceso de secreclén de Insulina. La
elavacion de asta molécula de sefallzacldn promueve el cierre de los canales de K+ tras la
activaclén de Ia via de la protelna quinasa A. El clare de los canales de K+ provoca la
despolarizacion de las células y la subsigulente apertura de los canales de Ca™, Io que & su vez
lleva a la exocltosls de los granulos de Insullna. En ausencia de bajas concentraciones da
glucosa, los efectos que se producen an la secrecién de Insulina son escasos o nulos (Weinhaus,
et al., Diabstes 47:1426-1435, 1988). Los secratagogos, como el péptido actlvador de la adenilato
ciclasa hipofisaria (pltultary adenylate cyclase activating peptide, PACAP), el péptido intestinal
vasoactivo {vasoactive Intestinal peptide, VIP) y el péptido 1 similar al glucagén (glucagon-itka
peptide 1, GLP-1) utilizan el sistema del cAMP para regular la secrecién de insulina en una forma
dependiente de la glucosa (Komatsu, et al., Diabetes 48:1928-1938, 1997; Filipsson, et al.,
Diabetes 50:1858-1868, 2001; Drucker, Endocrinology 142:521-527, 2001). Los secretagogos de
insulina que actGan a iravée de la slevacién del cAMP, como al GLP-1, el VIP y el PACAP
también pueden aumantar la sintesla de Inaulina, ademés de la liberacién de insulina (Skoglund,
et al., Diabetas 49:1156-1184, 2000; Borbonl, et al., Endocrinology 140:5530-5537, 1008).

[012] EI GLP-1 es liberado de las células L del Intestino después de una comida y funciona
como una hormona Incretina (es decir, potencia la liberaclon de insulina Inducida por la glucosa
de la cilula p pancreatica). Es un piptido de 37 aminoacidos que es expresado diferenclaimente
por el gen del glucagon, en funcion del tipo de tajido. Con el GLP-1, se han racopllado datoa
clwnicos que respaldan el efecto beneficiosc de aumentar ios niveles de cAMP en las alulas p.
Las Infusiones de GLP-1 en sujetos con control deficiente de Ia diabetes tipo 2 normalizaron sus
nivelas de glucosa en sangre an ayunas (Gutniak, et al., New Eng. J. Med. 326:1316-1322, 1882)
y al administrar Infusiones mas prolongadas, se mejoro la funclon de las cilulas p hasta alcanzar
los niveles de los sujetos normales (Rachman, et al., Diabstes 45:1524-1530, 1996). Un Informe
reclente ha demostrado que el GLP-1 mejora la capacidad de las cilulas B para responder & la



glucosa en sujatos con Intolerancia a la glucosa (Byme, et al., Diabetes 47:1250-1265, 1998). Sin
embargo, todos estos efectos tlenen poca duraciéon debido a Ia corta vida media del péptido.

[13] Amylin Pharmacauticals ha llavado a cabo ensayos dinicos con Exandin-4 (AC2983), un
péptido de 39 aminoécldos originalmenta identificado en el Monstruo de Gila. Amylin ha Informado
que los estudlos clinicos demostraron un mejor control glucémico en los pacientas con diabeles
tipo 2 tratados con Exandin-4. Sin ambargo, la incldenda de nauseas y vémitos fue significativa.

[014] El PACAP es un potante estimulador de |a secrecidn de insullna glucosa dependlents de
las cilulas P pancregaticas. Se han dascrito tres tipos diferentes de receptores dal PACAP (PAC1,
VPAC1 y VPAC2) (Harmar, et al, Phamacol. Reviews 50:265-270, 1988; Vaudry, et al,,
Pharmacol. Reviews 52:2680-324, 2000). El PACAP no presenta sslectividad para los receptores, y
los tres receptores tenen actividades y potenclas comparables. El PAC1 se ubica
predominantemente en el sistema nervioso central, mlentras que el VPAC1 y al VPAC2 tienan una
distribuclén mas amplia. El VPAC1 se ubica en el sistema nervioso central, y en el higado, los
pulmones y el intestino. £t VPAC2 se ubica en el sistema nervioso central, e! pancreas, al
masculo esqualético, el carazdn, el fiftdn, el tejido adiposo, e tasticulo y el astdmago. Un trabajo
reclente afirma que ¢l VPAC2 es responsable de la secrecldn de Insulina de las células B (Inagakl,
et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 91:2678-2883, 1984; Tsutsuml, et al., Diabetes 51:1453-1480,
2002). Esta acclén Insulinotrdplca del PACAP es maediada por las protelnas G de unién dal
trifosfato de guanosina (guanosine triphosphate, GTP). La acumulacién de cAMP intracelular, a su
vez, activa los canales de callones no selectivos en las células p aumentado el [Cat++] ¥
promueve la exocitosls de los granulos secretores que contienen Insuling.

[015] ElI PACAP es 6ol Integrante més nuevo de la superfamilia de hormonas peptidicas
metabdlicas, neuroendocrinas y nauroiransmisoras que ejercen su accién a través de la via ds
transducclén de sefiales mediada por al cAMP (Arimura, Regul. Peptides 37:287-303, 1982). Los
péptidos biolégicamente activos son llberados del precursor blosintético en dos formas
moleculares: como un péplido de 38 aminodcidos (PACAP-38) y/Jo como un péptido de 27
aminoéacidos (PACAP-27) con un terminal carboxjlo amidade (Arfimura, supra).

[018] Las concentraclones més gltas de las dos formas del péptido se encuentran en el cerebro
y ol tasticulo {Arimura, siupra). La forma més corta del péptido, el PACAP-27, muesira una
homologla estructural del 68% con respacto al polipéptido Intastinal vasoactivo (vasoactive
intestinal polypeptide, VIP). Sin embargo, la distibucién del PACAP y el VIP en el sistema
nervioso central suglere que estos péptidos estructuraiments relacionados tlenen diferentas
funciones neurotransmisoras (Koves, et al., Neuroendocrinology 54:159-188, 1991).

[017] Estudios reclenles han demostrado efectos bioldglcos distintos del PACAP-38, que
abarcan desde un papel en la reproduccién (McArdle, Endocrinology 135:815-817, 1684) hasta ia

capacidad de estimular la secrecién de Insulina (Yada, et al., J. Blol. Chem. 269:1290-1293.'

1684). Ademés, el PACAP parece desempefiar una funclén en la regulacién hormonal del
metabolismo de los lipidos y carbohidratos {Gray, et al., Mol. Endrocrinol. 15:1738-47, 2001); en la
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funcién circadiana (Harmar, et al., Cell 109: 487-508, 2002); en la funclén del sistama Inmunitario,
el cracimiento, la homeostasis anergética y la reproduccién masculina {Asnicar, et al., Endrocrinol.
143:3954-4008, 2002); on Iz regulacidn del apetito (Tachibana, et al., Neuroacl. Lett. 338:203-208,
2003); asl como en las enfermedades Inflamatarias agudas y crinicas, el choque septicémico y
las enfermadades autolnmunes (p. 6., el lupus eritematoso sistémico) (Pozo, Trends Mol. Med.
9:211-217, 2003).

[018] El péptide intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido de 28 aminoacidos que se alsld por
primera vez de la porcién superior del intestina delgade del cardo (Sald y Mutt, Sclence 169:1217-
1218, 1970; Patente estadounidense n.° 3.876.371). Este péptido perienece a una famllla de
pequefios polipéptidos estructuraimante relaclonados que incluye la helodermina, la secretina, las
somatostatinas y el glucagén. Los efectos bioldgicos del VIP son medlados por la activacién de
las proteinas receptoras fijadas a la membrana que estin acopladas al sistema de seflallzacidn
del cAMP Intracslular. Estos recepiores se conoclan originalmente como VIP-R1 y VIP-R2; sin
embargo, posteriormente se descubrid que eran los mismos receptores que of VPACT y al
VPAC2. El VIP muestra acllividades y potenclas comparables a las del VPAC1 y del VPAC2.

[18] Para mejorar la establlided del VIP en el liquido pulmonar humano, Bolin, et al.,
(Biopolymers 37:57-88, 1895) elaboraron una serle de varlantes del VIP disefiladas para aumentar
la propensién a una estructura helicoldal de asta péptido y reducir Ia degradacion proteolitica. Las
sustituciones se concentraron en las posicionas 8, 12, 17 y 25-28, sobre las cuales sa infirid que
no eran importantes para la uniébn a receptores. Ademéas, la secuencia “GGT" se pegod al C-
terminal de las muteinas VIP, con la esperanza de agregar la caperuza en la hélice con mayor
efectividad. Por Gtimo, para establlizar mas la hélice, se sintstizaron diversas varlantes ciclicas
(Patente estadounidenss n.° 5.677.419). Sl blen estos esfuerzos no estaban dirigidos hacla la
selectividad para los receptores, dieron dos anélogos que tienen mayor selectividad pera el
VPAC2 {Gouriet, et al., Peptides 18:403-408, 1807; Xia, et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 281:828-
833, 18097).

[020] Se necssitan mejores péplidos que tengan la actividad de secretagogo de insullna
glucosa dependlente del PACAP, el GLP-1 o Exendin-4, pero con menos efectos secundarios vy,
preferentemante, que sean estables an la formulacidn y tengan largas vidas medias plasméticas
In vivo. Esa mejor vida media In vivo se obtiene a parlr de péptidos con menor depuracién y
manor susceptlbliidad a la protedlisls. Asimismo, un control mée estricio de los niveles de glucosa
an plasma puede prevenir complicaciones diabéticas a largo plazo. De este modo, los nuevos
fdrmacos pera la dlabstas deberfan brindar una mejor calidad de vida a los pacientses.

RESUMEN DE LA INVENCION

[021] Esta invencidn proporciona polipaptidos nuevos que funcionan in vivo como agonistas del

receptor VPAC2 (an adelante, el VPAC2) y que son efectivas en el tratamiento de enfermedades y

condiciones gue pueden mejorar graclas a agentss que tienen actividad agonista sobre el VPAC2.
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Preferentements, los polipéptidos de esta invencién son agonistas sslectivos del VPAC2 y tienen
mayor potencia en el VPACZ que en el VPAC1 y el PAC1, Per ejemplo, a mero tviulo enunclativo,
estos polipiptidos estimiilan la svntesls y liberaclon de insulina de las cilulas B pancreaticas en
una forma dependlente de la glucosa y la posterior reduccion da ia glucosa en plasmsa. Se ha
demastrado que esios polipéptidos secretagogos disminuyen el nivel de glucosa en sangra in vivo
an mayor medida que el control del vehiculo al realizar una prueba de tolerancla a la glucosa.
Asimismo, los polipéptidos de esta invenclén son estables en la formulacion y tienen vidas medias
plasméticas largas y una larga duraclén de la accidn in vivo cuando son derivatizados.

[022] Los polipdptidos de la presente invencién tienen una melor establliidad a la protedlisis
mediante la dipeptidil-peptidasa IV (DPP4) y en plasma, en comparacién con el PACAP o el VIP.
Si bian se ha informado que tanto el VIP como o PACAP2T son resistentes al clivaje mediants la
DPP4 (Zhu, et al., J. Blol. Chem 278: 22418-22423, 2003), la Figura 2a demuestra que esios
péptidos son clivados an puntos en el tismpo mas prolongados, mientras que los péptidos de la
presente Invenclén son resistentas al clivaje en los puntos en el iempo evaluados. Los derivados
de la presente Invenclén dsmuestran una duracién extendida de la accidn In vivo, lo que respeida
un intervalo posolégico de menas de una vez por dia, y una vez por semana o més cuando son
derivatizados.

[023] Los polipéptidos de la presente Invencién proporcionan una terapia para paclentas que
tlenen, por ejemplo, trastomos metabdlicos como los que se producen como consecuencia de la
reduccién de la secrecidn de insullna endégena, tales como los paclentes con diabetes tipo 2, o
para paclentes con Intolerancia a la glucosa, un estado prediabético que se caracteriza por una
alteraclén leve de la secreclon de insullna. Ademas, los polipéptidos de la presente invencidn
pueden ser Gtlles para pravenir y/o tratar la diabetes gestacional, la dlabetes hereditarla Juvenli
tipo 2 (maturity-onset dlabetes of the young, MODY), la diabetes autoinmune latente del adulto
{latent autoimmune diabetes adult, LADA) y la dislipidemia asoclada a la dlabetes, y otras
complicacionas diabéticas, como también la hipsrglucemia, la hiperinsulinemia, |a Intolerancia a la
glucosa, Ia alteracion de la glucosa en ayunas, la dislipidemia, la hipartrigliceridemia, el sindrome
X y Ia resistencia a la Insulina. '

[a24] Los polipéptidos de la presente Invencidn pueden utilizarse para prevenir y/o tratar [a
obesidaed (p. e]., regulacién del apetito y la Ingesta de allmentos), la enfermedad ateroesclerdtica,
la hiperlipidemia, la hipercolesterclemia, los niveles bajos de HDL, la hipertensién, la enfermedad
cardlovascular {incluida la ateroesclerosis, la enfermedad cardlaca coronaria, la enfermedad de
las arterlas coronarlas y 1a hipertenslén), la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad de los
vasos periféricos; y para prevenir y/o tratar el lupus, el sindrome de ovaro poliquistico, Ia
carcinogénesis y la hiperplasia, el asma, los problemas reproductivos masculinos, las Glcaras, los
trastomos del suefio, los trastomos del metabolismo de los lipidos y carbohidratos, la disfuncién
crcadiana, los frastornos del crecimiento, los trastomos de la homeostasis energética, las
enfermedades Inmunitarias, Incluidas las enfermedades autoinmunes (p. )., el lupus eritamatosc
sistdmico), como también las enfermedades inflamatorias agudas y cronicas, el choqua
8
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septicémico y otras condiclones Identificadas en la presents; o blen pueden desempefiar otras
funciones, que e describen maa adelants an la presents.

[025] Un aspeclo de la Invancion as un pollipéptido selecclonado dsl grupo que comprende las
ID de SECUENCIA N.° 1 a 148, y los fragmentos, darivados y varlantes de éste que demuestran
al menos una funcion blolégica que es sustanciaiments Igual a la de los polipéptidos da loa
ndmeroa de |ID de SECUENCIA mencionados (en conjunto, los “polipéptidos de esta invencién®),
incluldos los equivalentes funcionales de estos. Otra aplicaclon de esta Invencién &s un
polipéptido selaccionado del grupo que comprande las ID de SECUENCIA N." 1 a 37, y las ID da
SECUENCIA N.° 112 a 148, y los fragmenios, derivados y varlantes de éste que demuesiran al
menos una funclén blolégica que es sustanciaiments igual a la de los polipdptidos de los niimeros
de ID de SECUENCIA menclonados. Otra aplicacion de esta Invencidn es un polipéptido
seleccionado del grupo que comprende las ID de SECUENCIA N.° 1 a 5, y las ID de SECUENCIA
N.* 112 a 115, y los fragmentos, derivados y variantes de éste que demuestran al menos una
funcién blolégica que es sustanclaiments Igual a la de los polipéptidos de los nimaros de
SECUENCIA de ID mencionados. Ofra aplicacibn de esta invencldn ss un polipdptido
seleccionado del grupo que comprende las ID de SECUENCIA N.* 1 y 112, y los fragmentaos,
derivados y varlantes de ésté que demuestran al menos una funcldn biolégica que es
sustanclaiments Igual 8 la de los polipéptidos de los nimeros de ID de SECUENCIA
mencionados.

[02¢] Tembién se proporcionan anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen
selectivamente a los polipéplidos de esta invenclén. Dichos anticuerpos son dtiles para detactar
los polipéptidos de esta Invenclon, y pueden identificarse y fabricarse mediante procedimientos
blen conocidos en el campo. Se han generado un anticuerpo IgG N-terminal policlonal y un
anticuerpo Fab C-terminal monoclonal que reconocen los polipéptidos de esta invencidn.

[027] La invencién tamblén estd orlentada a un método para tratar la dlabetes, los trastomos
relacionados con la diabetes, y/u otras enfermadades o0 condiciones afectadas por los polipéptidos
de eata Invencldn, por sjsmplo, afeciadas por la funcién de los polipdptidos de esta Invencidn
como agonistas del VPAC2, en un mamifero, que Iimplica administrar a dicho mamifero una
cantidad terapéuticamente efectiva de cualqulera de los polipéptidos de la presente invencién o
cualquier pollpéptido activo en el VPAC2, como los de las ID de SECUENCIA N.* 1 a 148.
También se divuigan los métodos de fabricacién de los polipéptidos de esta invenclén.

BREVE DESCRIPCION DE LA ILUSTRACION

[028] Las Figuras 1a-1d representan las secuenclas de aminoacidos de los pollpéptidoa de las
iD de SECUENCIA N.” 1 a 148. Las ID de SECUENCIA N.® 112-148 ss refleren a péptidos que
estdn PEGIlados en la cisteina C-terminal medianis un enlace de maleimida. El polletilanglicol
{polysthylene glycol, PEG) puede ser de cualquler longltud, por ejemplo, un PEG lineal de 22 kD o



un PEG ramificado de 43 kD o més grande. La Figure 1e se refiera a los estdndares de ios
péptidos relaclonados.

[029] Las Figuras 2a y 2b representan la astabliidad de los analogos del VPAC2 anta el clivaje
proteclitico mediante la DPP4.

[030] La Figura 3 representa |a respuesta al cAMP de las céiulas tratadas con los péptidoa del
VPAC.

[(031] Las Figuras 4a y 4b representan un ensayo con sustancias inmunoabsorbentes unidas a
enzimas {Enzyme Linked-immuno-Sorbant Assay, ELISA) para ia deteccion de péptidos.

[032] Las Figuras 5a, 5b y 5¢c demuestran las propledades farmacocinéticas de los paptidos del
VPAC.

[033] Las Figuras 8a, 8b, 6¢c y 6d ilustran la eficacla in vivo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[034] Esta Invenclén proporciona polipéptidos nuevos, y fragmentos, derivados y variantes de
éslos que demuestran al menos una funcidn bicldglca que es sustanciaimenta igual a la de los
polipéptidos de les Flguras 1a-1d (en conjunto, los polipdptidos de esta Invenclén). Los
polipéptidos de asta invencién fundionan in vive como agonistas del VPAC2 y pueden usarse para
prevenir y/o tratar enfermedades o condiciones como la diabetes, inclulda la diabetes tipo 2, la
diabetes gestacional, la diabetes hereditarla Juvenil ipo 2 (MODY) (Herman, et al., Diabatas
43:40, 1904); la diabetes autoinmune latente del adulto (LADA) {(Zimmet, et al., Diabetes Med.
11:200, 1984); y la dislipidemia asoclada a la diabetes y otras complicaciones diabéticas, como
tamblén la hiperglucemia, la hiperinsulinemia, la Intolerancla a la glucosa, la alteracién de la
glucosa en ayunas, la dislipidemia, la hipertrigliceridemla, el sindrome X y la resistsncia a [a
insulina.

{035] Ademds, los polipéptidos de la presents Invencidn también pueden utllizarse para prevenir
yi/o tratar la obeskiad (p. e]., la regulacién del apetito y la ingesta de allmentos), ila enfarmedad
ateroesclerdtica, la hiperipidemia, ta hipercolesterclemia, los niveles bajos da HDL, Ia
hipertensién, la enfermedad cardiovascular (inclulda la ateroesclerosis, la enfermedad cardiaca
coranaria, la enfermedad de las arterias coronarlas y la hipertansién), la enfermedad
cerebrovascular y la enfermedad de los vasos periféricos; y para prevenir y/o tratar el lupus, el
sindrome de ovario poliquistico, la carcinogéneals y la hiperplasia, el asma, los problemas
reproductivos masculinos, incluida la motllidad del esperma humano, las (lceras, los trastomos
del suefio y otras condiclones identificadas enh el presente; o blen pueden desempefiar otras
funclones, que se describen méas adelante en la presente.

[038] Asimismo, los polipéptidos de esta invencidn estimulan la liberacién de Insullna de las
céjulas P pancreéticas en una forma dependients de la glucosa. Los pollpéptidos de esta
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invencién también son estables en formulaciones acuosas y no acuosas, y exhiban una vida
media plasmética de més de una hora, por ejemplo, de mas de 8 horas.

[037] Los polipéptidos de esta invenclén son agonistas del VPAG2. Son agonistas salactivos dal
VPAC2 que tlsnen como minimo, por ejemplo, une salectividad para ol VPAC2 igual a 10 veces la
que tienen para el VPAC1 y/o ol PAC1. Los pollpéptidos de esta Invencion estimulan la liberacién
de insulina en el plasma en una forma dependiante de |a glucosa sin provocar estasis nl aumento
del nivel de glucosa en plasma que &s contraprgducents para al tratamlento, por ejemplo, da la
diabetes tipo 2. Ademés, los polipéptidos de esta Invenclén son agonistas selactivos del receptor
VPACZ2; de este modo, por ejamplo, provocan un aumento en la liberacién de insulina en sl
plasma, a la vez que son selectivos respecto de obros receptores que son responsables de efecios
secundarios desagradables o peligrosos, como la retencién de agua en el tubo gastrointestinal y/o
efectos cardiovasculares no deseados, como aumento de la frecuencia cardlaca o la presién
arterial.

[038] Los pollpéptidos de esta Invencién también son estables en formulacionas acuosas y no
acuosas. Por ejemplo, los polipaptidos de esta invencién exhiben una degradacion manor al 10%
a 37-40°C durants un periodo de una semana, cuando se dlsuelven en agua (a un pH de entre 7-
8) o en un solvente organico no acuoso. Asimismo, las composiciones y formulaclones de la
presante Invenclén puseden comprander (o3 polipdptidos de la presents invencidn, y uno o mas de
los vehiculos famacéuticamente aceptables, los dlluyentes farmacéuticamente aceptables y los
solventes farmacéuticamente aceptables.

[038] Los polipaptidos de asta invenclién proporcionan una terapia para los paclentes con una
reduccidn de la sacrecidn de Insulina enddgena o con Intolerancla a la glucosa, por ejemplo,
diabetes tipo 2. Es decir que los polipéptidos de la presente invencldn son agonistas del VPAC2
de accién prolongada que pueden usarse para mantener, mejorar y restablecer la saecrecén de
Insulina estimulada por la glucosa. Asimismo, un péptido agonista selectivo del receptor VPAC2
aumenia Ia secrecién de insulina dependiente de la glucosa en el pancreas, sin provocar los
efectos secundarios asoclados con la activacidon no sslectiva de los otros receptores del PACAP.

[040] Ciertos términos que se usan a lo largo de esta especificacion se definen a continuacién y
otros se definirdn a medida que aparaezcan. A continuacion se Incluye la abreviatura de une sola
letra para un aminoacido especifico, su eminoacido corespondiente y la abreviatura de tres letraa:
A, alanina (ala); C, cisteina {cls); D, écldo aspértico {(asp); E. écldo glutamico (glu); F, fenilalanina
(phe); G, glicina (gly); H, histidina {his); |, iscleuclna (iia); K, lisina (lys); L, leucina (leu); M,
metlonina (met); N, asparragina {(asn); P, prolina (pro}); Q, glutamina {gin); R, arginina (arg); S,
serina (sar); T, treonina (thr); V, valina (val); W, triptcfano {trp); e Y, tirosina (tyr).

[041] Las expresiones “equivalente funcional® y “sustanclalments la misma funclén o actividad
blolégica™ significan el grado de actividad blolégica que se encuentra comprendido
aproximadamente entre ol 30% y el 100% o més de la actividad blolégica demostrada por al
polipéptido con el que se estd haclendo Ia comparacién, cuando la actividad biolégica de cada



polipéptido se determina mediants el mlamo procedimiento. Por ejemplo, un polipéptido que es
funcionalmente equivalente a un polipéptido de la Figura 1 8s aquel que, al ser évaluado con el
ensayo de canisllec por proximidad para el AMP clclico {cAMP} del! Ejemplo B, demuestra la
acumulacion del cAMP en la linea celular de ovarlo de hamster chino {Chinese Hamstar Ovary,
CHQ) que expresa el recaptor VPAC2 humano.

[042] Los términos "fragmento®, "derivado” y “varlants®, referidos a los polipéptidos de la Figura
1, significan los fragmentos, derivados y variantes de los polipéptidos qua conservan
sustanciaimente la misma funclén o actlvidad bloldgica que dichos polipéptidos, tal como se
describe méas detalladaments a continuaclén.

[043] Un andlogo incluye un pro-polipéptide que incluye en su Interior la secusncia de
aminoicidos del polipéptido de esta invencidn. El polipéptido activo de esta Invenclén puede ser
clivado a partir de los aminodcidos adiconales gue completan la molécula del pro-polipéptide
mediante procesos in vivo naturales, o madiante procedimientos blen conocldos en el campo,
tales como el clivaje enziméatico o quimico. Por ejemplo, el péptido VIP natlvo de 28 aminpécidos
86 expresa naturalmenta como un polipéptido mucho més grande que luego se procesa In viva
para llberar el péptido maduro activo de 28 aminoacidos.

[044] Un fragmento es una porcion del polipéptido que conserva una actividad funclonal
sustanclailmente similar, tal como se describe en los modalos /n vivo divulgados en la presants.

[045] Un derivado incluye todas las modificaciones al polipéptido que preservan
sustanciaimente las funclones divulgadas en ia presente e incluyen una estructura y funcién
relaclonada adiclonales (p. e]., pollpéptidos PEGilados o acetllados que ienen una mayor vida
media), polipéptidos de fusién que confleren una mayor vida media, orlentados a la especificidad
o actividad adidonal, como una reduccién de la toxicidad para un objetivo propuesto, tal como se
describs més detalladaments a continuacién.

[048] El fragmento, derivado o varlante de los polipéptidos de la presente invencidn puede ser
() aquel en el cual uno 0 mas de los residuos de aminoficidos son sustituidos por un residuo de
aminoécido consarvado o no conservado {preferentemente un residuo de aminoécido conservado)
y dicho residuo de aminoificido sustituldo puede estar o no codificado por ol codige genético; (if)
aquel en el cual uno o més de los residucs de aminoécldos incluyen un grupo sustituyentae; (ill)
aqusl en el cual el grupo acetilo N-terminal s reemplazado por otro sustiiuyante en uno o més de
los tres primeros aminoacidos o aquel en el cual uno o més de los tres primeros aminodcidos es
sustituldo por un residuo de aminoécido conservado o no conservado (preferantemente un reslduo
de aminodcido conservado) y dicho residuo de amino4cido sustituido puede estar o no codificado
por el codigo genético, a fin de conferir resistencla a la protedlisis; (lv) aquel en el cual el
polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, como un compussto para aumentar la vida
media del polipéptido {p. e}., polletilenglicol o &cldo graso);, (v) aquel en el cual los aminoacidoa
adicionales se fuslonan con el polipéptido maduro, como una secuencla lider o sacretoria, o una
secuencla gque se emplea para la purficaclén del polipéptido maduro o una secuencia
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propolipeptidica, o (vi) aqusl en el cual la secuencla polipeptidica se fusiona con un polipéptido
més grande {p. e, una albimina humana, un anticuerpo o Fc para sumentar la duracién del
sfacto). Dichos fragmentos, derivadoa, y variantas y andlogos se consideran Incluidas dantro del
glcance da los aspecialistas en la materia de confarmidad con lo descrito en la prasents.

[047] Los derlvados de la presente invencian pueden contsner sustituciones de aminoacidos
conservadoras (definidas mas detalladamente a continuacién) que se realizan en uno o mas
reslduos de aminoécidos previstos, preferentemente no esenclales. Un residuo de aminoécido “no
esencial” 88 un residuo que puede alterarse a partir de la secuencla natural de una protaina sin
alterar la actividad biolégica, mientras que un residuo de aminoacido "esenclal” es necesarlo para
la actividad blolégica. Una "sustituclén de un aminoécldo conservadora™ es aquella en la cual el
residuo de aminoacido es reemplazado por un residuo de aminoécido que tiene una cadena
lateral similar. Las famllias de reslduos de aminodcidos que tienen cadenas laterales simllares han
sido definidas en el campo. Estas famillas Incluyen aminoécidos con cadenas laterales basicas (p.
g)., lisina, arginina, histidina), cadenas Iaterales écidas (p.e]., Acido aspartico, acido glutamico),
cadenas laterales polares no cargadas (p. 8j., glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina,
irgsina, cistelna), cadenas laterales no polaras (p. e]., alanina, valina, leucina, Isoleucina, prolina,
fenilalaning, metionina, triptofanc), cadenas laterales beta ramificadas (p. e}., treonina, valina,
isoleucina) y cadenas latersles arométicas (p. el., tiroaina, fenllalanina, triptofano, histidina). No se
reallzarlan sustitluciones no conservadoras para los rasiduos de amino#cidos conservados nl para
los residuos de aminoacidos que residen dentro del dominlo de una proteina conservada, como
los residuos 19 y 27 que son esenclales para la actividad de la proteina, como la actividad del
VPAC2 ylo Ia selectividad para el VPAC2. Los fragmentos o las porciones blologicamente activas
incluyen fragmentos de polipéptidos apropiados para su uso como medicamento, para generar
anficuerpos, como un reectivo para Investigaciones, y para usce simllares. Los fragmentos
incluyen péptides que comprenden secuencias de aminoacidos suficientemente similares a las
socuenclas de aminodcidos de un polipéptido de esta Invencidn o derivadas de éstas, y que
exhiben al menos una actividad de ese polipéptido, pero que Incluyen menos aminoacidos que los
pollpéptidos de longitud complata divulgados en la presents. Por lc genaral, las porclones
bioldgicaments actives comprendan un dominle ¢ motivo que tenga al menos una actividad del
polipéptido. Una porcién blolégicamenta activa de un polipéptido puede, por ejempla, ser un
péptido que tenga una longlud de cinco 0 mas aminoécides. Dichas porclones biolégicamenta
activas pueden prepararse sintéticaments o mediante técnicas recombinantes, y pueden ser
evaluadas en relaclon con una o0 més de las actividades funcionales de un polipéptido de esta
Invencién por los medios divuigados en la presente y/o blen conocidos en el campo.

[048] Las variantes de los pollpéptidos de esta Invencién Incluyen polipéptidos que tienen una
secuencla de aminoécidos suficientemente similar a la secuencla de aminoécidos de los nimeroe
de 1D de SECUENCIA de la Figura 1 (a-d) o un dominio de estos. El tdrmino "suficlentaments
simllar” significa una primera secuencia de aminoécidos gue contiene una cantidad suficlents o
minima de residucs de aminoéicidos ldénticos o equivalentes a los de una segunda secuancia de
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aminoécidos, de forma tal que la primara y segunda secuencla de aminoécidos tienen un dominlo
estructural comiin y/o una actividad funcional comin. Por ejemplo, las sacuencias de aminoacidos
que contlenen un dominio estructural comin que es al menos alrededor de un 45% Idéntco,
alrededor de un 75% a un 98% idéntico, 0 que es Idéntico son definidas en la prasente como
suficientemente similares. Por ejemplo, las varlantes pueden ser suficlentemente simllares a la
sacuencla de amincécidos de los polipdptidos de esta invencion.

[048] Las variantes incluyen polipéptidos que difieren en cuanto a la secusncia de aminoécldos
debldo a la mutagénesis. Las varlantes que funconan como agonistas del VPAC2 puadan
identificarse medianta el cribado de bibliotecas combinatorias de mutantes, por ejemplo, mutantes
por truncamilento, de los pollpéptidos de eata Invenclén en relacién con la activided agonista sobre
el VPAC2.

[050] Ademas, los derivados de la presente invenclén Incluyen polipéptidos maduros que se
han fusionado con oiro compuasto, por ajempio un compuesto para aumentar la vida madia del
polipéptido y/o redudir la posible inmunogenicidad del polipéptido (p. e].. polletilenglicol ['PEG"] o
acido graso). En el caso da la PEGilaclon, la fusién del polipsptido con al PEG puade lograrse par
cualquier medio conocido por una persona fdénea en la materla. Por ajemplo, la PEGIllaclén
puede lograrse Introduciendo primero una mutacién en la clstelna en el polipéptido para
proporcionar un enlace al cual puada unirse el PEG, segulda de la derivatizaclon especifica para
al sitlo con PEG-maielmida. Como ejemplo, 8e puede agregar la cistelna al C-terminal de los
péptidos (ver, p. /., Tsutsumi, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87(15):8548-53, 2000; Veronase,
Blomaterials 22:405-417, 2001; Goodsoon y Katre, Blo/Technology 8:343-348, 1880). Ademas de
la maleimida, hay numerosos grupos reactivos de Cys que son conocidos para los espacialistas
en la materia del entrecruzamiento de protelnas, como el uso de halogenuros de alqullo y sulfonas
vinllicas (ver, p. /., T. E. Creighton, Proteins, 2* Ed., 1883). Ademas, el PEG pusde Introducirse
mediante unién directa al grupo carboxilato C-terminal, a la cadena lateral de un C-terminal, & un
aminodcido Intemo, como Cys, Lys, Asp o Glu, o 8 aminoécidos no naturales que contengan
fracciones de cadenas lateralea reactivas similares.

[051] El enlace antre al PEG y el grupo de entrecruzamlanto de péptidos puede variar. Por
elemplo, el PEG de 40 kDa reactivo para Cys (mPEG2-MAL; Nektar, San Carlos, CA) disponible
comarciaiments emplea un grupo maleimida para la conjugacién con la Cys, y el grupo malelmida
se une al PEG medlants un anlace que contlene una Lys. Como sagundo ejemplo, &l PEG de 43
kDa reactivo para Cys (GL2-400MA; NOF, Toklo, Japdn) disponible comerciaimente emplea un
grupo maleimida para la conjugacion con la Cys, y sl grupo malaimida se une al PEG mediante un
enlace alcano disustituldo.

[052] La presents invencidn ejemplifica, a mero titulo enunciativo, el uso de Cys como un sitio
de enitrecruzamiento. Es blen conocido que otras fracclones presentes en los aminodcidos como
el grupo amino N-terminal, el carboxllato C-terminal y Ias cadenas laterales de aminoacldos como
Lys, Arg, Asp o Glu, proporclonan grupos reactivos con fracclones adecuadas para la modificacidn
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covalente y la unién al PEG. Hay numercsos ejemplos de agentes de entrecruzamiento
aproplados que son conocldos para log aspecialistas en la materia {ver, p. 6/., T. E. Craighton,
Proteins, 2" Ed., 1983). Dichos agentas da antrecruzamisnio pueden unirse al PEG segln se
ilustra, a tituio enunclativo, mediante derivados del PEG disponibles comerclaimente que
contienen aminas, aldehidos, acetales, malalmida, succinimidas y tloles que estan disponibles
comerclaiments, por ejemplo, Nektar y NOF (p. e]., Harris, et al., Clin. Pharmokinet. 40, 538-551,
2001).

[053] La invencitn tamblén proporciona polipéptidos quiméricos o de fusién. Los polipdptidos de
esta invencidn pueden estar compuestos por aminodcidos unidos entre sl por uniones peptidicas
o unlones peptidicas modificadas (es decir, isdsteros peptidicos) y pueden contener aminoacidos
que no sean los 20 aminodcldos codificados por los genes. Los pollpéptidos pusden ser
modificades medlante procesos naturales, como el procesamiento postraduccional, o mediante
técnicas de modificacién quimica que son bien conocidas en el campo. Dichas modificaciones
astan blen descritas en texios basicos y sn monograflas més detalladas, como lambisn en la
bibliografia de investigacién. Pueden producirse modificaclones en cualquler parte de un
polipéptido, incluida la cadena principal del péptido, lae cadenas laterales de aminoclidos y el
tarminal amino ¢ carboxlio. Se apraciard que al mismo tipo de modificacién puede estar presenta
en Igual o distinto gmado en diversos sitlas de un polipéptido determinado. Ademas, un palipéptido
determinado puede contener muchos tipas de modificaclones. Los polipdptidos pueden estar
ramificados, por ejemplo, como resultado de la ublcultinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin
ramificacién. Los polipéptidoa ciclicos, los polipdptidos ramificados y los polipéptidos clclicos
ramificados pueden ser &l resultado de procesos postraducclonales naturales o fabricarse
medlante métodos sintéticos. Las modificaciones Incluyen acetilaclon, acllacidon, ADP-ribosilacidn,
amidacion, unién covalente de flavina, unién covalente de una fracclén hemo, unlén covalents de
un nucledtido o derlvado de nucledtido, unién covalents de un lipido o derlvado de lipido, unién
covalente de fosfatidilinosliiol, entrecruzamlenio, ciclizacién, formacién de unlon disulfuro,
desmefilacién, formacién de enlaces cruzados covalentes, formacién de clstelna, formacién de
plroglutamato, formulacidn, gamma carboxllacion, glicosllacién, formaclion de anclaje de glicosil
fosfatidilinositol (Glycosyl Phoaphatidviinositol, GPI), hidroxilacién, yodaclén, metllacian,
miristollaclén, oxidaclén, pegllacién, procasamiento proteclitico, fosforilacién, prenilacién,
racemizacion, selenollacién, sulfataclén, adicién de aminocécidos a protelnas mediada por el ARN
de transferencla, como la arginllacion y ublcultinacion (ver, p. ej., Proteins, Structure and
Molecular Properties, 2.a ed., T. E. Creighton, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993);
Posttranslational Covalent Modification of Protsing, B. C. Johnson, ed., Academic Press, Nusva
York, pags. 1-12 (1983); Selfter, et al., Meth. Enzymol 182:628-846, 1890; Rattan, et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci. 883:48-62, 1992).

[054] Loa polipéptidos de 1a presenta invenclén incluyen los polipéptidos de la Figura 1a-d (ID
de SECUENCIA N.* 1 a 148), como tamblén las secuencias que tengan varlaciones Insustanciales
con respecto a estos. Una “varlacién Insustancial® Inclulia cuslquler adicién, sustitucion o
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ellminacién de la secuencla que mantenga sustanclaimente, al mencs, una funcién biclégica de
los polipéptidos de esta invencién, por elempio, la actividad agonista sobre el VPAC2, |a actividad
agonieta selectiva sobre al VPAC2 o la actividad de secrecidn de lnsullna demastrada en la
presants. Estos equivalentes funcionales puaden Inclulr polipéptidos que tengan al menca una
identidad de aproximadamente el 80%, el 95% ¢ el 97% con los polipéptidos de la Figura 1a-d, ¥
tamblén incluyen las porciones de dichos polipéptidue que tengen sustanciaimente 2 misma
actividad biolégica. Sin embargo, cualquier polipéptido que tenga una variacién insustanclal en la
sacuencla de aminoacidos con respeacto a los polipéptidos de la Figura 1a-d y que demuestre una
equivalencia funclonal tal como se describe mas detalladamente en la presente esti Incluido en la
descripcldn de la presante invenclon.

[055] Como se conocs en el campo, la "simiifud” entre dos pollpéptidos puede determinarse
comparando la secuencia de aminodcidos y sus sustitutos de amincdcidos conservados de un
pollpéptido con la secusncia de un segundo polipdptide. Dichas sustituclones conservadoras
Incluyen las descritas anteriormente, y las descritas por Dayhoff (The Atlas of Proteln Sequence
and Structure 5, 1978) y por Argos (EMBO J. 8;779-785, 1988). Por ajemplo, los aminoacidos
pertenacientes a uno de los sigulentes grupos representan camblos conservadores:

- ala, pro, gly, gin, asn, ser, thr;

- Cys, ser, tyr, thr;

- val, lle, leu, met, ala, phe;
- lys, arg, his;

- phes, tyr, trp, his; y

- asp, glu.

[058] Los polipéptidos de esta invencldn pusden ser un producto de procedimientos sintéticos
quimicos y, como tal, un polipdptidoc de esta invencion alslado o purificado, o una parte
blolégicamente activa de éste, puede estar sustanciaimente libre de precursores quimicos u otras
sustanclas quimicas cuanda esté sintetlzado quimicamente. Por ejemplo, un polipdptido de esta
invencién aislado puede tener menas que aproximadaments el 30% (en peso seco) de matarial no
polipeptidico o contaminante. Cuando un péptido de esta Invencldn es producido medlante
sintesls quimica, los preparados pueden contener menos de aproximadaments el 30%, en pesa
seco, de precursores quimicos o sustancias quimicas no Incluldas en la invencidn.

[0571 Los polipéptidos de esta Invencidn pueden ser aislados de manera convenlenta tal como
se describe en los ejemplos especificos Incluldos a continuacidon. Un preparado de polipéptido
purificado, por slemplo, tiene una pureza minlma de aproximadamenta el 70%; o una pureza de
aproximadamente el 85% al 99%. La pureza de los preparados puede evaluarse por cualquier
medio conocido en el campo, como electroforesls en gel de pollacrilamida con dodecil sulfato de
sodlo (sodlum dodecyt sulfate, SDS) y eapaciroscopla de masas/cromatografia liquida.
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[058] Tambidn se proporclonan los péptidos y compuestos relacionados (p. ej., molécula
pequefia) que son comprendidos por los espeaclalistas en la mataria, como sustanclas quimicas
miméticas, moléculas organicas miméticas o péptidos miméticos. Tal como s8 usan en la
presenis, se pretende que los términos "mimético®, “péptido mimético®, "molécula orgénica
mimética” y “sustancla quimica mimética™ comprendan los derivados de péptidos, los analogos de
péptidos y los compuestos quimicos que tienen una disposicion de los 4tomos an una orlentacién
tridimenslonal que es equivalents a la de un'pépﬂdo de la presents Invencién. Se entlende que la
frage "aquivalente a", tal como se usa en la presents, comprende los péptidos o compuestos que
tienen una o méas sustltuciones de determinados atomos o fraccionas quimicas en dicho péptido,
que tianen longltudes de unidn, angulos de unién y disposicliones en el compuesto mimético que
producen una disposicion u orlentaclon de dichos atomos y fracclones igual o suficlentemente
simllar como para tener la funclén bioldgica de loa péptidos de la Invencldn. En los péptidos
miméticos de la Invenclon, la disposicidn tridimensional de los constituyentes quimicos es
estructural y/o funcionalmente equlvalente a la disposicién tridimensional de la cadena principal
del péptldo y las cadenas laterales de aminoécidos componentes del péptido; como resultado de
allo, dichos péptidos miméticos, moléculas orgénicas miméticas y sustanclae quimicas miméticas
de los péplidos de la invenclén tienen actlividad bioléglca sustancial. Estos términos se usan
conforme a lo que se sabe en la materia, como llustra, per ejemplo, Fauchere, (Adv. Drug Res.
15:29, 10868); Veber y Freidinger, (TINS p.382, 1885); y Evans, et al,, (J. Med. Chem. 30:1228,
1987), que se Incluye en la presents por referencla.

[059] Se entiende que existe un farmacdforo para la actividad blolégica de cada péptido de la
invencién. En este campo se entlende que un farmacéforo comprende una definiclén Idealizada
tridimensional de los requisitos estructurales para la actividad blolégica. Los péptidos miméticos,
moldculas organicas miméticas y sustanclas quimicas miméticas pueden ser diseflados de modo
que se ajusten a cada farmacdforo con el software actual de modelizacidn por computadora
{disefioc de farmacos asistido por computadora). Dichas sustencias miméticas pusden ser
producdidas mediante un anélisis de estructura-funcién, sobre la base de la Informacién posicional
de los dtomos sustituyentes en los paptidos de la invencién.

[080] Los péptidos tal como son proporcionados por la invenclén pueden ser sintetizados
ventajJoaaments madiante cualquiera de las técnicas de sintasls quimica conocidas en el campo,
particuilarmente las fécnicas de sintesls en fase adlida, por ejempio, usando sintetizadores
autométicos de péptidos disponibles comerclaiments. Las sustanclas miméticas de la presente
invenclén pueden sintetizarse medlante los métodos en fase stlida o en fase de solucion
utlizados convencionalmente para la sintesis de péptidos (ver, p. e/.. Mermifield, J. Amer. Chem.
Soc. 85:2149-54, 1863; Carpino, Acc. Chem. Ras. 8:191-88, 1873; Birr, Aspects of the Merrifield
Peptide Synthesls, Springer-Verlag: Heldelberg, 1978; The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology,
Vol. 1, 2, 3 y 5, (Gross y Meinhofer, eds.), Academic Press: Nueva York, 1879; Stawart, et al.,
Solld Phase Peptide Synthesls, 2.5 ed., Plerce Chem. Co.: Rockford, Ili., 1884; Kant, Ann. Rev.
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Blochem. 57:057-88, 1888; y Gragg, et al., Int. J. Peptide Proteln Res. 55:161-214, 1990, que sa
incluyen en su totalidad an la presente por referencia).

{og1] Por sejemplo, puede utlilzarse la metodologla en fase sblida. Brevements, un residuo de
aminoacido C-terminal N-protegido se une a un soporte Insojuble, como pollestirenc entrecruzado
con divinllbenceno, resina de poliacrilamida, Kleselguhr/poliamida (Pepsyn K), vidrio de poro
controlado, celulosa, membranas de polipropileno, variias de polletileno recublertas con écldo
acrilico u otros similares. Los ciclos de desproteccidn, neutralizacién y acoplamlento de derivados
de aminoicldos protegidos sucesivos se usan para unir los aminoécidos del C-terminal, de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos. Para algunos péptidos sintéticos, puade usarse una
estrategia FMOC, usando una resina senslible al cido. En este sentido, los sopories sdlidos son
resinas de poliestireno entracruzado con diviniibenceno, que astiin comerclaiments disponibles en
diveraas formas funcionalizadas, que Incluyen la resina de clorometilo, Iz resina de hidroximetlio,
la resina de paraacetamidomatilo, la resina de bencldrilamina (BHA), |a resina de 4-
maetilbencidriiamina (MBHA), las resinas de oxima, la resina de alcohol 4-alcoxibencllico (resina
Wang), la resina de 4-(2'.4-dimetoxifenit aminometil}-fenoximetilo, la resina de 2.4-
dimetoxdbencidritamina y la resina de 42 4-dimetoxifenil-FMOC-amino-metil)-
fenoxiacetamidonoriaucil-MBHA (resina Rink amida MBHA). Ademas, las resinas sensibles al
acido tamblén proporclonan Acidog C-tarminales, sl se desea. Un grupo protector de los
aminoécldos alfa es el B-flucrenlimetoxi-carbonilo (FMOC) ldbll a bases.

[082] Los grupos proteciores adecuados de las funcionalidades de las cadenas laterales de
aminoécidos quimicamente compatibles con los grupos BOC (t-butiloxicarbonilo) y FMOC son
blen conoddos en sl campo. Al usar la quimlea del FMOC, se prefleren los sigulentes derivados
de aminodcidos protegidos: FMOC-Cys(Trit), FMOC-Ser{But), FMOC-Asn(Trt), FMOC-Leu,
FMOC-Thr{Trit), FMOC-Val, FMOC-Gly, FMOC-Lys(Boc). FMOC-GIn{Trit), FMOC-Glu{OBut},
FMOC-His(Tdt), FMOC-Tyr(But), FMOC-Arg(PMC (2.2,5,7,8-pentametiicroman-8-sulfoniig)),
FMOC-Arg{BOC);, FMOC-Pro y FMOC-Trp{BOC). Los residuos de amincacidos pueden
acoplarsa utilizando diversos agentes y quimicas de acoplamiento conocidos en el campo, como
acoplamlento directo con DIC (diisopropli-carbodiimida), DCC (diciclohexiicarbodiimida), BOP
{hexafluorofosfatc de benzotriazolll-N-oxitrisdimetllaminofosfonio), PyBOP (hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-lloxHris-pimolidinofosfonio), PyBrOP  (hexafluorofosfato de  bromo-tris-
pimolidinofosfonlo); mediante anhidridos simétricos preformados; mediante ésteres aclivos, como
asteres de pentafluorofenilo; o medianta ésterss activos de HOBL (1-hidroxibenzotriazol)
preformados o utiizando fluoruro y cloruros de aminodcldos con FMOC, o utlizando N-carboxi
anhidridos de aminoécldos con FMOC. Se preflers la activaclén con HBTU (hexafluorofosfato de
2-(1H-benzotrazol-1-11),1,1,3,3-teframetliuronio) © HATU (hexafluorofosfato de 2-(1H-7-aza-
benzotriazol-1-1),1,1,3,3-tstrametlluronio) en pressncia de HOBt o HOAt (7-
azahidroxibenzotriazol).

[063] El método en fase sblida puede llavarse a cabo manualments, sl blan puede usarse la
sintesis automética mediante un sintstizador de péptides disponible comerciaimante (p. a).,
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Applled Blosystems 431A u otro similar; Appllad Biosystems, Fostar City, CA). En una sintesis
tipica, o primer aminodcido (C-terminal) se carga en Ia resina de clorotritiio. Se puede usar la
desprataccién sucasiva (con plperidina al 20%/NMP {(N-metlipirolidona)} y ciclos da acoplamisnto
de acuerdo con los protocolos ABI FastMoc (Applled Blosystems), a fin de generar la secuancla
peptidica. También puede usarse el acoplamiento doble y friple, con adicibn de caperuza
mediante anhidrido acético.

jos84) El péptido mimético sintético puede clivarse de la resina y desprotegerse mediante
tratamiento con Acido trifluocroacético (triflucroacetic acld, TFA) que contenga los antioxidantes
aproplados. También pueden usarse muchos de esios reactivos de clivaje, como el reactivo K
{0,75 g de fenol cristalino, 0,25 mL de etanoditiol, 0,5 mL de tioanisol, 0,5 mL de agua deslonizada
y 10 mL de TFA) y otros reactivos. El péptido puede separarse de Ia resina mediante filtracién y
alslarse madiante precipitacién con éter. Pusde lograrse la purificaclén ulterior mediante métodos
convencionales, como filtracién por gel y cromatografia liquida de alto rendimiento (high
performance liquid chromatography, HPLC) en fase Invertids. Los péptidos miméticos sintéticos
de acuerdo con la pressnta invancidn pueden tener la forma de sales farmacéuticaments
aceptables, especialmente salas con adicién de una base, Incluidas las sales de bases organicas
y bases Inorgénicas. Las sales con adicldn de base de los residuos de aminoécidas écldas
pueden prepararse mediante el tratamiento dal péptido con la base o base inorganica apropiada,
de acuerdo con los procedimientos blen conacidos por los especiallstas en la mataria, o tamblén,
la sal deseada puede obtenarse directaments mediante la liofillzacion de la base aproplada.

[085] Por lo general, los especialistas en la materia reconoceran que los péptidos como los
descritos en la presente pueden modificarse mediante diversas técnicas quimicas, a fin de
producir péptidos que tengan esenclalments Ia misma actividad que el paptido no modificado, y
que opclonaimente tengan otras propledades dessables. Por ajemplo, los grupos de acido
carboxllico del péptido pueden proporcionarse en la forma de una sal de un catién
famacéuticamente aceptable. Los grupos amino del péptido pueden tener la forma de una sal con
adiddon de un écido farmacéuticaments aceptable, como HCI, HBr, y sales de Acido acético,
banzolco, toluano sulfénico, maleico, tartirico, y otras sales organicas, o pueden convertirse en
una amida. Los tioles puaden protagarse madiante cualquiera de diversos grupos protectores blen
reconacidos, como los grupos acetamida. Los especialistas en la materia reconocerdn tamblén
métodos pama Introduck estructuras ciclicas en los péptidos de esta invencion, a fin de
aproximarse mas a la configuracién de unién nativa. Por ejemplo, se puede agregar al péptido un
residuo de cistelna carboxllo terminal 0 amino terminal, de modo que al ser oxidado el péptido
contenga una unién disulfuro, generando de eate modo un péplido ciclico. Otros métodos de
ciclizacion de péptidos Incluyen la formaclon de tiodteres y amidas y ésteres carboxdio y amino
terminales.

[o88] Especlficaments, se dispone da divarsas técnicas para construir derivados y anédlogos de

péptidos con una actividad bloldgica dessable Igual o similar a la del péptido comespondienta,

pero con una actividad m#s favorable que la dal péptido con respecto a la solubllidad, estabilidad
17

%



y susceptibllidad a la hidrélisla y protedlisis. Dichos derlvados y anélogos Incluyen péptidos
modificados en el grupo amino N-terminal, el grupo carboxlio C-terminal y/o el camblo de uno o
més de los enlaces amida en al paptido por un enlace no amido. Se entiends que das o mas de
dichas modificaclones pueden acoplarse en Ia estructura de un péptido mimético (p. ej., la
madificacién en el grupo carboxllo C-terminal y la Incluslén de un enlace carbamato-CHx- entre
dos aminodcidos del péptido).

[087] Las modificaciones en los amino terminales Inciuyen la alquilacién, la acetllacién, la
adicién ds un grupo carbobenzollo y la formacién de un grupo succinimida. Especificamente, se
pueds hacer reacclonar al grupo amino N-terminal para que forme un grupe amida de [a formula
RC(O)NH—, donde R es un alquilo, por ejemple, un alqullo Inferior, y se agrega mediante la
reacclén con un halogenuro de acldo, RC(O)C! o anhidrido de écido. Por lo general, la reacclén
puede llevarse a cabo mediante el contacto de cantidades aproximadamentes equimolares o sn
exceso (p. el., aproximadamente 5 equivalentas) de un halogenuro de Acido con el péptido &n un
diuyente Inerte (p. e}, diclorometano), que preferentements contenga un exceso (p. o).
aproximadamente 10 aquivalentes) de una amina terciara, como la diisoproplletiiamina, para
recoger el dcldo generado durante la reaccién. Las demads condiciones en que sa produce la
reaccidn son las convencionales (p. ej., temperatura amblente durante 30 minutos). La alquilacién
de! amino terminal para proporclonar una N-sustituclén de un alquilo Inferlor seguida de una
reaccldén con un halogenuro de &addo, tal como se describld anterlormente, proporcionaré un
grupc amida N-alquilo de la fdrmula RC{O)NR-. En forma altemativa, el amino terminal pueda
unirse en forma covalente al grupe succinimida mediante la reaccién con anhidrido succinico. Se
usa una cantidad aproximadamente equimolar o un exceso de anhldrido succinico (p. ej.,
aproximadamente 5 equivalentes) y el grupo amino terminal se convierte en la succinimida
mediante métodos bien conocldos en el campo, que incluyen ol uso de un excaso (p. e]., 10
equivalentes) de una amina terclaria, como la dlisoproplletilamina, en un solvente Inerte apropiado
{p. o)., diclorometano)}, tal como se describe en Wollenberg, et al., (Patente estadounidense n.*
4.612.132), que se Incorpora en su totalldad an la presente por referencia. También sa entiende
que el grupo succinlico podrd sustitulrse, por ejemplo, por un Cr a Ce aiqullo o sustituyentas —
SR, que son preparados de manera convencional para proporcionar la succinimida sustiuida en el
N-tarminal del péptido. Dichos sustituyantes alquilo pueden prepararse madiants la reacclén de
una clefina inferlor {C2- a Cs- alquilo) con anhidrido maleico de la manera descrita por Wollenberg,
ot al., supra., y los sustituyantes —SR puaden prepararse medlante la reaccién de RSH con
anhidrido maleico, donde R es lo que se definié anterlorments. En otra aplicacién veninjosa, el
amino terminal puede ser derivatirado para formar un grupo bencllioxicarbonl-FNH—- o
benclloxcarbonil-NH- sustituido. Este derivado puede producirse medfante la reacclén con una
cantidad aproximadamente equivalente o un exceso de cloruro de benciloxicarbonilo (CBZ-Cl) o
un CBZ-Cl sustituldo en un diluyente inerte apropiado (p. ej., diclorometano) que contenga, por
ejemplo, una amina terclaria para recoger el Ackio generado durante la reaccién. En adn otro
darivado, @] N-terminal comprende un grupo sulfonamida mediante la reaccién con una cantldad
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equivalente o un exceso (p. 8j., 5 aquivalantes) de R—~S{0O):Cl en un diluyente inerte aproplado
(dicloromstano) para convertir la amina terminal en una sulfonamida, donde R as un alqullo y
preferentements, un alquilo inferlor. Por ajamplo, al diluyents inerte puede contanar un exceso da
una amina terciaria (p. &)., 10 aquivalentea), como la diisoproplietilamina, para recogar al 4cldo
generado durante la reacclén. Les demés condiciones en que se produce la reacclén son ias
convancionales (p. e]., temperatura ambiente durante 30 minutos). Los grupos carbamato pueden
praducirse en el amino terminal mediante la reaccidn con una cantidad equivalents o un exceso
(p. 8}., 5 equivalentes) de R—OC({0O)Cl 6 R—OC(O)OCeH,—p—NO; en un diluyents Inerte aproplado
{p. )., diclorometano) para convertir la amina terminal en carbamato, donde R as un alquilo y
preferentemente, un alquilo Inferior. Por ejemplo, el dlluyente inerta puede contenar un axceso (p.
o)., aproximadamente 10 equivalentes} de una amina terclaria, como la dlisoproplietiiamina, para
recoger cualquler écido generado durants la reaccion. Las demés condiciones en que sa produce
Ia reaccidn son las convencionalas (p. e)., tamperatura emblents durante 30 minutos). Pusdsn
formarse grupos urea en el amino terminal madiante Ia reacclén con una cantidad equivalents o
un exceso (p. e}, 5 equivalentas} de R—N=C=0 en un diluyente Inerta aproplado {(p. ej.,
diclorometano) para convertir la amina tarminal en un grupo urea (es dacir, RNHC{O)NH=), donda
R es lo que se dsfinid anteriormenta. Paor ejampio, sl diluyente Inerte puede contanar un axceso
{p. ¢}., aproxdmadamentes 10 equivalentes) de una amina terclaria, como la dllsoproplietilamina.
Las demas condiciones en que se produce la maccién son las convencionales (p. el., temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 minutos).

[oéé] Al preparar pédptidos mimélicos donde el grupo carboxllo C-terminal puede ser
reemplazado por un éster (p. a)., —C{O)OR, donde R as un aiqullo y preferentemente, un aiquilo
inferior), pueden emplearse las resinas utillzadas para preparar los 4cldos peptidicos, y el péptido
protegido por la cadena lateral puede clivarse con una basa y con el alcoho! aproplado (p. &}.,
metanol). Los grupos protectores de |a cadena lateral pueden removerse del modo habltual
mediante el tratamiento con fluoruro de hidrbgeno, a fin de obtener el éster deseado. Al preparar
paptidos miméticos donde &l grupo carbexilo C-terminal es reemplazado por la amida -
C{O)NRR,, 30 utlllze una resina de bencldrlamina como soporte adlldo para la sintasls peptidica.
Al completarss la sintesis, el tratamiento con fluoruro de hidrégeno para liberar el péptido del
soporte da como resultado directo la amida peptidica libre (es decir, 8l C-terminal es —C{O)NH,).
En forma alternativa, el uso de la resina clarometilada durante la sintesls peptidica junto con la
reaccidn con amonlaco para clivar et péptido protegldo por la cadena lateral del soporte da la
amida peptidica libre, y la reacclén con una aiquilamina o dialquilamina da una alqullamida o
dialqullamida protegida por la cadena lateral {es dacir, el C-tarminal as —~C{O)NRR;, donde Ry R,
son alqullos y preferantements, alqulios Inferloras). Luego se remueve la proteccién de la cadena
lateral del modo habitual, mediante sl tratamiento con fluoruro de hidrdgeno, a fin de obtener las
amidas, alquilamidas o dialquilamidas llbres.

[089] En ofra aplicacién altlemativa, se puede Inducir la cicizacién del grupe carboxlio C-
terminal 0 de un éster C-terminal mediants el desplazamiento del —OH o &l éster (=OR) del grupo
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carboxllo o éster, respectivaments, con el grupo amino N-terminal para formar un péptido ciclico.
Por ejemplo, después de la sintesis y el clivaje para dar el écido peptidico, el acido libre se
convierte en soluclén en un aster activado mediante un grupo carboxllo activador apropiadeo, como
la diciclohexlicarbodlimida {(DCC), por elemplo, en coruro de metileno {CH2Cly), formamida de
dimetilo (DMF) o mezclas de estos, El péptido ciclico se forma luego mediante el desplazamiento
del éster activado con la amina N-terminal. La clclizacidn, mas que la polimerizacion, puede
mejorarse medlanta el uso de soluclones muy diluidas de acuerdo con los métodos blen
conocidos en &l campo.

[oT0] Los péptidos miméticos, segin se entlende en el campo y tal como son proporcionados
por la Invencién, son estructuraimente similares al péptido de ia invencién, pero tienaen uno o méis
enlaces peptidicos que pueden reempiazarse por un enlace saleccionado del grupo compuesto
por. ~CH;NH-, —CH;8—, —CH;CHy—~, —CH=CH- (conférmeros cis y irans), —COCHy-, -
CH({OH)CH; — y —CH,SO—, mediants los métodos conocldos en ei campo y destritos mas
detalladamente en las siguientes referenclas: Spatiola, Chemistry and Blochemistry of Amino
Acids, Psplides, and Proteins, (Weinstein, ed.), Marcel Dekker: Nueva York, pag. 287, 1083;
Spatola, Peptide Backbone Modifications 1:3, 1983; Morley, Trends Pharm. Scl. pags. 463468,
1980; Hudson, et al., Int. J. Pept. Prot. Ras. 14;177-185, 1979; Spatola, et al., Life Scl. 38:1243-
1249, 1886; Hann, J. Chem. Soc. Perkin Trans. | 307-314, 1882; Aimquist, et al., J. Med. Chem.
23:1392-1398, 1980; Jennings-White, &t al., Tetrahedron Leit. 23:2533, 1982; Srelke, at al.,
EP045885A; Holladay, et al., Tetrahedron Lett. 24:4401-4404, 1883; y Hruby, Life Sci. 31:180-199,
1882; cada una de las cuales se Incluye en la presente por referenda. Dichos péptidos miméticos
tlenen ventajas significativas con respecio a las aplicaciones pollpeptidicas, que Incluyen por
ejemplo, costo de produccidn mas econdmico, mayor estabilidad quimica o mejores propledades
farmacoldgicas (tales como vida media, absorcidn, potencia, eficacla, etc.), antigenicidad
reducida, y otras propladades.

[071] Los andlogos miméticos de los péptidos de la invencion tamblén pueden obtenerse
usando los principios del disefic de farmacos convenclonal o racional {ver, p. ej.. Andrews, et al.,
Proc. Alfred Benzon Symp. 28:145-185, 1890: McPharson, Eur. J. Blochem. 189:1-24, 1980; Hol,
et al., en Molecular Recognition: Chemical and Biochemical Problems, (Roberts, ed.); Roysl
Society of Chemistry; pags. 84-93, 1880a; Hol, Arzneim-Forsch. 39:1018-1018, 1889b: Hal,
Agnew Cham. Int. Ed. Engl. 25:787-778, 1886; cuyas divulgaciones se incluyen en la presenta por
referencia).

[072] De acuerdo con los métodos del diseflo de farmacos convenclonal, las moléculas
miméticas deseadas pueden obtenerse evaluando en forma aleatorla las moléculas cuyas
estructuras tengan un atributo en com(n con la estructura de un péptido “nativo®". La contribuclon
cuantitativa que se obtiena al cambiar un grupo especlfico de una molécula da unlén pusde
determinarse midlendo la actividad blologica de la sustancia mimética supuesta en comparacién
con la actividad del péptido. En una aplicacidn del disefio de firmacos racional, la sustancia
mimética es diseflada para que comparta un atributo de la conformacién tridimensional mas
2
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estable dal péptido. De este modo, por ajemplio, la sustancla mimétice puede estar disaflada para
poseer grupos quimicos que estén oreniados de forma tal que sea suficlente para provocar
interacclones ldnicas, hidrofbbicas o de van der Waals similares a las que axhibaen los pdptidos de
la Invenclén, tal como se divuiga en la presante.

[073] Un método para realizar el diseflo de sustanclas miméticas racional emplea un sistema
computarizado capaz de formar una represantacidn de la estructura tridimenslional del péptido,
como las llustradas por Hol, 1989a; Hol, 1888b; y Hol, 1988. Las estructuras moleculares de loa
péptidos miméticos, las moléculas orgéinicas miméticas y las sustancias quimicas miméticas de
ios péptidos de la invencién pueden producirse usando programas de disefio asistido por
computadora disponibles comerclaimente en sl campo. Algunos ejemplos de dichos programas
incluyen SYBYL 8.50, HQSAR™ y ALCHEMY 2000™ (Tripos); GALAXY™ y AM2000™ {AM
Technologies, Inc., San Antonlo, TX); CATALYST™ y CERIUS™ (Molacular Simulations, Inc.,
San Diego, CA); CACHE PRODUCTS™, TSAR™, AMBER™, y CHEM-X™ (Oxford Molecular
Products, Oxford, CA) y CHEMBUILDER3D™ (Interactive Simulations, Inc., San Diego, CA).

[074] Los péptidos miméticos, las moléculas orgénicas miméticas y las susitancias quimicas
miméticas produddos usando los péptidos divuilgades en la presente, que utiiizen, por ejempio,
programas de modelizacién molecular reconocidos en el campo, pueden producirse usando
técnicas sintéticas quimicas convenclonalea y diseflarse de forma tal de permitir el cribade
ultrarrapido, incluidos métodos de quimica combinatoria. Los métodos combinatorios Gtiles para
producir los péptidas miméticos, las moléculas organicas miméticae y las sustanclas quimicas
miméticas de la invencién Incluyen sintesls en fase sélida y serles de quimice combinatoria,
saegln, por ejemplo, SIDDCO (Tuscon, Arizona); Tripos, Inc.; Calblochem/Novabiochem (San
Diego, CA); Symyx Technologies, Inc. {(Santa Clara, CA); Medichem Research, Inc. (Lemont, IL);
Pharm-Eco Laboratorles, Inc. (Bathiehem, PA); o N.V. Organon (Oss, Palses Bajos). En Ia
produccién mediante quimica combinatoria de los péptidos miméticos, las moléculas orgénicas
miméticas y las sustanclas quimicas miméticas de la Invencidn pueden utllizarse los métodos
conocidos en el campo, que Incluyen, a mero titulo enunclativo, las técnicas divulgadas an Temett,
{Combinstorial Chemistry, Oxford Unlversity Press, Londres, 1898); Gallop, et al., J. Med. Cham.
37:1233-51, 1964; Gordon, et al., J. Med. Chem, 37:1385-1401, 1984; Look, et al., Bloorg. Med.
Chem. Lett. 8:707-12, 18086; Ruhland, et al., J. Amer. Chem. Soc. 118: 2534, 1896; Gordon, et al.,
Acc. Chem. Res. 20:144-54, 1986; Thompson y Eliman, Chem. Rev. 88:555-600, 1996; Fruchts| y
Jung, Angaw. Chem. Int. Ed. Engl. 35:17-42, 1896; Pavia, "The Chemical Generation of Molecular
Diversity”, Network Sclence Center, www.netscl.org, 1995, Adnan, et al., "Solld Support
Combinatorial Chemistry en Lead Discovery and SAR Optimization,” Id., 1985; Davles y Brant,
"Combinatorial Chemistry Library Design using Pharmacophore Diversity”, Id., 1895; Pavia,
"Chemically Generated Screening Librarles: Present and Future®, Id., 1888; y las Patenies
estadounidenses n.° 5.880.872, 5.483.584, 5.331.573 y 5.573.905.

[075] Los polipéptidos reclentemente sintetlzados pueden purificarse sustanciaiments mediante
cromatografla liquida de alto rendimiento preparativa (ver, p. ¢/., Creighton, Protsins: Structures
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And Molecular Principles, WH Freeman and Co., Nueva York, N.Y., 1883). La composicién da un
polipéptido sintético de Ila presentse Invencldn puede confimarse medlante andlisis o
secuenciacién de aminoécidos, por alemplo, mediante el procedimiento de degradacidn de Edman
{Creighton, supra). Ademds, cualquier porclén de la secuencia de aminodcidos del polipéptido
puede atterarse durante la sintesis diracta y/o combinarse usando métedos quimicos con las
secuenclas de otras proteines, a fin de produdr una varlante del polipéptido o un polipéptido de
fusiodn,

[078] En esta Invenclon también se incluyen los anticuarpos y fragmentos de anticuerpos que
unen selectivamente los polipdptidos de esta invancién. Cualquier tipo de anticuerpo conocido en
ol campo puede generarse usando métodos blen conoddos en el campo. Por ejemplo, puede
generarss un anticuerpo para que sa una espacificamente a un epltopo de un polipéptido de esta
invenclén. El término “anticuerpo”®, tal como se u en la presente, Incluye moléculas de
inmunoglobulina Intactas, como tembién fragmentos de étas, como Fab, F(ab', y Fv, que son
capaces de unirse a un epitopo de un polipéptido de aesta Invencién. Por lo ganeral, se requieren
al menos 6, 8, 10 o 12 aminoacidos contiguos para formar un epltopo. Sin embargo, los eplicpos
que Involucran aminoéclidos no contiguoa pueden requerir més aminodcidos, por ejemplo, el
menos 15, 25 o 50 aminoacidos.

[0771 Un anticuerpo que se una especificamente a un epltopo de un pollpéptido da esta
Invencidn puede usarse con fines terapéuticos, como también en ensayos Inmunoquimicos, por
gjemplo, inmunoelectrotransferenclas o “Wastem blot", ensayos ELISA, radicinmunoensayos,
ensayos Iinmunohistoquimicos, Immunoprecipitaciones u ofrogs ensayos Inmunoquimicos
conocidos en el campo. Pueden usarse varios inmunoensayos para identificar anticuerpos que
tengan la especificidad deseada. Numerosos protocolos para ensayos de unldn competitiva o
inmunomadiométricos son bien conocldos en el campo. Por lo general, dichos inmunoansayoa
implican la medicion de la formaclén de un complejo entre un inmundgeno y un anticuerpo que se
une especificamenta al Inmundgena.

[078] Por lo general, un anticuerpo que 88 une especificaments a un polipéptido de esta
Invencién proporciona una sefial de deteccién al menos 5, 10 o 20 veces mas alta que una sefial
de deteccién proporcionada con otras proteinas cuando se usa en un ensayo inmunaquimico.
Preferentemente, los anticuerpos que sa unen especlificamente a un polipdptido de asta Invencién
no detectan otras protelnas en ensayos inmunoquimicos y pueden inmuncprecipitar un polipéptida
de asta Invenclén de la solucion.

{078] Los polipéptidos de esta invencion, o fragmentos de estos, pueden usarse para iInmunlzar
un mamifero, como un ratdn, una rata, un consjo, un cobayo, un mono o un sar humano, para
producir anticuerpos policlonales. S| se desea, un polipéptido de esta Invenclén o un fragmento de
oste puede conjugarse con una proteina poriadora, como la albdmina sérica bovina, la
tiroglobulina y la hemocilanina de lapa califomniana. En funcién de la especie huésped, pueden
usarse varios adyuvantes para aumentar la respuesta Inmunolégica. Dichos adyuvantes Incluysn,
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a mero titulo enunclativo, el adyuvants de Freund, geles minerales {p. a}., hidrdxido de aluminio) y
sustanclas tensioactivas (p. e, lisolecitina, polialcoholes Pluronic, polianionas, péptidos,
emulslones olecsas, hemoclanine de lapa callfornlana y dinitrofencl). Entre los adyuventes
utiizados en los seres humanos, el BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y el Corynebacterium
parvum son espaciaimente Gtlles.

[o80] Los anticuerpos monoclonales que se unen especlificamente a un pollpéptido de asia
invencién o a un fragmento de éste pueden prepararse usando cualquler técnica que permita la
produccién de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas en cultivo. Estas
técnicas Incluyen, a mero titulo enunclativo, la técnica del hibridoma, la tecnica del hibridoma de
células B humanas y la técnica del hibridoma con el virus de Epstein Barr (Epstein-Barr virus,
EBV) (Kohler, et al., Nature 256:495-87, 1985; Kozbor, et al., J. Inimunol. Mathods 81:3142, 1885;
Cote, et al., Proc. Natl. Acad. Scl. 80:2026-30, 1883; Cole, et al., Mol. Cell Blol. 82:109-20, 1684).

[081] AdemAs, pueden usarse las tdcnicas desamolladas para la produccién de “anticuerpoa
quiméricos”, el corta y smpaime da gsnes de anticuerpos de ratén a genes de anticuerpos
humgnos & fin de obtener una malécula con la especificidad antigénica y la actividad bloldgica
apropladas (Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Scl. 81:8851-55, 1984; Neuberger, et al., Nature
312:604-08, 1984; Takeda, et al., Nature 314:452-54, 19885). Los anticuerpos monocionales y
otros anticuerpos tamblén pueden "humanizarse” para Impedir que un paclente desarrolle una
respuesta inmunitarla contra el anficuerpo cuando sa use con fines terapéulicos. Dichos
anticuerpos pueden ser suficlentements simllares a los anticuerpos humanos, en cuanto a la
secuencia, como para ser ulllizados directamenta en teraplas o puedan requerr la alteracién de
gigunos residuos clave. Las diferenclas con respecto a la secuencia entre los anticuerpos de
roedoras y humanoa pueden minimizarse mediants el reemplazo de los residuos qua difieren de
aquellos presantas en las secuenclas humanas medliante la mutagénasis de rasiduos Individuales
dirigida a los sitios o mediante el tamizaje de reglones enteras determinantss de la
complementariedad. En forma altsmativa, los enticuerpos humanizados puedsn producirse
usando métodos recombinantias (ver, p. e/, GB2188638B). Los anticuerpos que se unen
especificarmente a un polipéptido de esta invencidén pueden contener sitios de unién de antiganas
que estén parcial o totaimente humanizados, segin lo divulgado en la Patente estadounidensa n.*
5.565.332.

[082] En forma alternativa, las técnicas descritas para la producclén de anticuerpos de cadena
simple pueden adaptarse usando métodos conocides en el campo para producir anticuerpos de
cadena simple que se unan especificamente a un polipéptido de esta invencién. Los anticuerpos
con especlficidad relaclonada, pero de diferente composicion Idiotipica pueden generarse
meadiante el Intarcamblo de cadenas de bibliotecas combinatorias aleatorias de inmunoglobulina
{(Burton, Proc. Natl. Acad. Sci. 88:11120-23, 1981).

[083) Los anticuerpos de cadena simple también pueden construlrse usando un método de
amplificacién del ADN, como la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chaln reaction,



PCRY), que usa ADNc del hibridoma como moide (Thirion, et al., Eur. J. Cancer Prav. 5:507-11,
1996). Los anticuerpos de cadena simple puaden ser menoespecificos o blespecificos, y puaden
ser bivalentas o tetrevalentas. La alaboraclén de anticuerpos de cadena simpla tatravalantes,
blespecificos sa describe, por alemplo, an Coloma y Marrison (Nat. Biotechnol. 15:159-83, 1897).
La elaboraclén de anticuerpos de cadena simple bivalentes, blespecificos se dascribe en
Mallender y Vosas (J. Biol, Chem. 269:189-208, 1984).

[084] Se puede construir una secuencla de nucledtidos que codlifique un anticuerpo de cadena
aimple usando la sintesls de nucledlidos manual o automética, clonarla en una construccién de
expresion utlizando métodos estandar de ADN recombinante e Introduciria en una célula para
expresar la secuancla de codlificaclén, tal como se describe a continuacién. En forma altemativa,
los anticuerpos de cadena simple pueden producirse utliizando directamente, por ejemplo, la
tecnologia de fagos filamantosos (Verhaar, et al., Int. J. Cancer 61:487-501, 1995; Nicholls, et al.,
J. Immunol. Meth. 185:81-81, 1883).

[085] Los anficuerpos que se unen aspecificaments a un pollpdptido de esta Invencién tamblén
pueden producirse induclendo la produccldn in vivo en la pablacidn linfocltica o cribando
bibligtecas de inmunaglobulina o paneles de reactivos de unién altamente especiflcos tal como se
divuiga en !a bibliografla (Orlandi, et al., Proc. Nafl. Acad. Scl. 86:38333-37, 1989; Wintar, et al.,
Nature 340:293-99, 1991).

[csg] Otros tipos de enticuerpos pueden elaborarse y usarse con fines terapéuticos en loe
métodos de la Invencién. Por ejemplo, se pueden elaborar antlcuerpos quiméricos, segin lo
divulgado en WO 93/03151. Tamblén pueden prepararse proteinas de unién que son derivadas de
las inmunogiobulinas y que son multivalentes y multiespacificas, como los “fragmentos bivalentes®
(ver, p. oj., WO 84/13804).

[087] Los anticuerpos humanos que tienen la capacidad de unirse a los polipéptidos de esta
Invencién también pueden identificarse a partir de la biblioteca HUCAL® de MorphoSys, tal como
se Indica a continuacléon. Un polipaptido de ssta Invencién puede ser recublerto an una placa de
pacilios e incubado con la bibliotaca de fagos vinculados con Feb HUuCAL® de MarphoSys. Esos
Fab vinculados con fagos que no se unen al polipéptido de esta invenclén puedan quitarse da la
placa medlante lavado, dejando sblo el fago que se una fimements al polipéptido de esta
Invencién. El fago unido puede eluirse, por ejempla, medlante un cambio en el pH o medlante le
sluclén con E. coli, y amplificarse medlante le infeccion de hudspedes de E. coll. Este proceso de
cribado conocido como "panning” puede repetirse una o dos veces para obtener una poblacién
més grande de anticuerpos que se unan firmemente al polipéptido de esta Invencidn. Luago, los
Fab del conjunto enriquecido son expresados, purlficados y cribados en un ensayo ELISA.

[0B8] Los anticuerpos de acuerdo con la invencion se pueden purificar mediante métodos blen
conocldos en &l campo. Por ajemplo, los anticuerpos se pueden purlficar por afinldad hacléndolos
pasar por una columna a la que estd unido un polipbptido de esta Invenclén. Luego, los



anticuerpos unidos pueden eluirse de la columna usando una sclucién amortiguadora con una alta
concentracion de sal.

[088] A continuacién se definen varios términos, tal como sa los usa en la presents.

[080] Al presentar los elementos de la presente Invenclén o Ia(s) aplicacién{es) preferida{s) de
ésta, se pretende gue los articulos "un(a)”, “ei(la)” y “dicho{a)” signifiquen que hay unc o més de
los elemantos. Se pretende que los tdrminos “que comprande”, "que incluye® y “que tene” sean
Incluyentes y signifiquen que puede haber elementos adicionales distintos de los elementos
menclonados.

[081] El término "sujeto” tal como se usa en la presante incluye los mamiferos (p. ej., seres
humanos y animales).

[082] El términe “tratamiento” Incluys cualquier proceso, accion, aplicacién, terspla u otro
procedimiento similar, en el que un sujeto, incluso un ser humana, recibe asistencia médica con el
objato de mejorar la condicion del sujeto, directa ¢ indirectamente, o de hacer més lenta la
progresldn de una condicldn o un trastomo en el sujeto.

[083] El tdrminc “teraple combinada® o “terapla conjunta” significa la administraclon de dos o
més sgentes terapéuticos para tratar una condicién y/o un trastomo. Dicha administracién incluya
la administraclén conjunia de dos o mas agenies terapduticos en una manera sustanclalments
simultanaa, por ejeamplo, en una (nica capsula que tenga una proporcion fija de principlos activos
o0 en mdltiples capsulas separadas para cada agente inhibldor. Ademés, dicha administraclén
incluye el uso de cada tipo de agente tarapéutico de manera secuencial.

[084] La frase "terapéuticaments efectivo(a)” significa 'a cantidad de cada agents adminlstrado
que lograré e] objetivo de mejorar la severidad de una condiclon o trastorno diabéticos, evitando o
minimizando a la vez los efectos secundarioa asoclados con un fratamisnto terapéutico
determinado.

[085] EI término “farmacéuticamente aceptable” significa que el elsmento en cuestén es
aproplado para su uso sn un producto farmacéutico.

[088] Dado que los polipéptidos de la presente Invencién tienen la capacidad de estimular la
secreclon de insulina de las células de los Islotes pancredticos in vito y provocan una disminucién
del nivel de glucosa en sangre In vivo, pueden emplearsa an al tratamiento de la diabetes, Inclulda
la diabetes tipo 2 (dlabetes meillitus no Insulino dependlants). Dicho tralamiento temblén puede
retardar la apariclon de la diabetes y las complicaclones diabéticas. Los polipéptidos pueden
usarse para prevenir que los sujetos con Intolerancia a la glucosa desamrollen dlabstes tipo 2.
Otras enfermedades y condiclones que pueden tretarse o prevenirse utlizando los péptidos de la
invencién en métodos de la Invenclén Incluyen: Ia diabetes hereditaria Juvenll tipo 2 (MODY)
{Harman, et al., Diabstaa 43:40, 1994); la dlabetes autoinmune latente del adullo (LADA) {Zimmat,
et al., Diabetes Med. 11:288, 18684); la Intolerancia a la glucosa (IGT) {Expert Commitiee on
Classification of Diabetes Mellltus, Dlabetes Care 22 (Sup. 1):S5, 1888); la alteraclén de la
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glucosa en ayunas (IFG) (Charlas, et al., Diabetes 40:798, 1991); la diabetes gestacional
(Metzger, Diabetes, 40:187, 1891); y el sindrome mstabdlico X.

[087] Los polipdptidos de la presente Invencion tamblén pueden ser efectivos en trastomos
como |la obesidaed, y para tratar la enfermedad ateroesclertica, la hiperlipidemia, la
hipercolesterclemia, los niveles bajos de HDL, la hiperisnsién, la enfermedad cardiovascular
(inciulda la ataroescierosis, la enfermedad cardlaca coronaria, la enfermedad da las arterias
coronarias y la hipertension), la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad de los vasos
periféricos; y para fratar el lupus, el sindrome de ovarlo poliquistico, la carcinogénesis y la
hiperplasla, el asma, los problemas reproductivos mascullnos, las Giceras, los trastomos del
suefio, Ios trastornos del metabollsmo de los lipidos y carbohidratos, la disfuncién circadiana, los
trastomos del crecimiento, los trastomos de la homeostasis enerpética, Ias enfermedades
Inmunitarias, Incluides las enfermedades auiolnmunes (p. ej., el Jupus eriematoso sistémico),
como también las enfermadadas Inflamatorias agudas y crénicas, y el choque septicémico.

[098] Los polipéptidos de la presente Invencién tamblén pueden ser (tlles para tratar trastomos
fislolégicos relaclonados, por ejemplo, con la diferenclacion celular pama producir células
acumuladoras de lipidos, la regulacion de la sensibilidad a 1a insullna y los niveles de glucosa en
sangre que estin relaclonados, por ejemplo, con la funciébn anormal de las células § pancreiticas,
los tumores que segregan insulina y/o hipoglucemia autolnmune debido a los autoanticuerpos
contra la Insullna, los autoanticuerpos contra el receptor de Insulina o los autoanticuerpas que
estimulan las células B pancredticas, |a diferenclacién de macrdfagos que lieva a la formacién de
placas ateroesclerdticas, respuesta Inflamatoria, carcinogénesis, hipemplasia, expresidén génica de
edipocitos, diferenclacién de adipocitos, reduccién en Ila masa de células B pancredticas,
secreclon de Insullna, sensibilidad de los tejidos a la Insullna, prolferacién de células de
liposarcoma, enfermedad de ovaro poliquistico, anovulacién cronica, hiperandrogenismo,
producclén de progesterona, esteroidogénaesls, potencial de oxidomreducclon y agresion oxidativa
en las células, produccién de dxido nitrico sintasa (nitric oxide synthase, NOS), aumaento de la
gemma glutamll transpeptidass, catalasa, niveles de triglicéridos y colesterol HDL y LDL en
plasma, y para usos simllares.

[098] Los polipéptidos de la Invencién tamblén puedsn usarse en mélodos de la invenddn para
tratar las causas secundarias de |a diabetes (Expert Commitiee on Classification of Diabetes
Mellitus, Diabetes Care 22 (Sup. 1):S5, 1988). Dichas causas secundarias incluyan exceso de
glucocorticoides, exceso de la hormona de crecimlento, feotromocitoma y diabstes farmacégena.
Los farmacos que pueden provocar la dlabetes incluyen, a mero titulo enunclativo, el piriminll, el
#cldo nicotinico, ioa glucocorticoldes, la fenitolna, la hormona tiroldea, los agentes p-adrenéngicos,
el interferdn a y los firmacos usados para tratar la Infacclén por VIH.

[100] Ademas, los polipdptidos de la Invenclén pueden usarse para el tratamiento del asma
(Bolin, et &i., Blopolymer 37:57-66, 1995; Patente estadounidense n.” 5.677.419; que muesira que
el polipéptido R3PO tiene actividad para relajar el misculo liso de la triquea del cobayo); para la
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Inducclén de hipotension (el VIP provoca hipotension, taquicardia y rubor facial en los paclentes
asméiticos (Morice, et al., Peptides 7:278-280, 1888: Morica, et al., Lancet 2:1225-1227, 1883);
para los problemas reproductivos masculinos (Siow, et al., Arch. Androt. 43(1):87-71, 1988); como
agentse antlapoptosis/neuroprotector {(Brenneman, st al., Ann, N, Y. Acad. Scl. 865:207-12, 1008);
para la cardioproteccidn durante eventos Isquémicos (Kalfin, et al., J. Pharmacol. Exp. Ther.
1288(2):952-8, 1994; Das, et al, Ann. N. Y. Acad. Scl. 865:297-308, 1998), pare lp manipulacion
del raloj circadlano y los trastomos relacionados (Hamar, et al., Cell 109:487-508, 2002; Shen, et
al., Proc. Natl. Acad. Scl. 87:11575-80, 2000) y finaimente, como agente antiulceraso (Tuncel, et
al., Ann. N. Y. Acad. Scl. 865:308-22, 1808).

[101] Los polipéptidos de la presente invencién pueden usarse solos o en combinacion con
terapias y/o compuastos adiclonales que son conocldos para los especialistas an la materia en el
tretamiento de |a diabetes y los trastormos relacionados. En forma siternativa, los métodos y los
polipéptidos descritos en la presente puedsn usarse, parclal o completaments, en terapia
combinada.

[102] Los polipaptidos de la invenclén también pueden administrarse en combinacidn con otras
teraplas conocidas para el tratamlento de la diabstes, que Incluyen los agonistas del PPAR, las
sulfonilureas, los secretagogos no sulfonllureas, Ioa Inhibidores de la a-glucosidasa, los
sensibllizantes a la Insullna, los secstagogos de Inaulina, los compuestos que disminuyen la
produccién de glucosa hepatlca, la Insulina y los firmacos contra la obesidad. Dichas teraplas
pueden administrarse antes de ia administracién de los polipéptidos de la invancién, Junto con
as5tos o con posterioridad a ellos. La Insulina Incluye las formas de acclén corta y prolongada, y las
formulaciones de Insullna. El agonista del PPAR puede Inclulr los agonistas de cualqulera de las
subunidades del PPAR o las combinaciones de este. Por ejemplo, el agonista del PPAR pueds
Inclulr los agonistas del PPAR-¢, PPAR-y, PPAR-S, o cualquler combinacitn de dos o tres de las
subunidades del PPAR. Los agonistas del PPAR Incluyen, por ejemplo, la rosiglitazona, |a
troglitazona y la ploglitazona. Las sulfonilureas Incluyen, por ejemplo, la gliburida, la glimepirida, la
clorpropamida, [a tolbutamida y la glipizida. Los Inhibidores de la a-glucosidasa que pueden ser
(tiles para tratar la diabetes al administrarios con un polipéptido de la Invencién Incluyen
Precose®, Migltol® y Voglibose™. Los sensibilizantes a la Insulina que pueden ser (liles para
tratar ia diabetes Incluyen los agonistas del PPAR-y, como las giitazonas {(p. ej., trogltazona,
piogitazona, englitazona, MCC-555, roslglitazona y otras similares); las biguanidas, como ja
metformina y la fenforminag; loa Inhibldores de la proteina tirosina fosfatasa-1B (PTP-1B); los
inhibidores de la dipeptidll peptidasa IV (DP-IV); y las larclidinedionas y no iazolidinedionas. Los
compuestos que disminuysn la produccidn de glucosa hepética que pueden ser dtiles para tratar
la diabetes al administrarios con un polipéptido de la Invencion Incluyen la metformina, coma
Glucophage® y Glucophage XR®. Los secretagogos de Insulina que pueden ser Utlles para tratar
la diabstes ai administrarios con un polipéptido de la invencidn incluyen ilas sulfonilureas y no
sulfonliureas: GLP-1, péptido Inhibidor géstrico (gastric Inhibltor peptide, GIP), secrstina,
nateglinida, meglitinida, repaglinida, glibenclamkia, glimepirida, clorpropamida y gliptzida. El GLP-
7



1 incluye los derlvados del GLP-1 que tianen vidas medias més largas que el GLP-1 nativo, como
por ejemplo, 8l GLP-1 derivatizado de acidos grasos y el exendin. En una aplicacidn de la
Invenicidn, los polipéptidas de la invencldn sa usan en combinacién con secretagogos de insulina
pera aumentar la sensibllidad de las células B pancreaticas al secretagogo de insullna.

[103] Los polipéptidos de la Invenclién también pueden usarse en métodos de la Invencién aen
combinacién con férmacos contra la obesldad. Los farmacos contra la obesldad incluyen los
agonistas pB-3; los antagonistas CB-1; los Inhibidores del neuropéptido Y; los anorexigenos, coma
por aejemplo, la sibutramina (Meridia®, Abboit Laboratorles); y los inhibidores de la lipasa, como
por ejemplo, el orlistat (Xenicak®, Roche Pharmacauticals).

[104] Los polipéptidos de la Invancion tamblén pueden usarse en métodos de la invencién en
combinacién con farmacos comaGnmente utllizados para tratar los trastomos lipidicos en pacientes
diabéticos. Dichos farmacos Incluyen, a mero titulo enundlativo, Inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, écido nicotinico, firmacos que disminuyen los lipidos (p. e]., ésteres de asianol,
glucdsidos de esterol como la tiquesida y azetidinonas como la ezetimiba), Inhibidores de |a acetil-
CoA-C-acetiltransferasa (acetyl-CoA C-acetyftransferase, ACAT) (como Ia avasimiba),
secuestradores de acldos biliares, inhibidores de la recaptacion de écidos biliares, inhibidores del
transporte da triglicéridos microsomales y derivados de 4cido flbrico. Los Inhibidores de la HMG-
CoA reductasa incluyen, por ejemplo, la lovastatina, la simvastatina, la pravastatina, la
fluvastatina, la atorvastatina, la rivastatina, la tavastatina, 'a cerivastatina y la ZD-4522. Los
derlvados de acido flbrico Incluyen, por sjemplo, el cloflbrato, el fenofibrato, el bazafibrato, el
ciprofibrato, el beclofibrato, el etofibrato y el gemfibrozil. Los secuestradores Incluyen, por
ejemplo, la colestiramina, el colestipol y los derivados dialqullaminoalquilo de un dextrano
entrecruzado.

[105] Los polipAptidos de la Invencién tamblén pusden usarse en combinacién con farmacos
antihipertensivas, como por ejemplo, f-bloqueadores & inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina {(angloctenain converting enzime, ACE). Los ejemplos de agentes anthipertensivos
adicionales para uso en comblnecidén con los polipéptidos de la presente invencitn Incluyen
bloqueadores de los canales de caiclo (lipo L y ipo T; p. ej., ditiazem, verapamilo, nifedipina,
gmiodipina y mibefradll), diurdticos (p. e]., dlorotiazida, hidrocdorotiazida, flumetiazida,
hidroflumetiazida, bendroflumetiazida, metliciorotiazida, triclorometiazida, politiazida, benztiazida,
tcrinafeno de écido etacrinico, clortalidona, furosemida, musolimina, bumetanida, trlamterenoc,
amilorida, espironolactona), Inhibidores de la renina, Inhibidores de la ACE (p. e]., captoprila,
zofenoprilo, fosinoprilo, enalaprilo, ceranoprilo, cllazoprilo, delapril, pentopril, quinaprdlo, ramiprilo,
lisinoprilo), entagonistas del receptor de la angiotensina 1 (AT-1) (p. a)., losartén, Irbasartan,
valsartdn), antagonisias del receptor de Ia endotelina (ET) (p. ej.. sitaxsentan, atrasentan,
inhibidores de Ila endopeptidasa neutra (neutral aendopeaptidase, NEP), inhibidores de la
vasopeptidasa (inhibidores duales de la NEP-ACE) (p. o)., omapatrilat y gemopatrilat) y nitratos.
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[106] Dichas teraplas conjuntas pueden administrarse en cualquler combinacién de dos o mas
farmacos (p. e/., un polipéptido de la invencién en combinacidn con un sensibliizants a la insullna
y un farmaco contra la obesidad). Dichas terapias conjuntas pueden administrarse en forma de
composiclones farmacéuticas, tal como se dascriblé anteriorments.

[107]1 Sobre la base do ensayos blen conocidos usados para determinar la eficacia para el
tratamiento de las condiclones identificadas anteriormente en mamlferos y por comparacion de
astos resultados con los resultados de medicamentos conocidos que se usan para tratar estas
condiclones, la dosls efectiva de los pollpéptidos de esta Invencién puede determinarse facllmente
para ol tratamiento de cada indicacion deseada, La cantidad de princlplo activo (p. e].,
polipéptidos) que se administrara en el tratamiento de una de estas condiciones puade variar en
gran medida, en funcién de conslideraciones tales como el polipéptido especifico y la unidad
posologica empleada, 5! modo da administmacion, el perfodo de tretemiento, la edad y el sexo del
pacienta tratado, y la naturaleza y la extension de la condicion tratada.

[108] Por lo genemal, la cantidad total de principlo actlvo que se administrarad puedes oscllar entre
aproximadaments 0,00001 mg/kg ¥ 1 mg/kg, y preferentements entre aproximadamente 0,0001
mg/kg y 0,1 mg/kg de peso corporal por dla. Una unidad posolégica puede contener entre
aproximadaments 0,01 mg y 20 mg de principlo activo, y pueds administrarse una ¢ mas veces
por semene. La dosls semanal para la administracidn medlante Inyeccldn, inclulidas las
Inyecciones intravenosas, intramusculares, subcutéaneas y parenterales, y el uso de técnicas de
Infusién puede osdilar entre apraximadamente 0,0001 y 01 mg/kg. El régimen posoldgico rectal
dlarlo puede oscilar entra 0,001 y 1 mg/kg de peso corporal total. La concentracién transdémica
puede ser |a requerida para mantener una dosls diarla de entrs 0,001 y 1 mg/kg.

[108] Per supussio, el régimen posolégico Inicial y continuo especifico para cada paclents
variarad en funcién de la naturaleza y saveridad de la condicdddn, segiin lo determine el médico
tratante que realice el diagndstico, la actividad del polipéptido especifico empleado, la edad del
padients, la digta del paclente, la hora de administracién, la via de administracién, la tasa de
excraclon del farmaco, las combinaclones de firmacos y ofros factores simllares. El modo de
tratamiento deseado y la cantidad de dosis de un pollpéptido de la presente invenclén pueden ser
determinados por los aspecialistas en la matarla usando prusbas de tratamiento convenclonales.

[110] Los polipéptidos de este Invenclon pueden utlliizarse para lograr el efecto farmacolégico
deseado medlante la administracién & un paclents que los necesite en una composicién
farmacéutica formulada adecuadamente. A los fines de esta Invenclén, se entiende por paclente
un mamifero, incluldos los seres humanos, que neceslta tratemiento para una condicién o
enfermedad especificas. Por lo tanto, la presente invencidn Incluye las composicionas
farmacéuticas que estdn compuestas por un vehiculo farmacéuticaments aceptable y una
cantidad terapduticaments efectiva de un polipéptido. Un vehiculo farmacéuticaments aceptable
es cuaiquier vehiculo que sea relativamente no toxico e inocuo para un paciente a
concentraciones compatibles con la actlvidad efectiva del princlpio activo, de forma tal que



cualquler efecto secundario atribulble al vehiculo no contamine los efectos bensficiosos del
princlpio activo. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipaptido es la cantidad que
produce un resultado o ejerce una Influencla en la condicidn aspecifica qua se estd tratando. Los
polipéptidos descritos en la presente puaden administrarse con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable ullizando cualquier forma de unidad poscldgica convenclonal efactiva, que Incluys, por
ajemplo, preparados de liberacion inmediata y prolongada, administracién por via oral, parenteral
0 tbpica, u otra forma simillar.

[111] Los polipéptidos de esta invencldn puaeden administrarse por via parenteral, es decir, por
via intravenosa, Intramuscular, interperitoneal o preferentemente, por via subcutanea, como dosls
inyectables del polipdptido en un diluyente fisloldgicamente acaeptable con un wvehiculo
farmacéutico que puede ser un liquide o una mezcia de liquidos estériles, como agua, solucidn
salina, dextrosa acuosa y soluciones de azicar relacionadas; un alcohol, como etanol,
isopropanol o alcohol hexadecllico; glicoles como proplienglicol o polietilenglicol; celsles de
glicerol, como 2,2-dimetil-1, 1-dioxolano~4-metanol; éteres como poli{etilenglicol) 400; un acelte; un
#cldo graso; un éster o glicéride de acido graso: o un glicérido de acido graso acetilado con o sin
ta adicidn de un surfactante farmacéuticaments aceptable, coma un jabén o detergente, un agente
de suspension, como peclina, carbémeros, metlicelulosa, hidroxiproplimetiicelulosa o
carboximetiicelulosa, o un agante emulsionants y otros adyuvantes farmacéuticos.

[112) Algunos ejemplos de aceltes que puaden usarse en las formulaciones parenterales de
esta invenclon son aquellos a base de petrdlea, de origen animal, vegatal o sintético, por ejemplo,
ol acalie de cacahuete, soja, sdsamo, semilllas de algodén, malz u ollva, la vaselina y el acelta
mineral. Los Acidos grasos apropiados incluyan el acldo oleico, el &cido estedrico y sl écido
iscestedrico. Algunos ésteres de acidos grasos aproplados son, por ejemplo, el etil oleato y el
isoprapll miristato. Los Jabones apropiados Incluyen aquellos da metal alcalino graso, amonio y
sales de trietanolamina, y los detergentes aproplados Incluyen los detergentes catidnicos, por
sjsmplo, los halogenuros de dimetll dialquil amonlo, halogenuros de alquil piridinio y acetatos de
algullamina; los detergantes anidnicos, por ejemplo, los sulfonatos de alqulio, arlo y olefina; loa
sulfatos de alqullo, olefina, éter y monoglicérido; y los sulfosuccinatos; los detergantas no dnicos,
por ejemplo, los Oxidos de aminas grasas, alcanolamidas de écldos grasos y copolimeros de
polloxietilenpolipropileno; y los detergentes anfotéricos, por ejemplo, los alqull-beta-
aminoproplonatos y las sales de 2-alquilimidazolina cuaternarla de amonio, como temblén
mezclas.

[113] Por lo general, las composiciones parenterales de esta Invencldn puedsn contenar
aproximadamente entre el 0,5% vy el 25% sagin el peso del principlo activo en la solucién. Los
conservantes y las soluciones amortiguadoras tamblén pueden usarsa de forma ventajosa. A fin
de minimixar o eliminar la Irritacién en el lugar de inyecclén, es posible que dichas composiciones
contengan un surfactante no lénico que tenga un equllibrio hidréfilo-lipéfilo {(hydrophlle-lipophile
balance, HLB) de entre 12 y 17 aproximadamsnte. La cantidad de surfactante pressnte en dicha
formulacién oeclla aproximadaments sntre un 5% y un 15% seg(n el peso. El surfactante puede
%
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ser un componente dnico que tenga el HLB antes menclonado o puede ser una mezcla de dos o
més componentes que tenga el HLB deseado.

[114] Algunos ejemplos de los surfactantes usados en las formulaciones paranteralea son (a
clase de ésteres de Acidos grasos de sorbitén de polistieno, por elemplo, 8l monoalasato da
sorbitdn y los aductos de alto peso molecular del éxido de etlieno con una base hidrofblca,
formada por la condensacion de dxido de proplleno con propllanglicol.

[115] Las composiciones farmacéuticas puaden tener la forma de suspensiones acuosas
Inyectables estériles. Dichas suspensiones pueden formularse de acuerdo con métodos conocidos
utilizando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensién apropiados, como por
ejemplo, carboximetilcelulosa s4dica, metlicelulosa, hidroxiproplimetil-celulosa, alginato de sodio,
polivinilpimolidona, goma de tragacanto y goma aréblga; agentes dispersantes o humectantes que
pueden ser una fosfatida presente naturaimente, como la lecitina, un producto de la condsnsacién
de un dxido alqullenoc con un écldo graso, por ejempio, estearato de polioxistileno, un producto de
la condensaclén de un 6xido de etilene con un alcohol allfdtico de cadena larga, por ejamplo,
heptadecaetiiencxicstanol, un producto de la condensacién de un Oxido de etileno con un éster
parciel derivado de un acldo graso y un hexitol, como el monooleato de sorbitin da polioxietileno,
o un praducto de la condensacidn de un 4xido de etlleno con un éster parcial derlvado de un 4cido
graso y un anhldrido de hexitol, por ajemplo, monooleato de sorbitén de polioxietileno.

[118] La preparacién Inyectable estéril tamblén puede ser una solucidn o suspansion Inyactable
estérl! en un diluyente o solvents parenteralmente aceptable no toxico. Los dlluyentes y solventes
que puaden emplearse son, por ejemplo, agua, soluclén de Ringer y solucién isotdnica de cloruro
de sodlo. Ademés, los aceltes fijos estériles son empleados convenclonalmente como solventas o
medios de suspension. Para este fin, 8 puede emplear cualquier acslte fllo suave, Incluidos los
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos. Ademés, los dcidos grasos como el 4cido oleico pueden
usarse en la preparacién de formas Inyectablas.

[117] Una composicién de la Invenclén tamblén pusde administrarse en forma de supositorios
del farmaco para administracidon recial. Estas composicionss pueden prepamrsae mezclanda al
farmaco (p. ¢|., polipéptido) con un axcdplente na Ivitants aproplado que sea sblido a tamperaturas
habiuales, pero liquido a la tempematura rectal y que, an consecuencia, sa demetiri en el recto
para liberar el farmaco. Dichos materiales incluyen, por ejemplo, la mantequllla de cacao y el
polistilenglicol.

[118] Oftra formulacién empleada en los métodos de la presents Invencién emplea dispositivas
de administracién transdérmica ("parches’). Dichos parches transdérmicos pueden usarse para
proporcionar una Infusién continua o discontinua de los polipéptidos de la presente Invencidn en
cantidades controladas. La elaboracién y el uso de parches transdérmicos para la adminisiracidn
de agentes farmacéuticos es bien conocida en el campo (ver, p. el., la Patente estadounidense n.*
5.023.252, que se Incluye en la presente por referencia). Dichos parches pueden elaborarse para
{a administracién de agentss farmacéuticos en forma continua, pulsétil o a demanda.



[118] Es posible que sea deseabls 0 necesario introducir la composicion farmacéutica en el
paclents a través de un dispositivo de administracion mecénico. La elaboracién y el uso de
disposltivos de administracién mecanicos para la adminlstracién de agentes farmacéuticos as blan
conocida en el campo. Por ajemplo, las técnicas directas para administar un firmaco
directamente en el cerebro, por lo genersl, implican la colocaclén de un catétar para la
adminletracldn del farmaco en el sistema ventricular del paclente, a fin de puentear la barrere
hematoancefélica. Uno de tales sistemas de administraclén implantables que se usan para al
transporte de agentes a reglones anatdmicas aspecificas del cuerpo se describe en la Patents
estadounidense n.* 5.011.472, que se Incluye en la presante por referencia.

[120] Las composiclones de la Invencidn también pueden contener oiros ingredientes para
composicion farmacéuticamente aceptables convenclonales, que generalmente se denominan
vehiculos o diluyentes, seg(in sea necesaro o se requiera. Cualqulera de las composiclones de
esta Iinvencién puede preservarse mediante la adicidn de un antioxidante, como el Acido
ascOrbico, 0 medlante otros consarvantes aproplados. Pueden ufilizarse los procedimientos
convencionales para preparar dichas composiclones en formas galénicas apropladas.

[121] Los ingredientes farmacéuticos utilizados cominments cuyo uso puede ser apropiado
para formular la composiclén para su via de administracién pretendida Incluyen: agentas
acldificantes, por ejemplo, @ meru titulo anunclativo, écido acético, édcldo clirico, Acido fumérico,
acido clorhidrico, &cido nitrico; y agentes alcalinizantes, por sjemplo, a mero titulo enunciativo,
solucién de amoniaco, carbonato de amonlo, distanclamina, monoetanclamina, hidrixido da
potaslo, borato de sodlo, carbonato de sodio, hidréxido de sodlo, trietanclamina, trolamina.

[122] Oftros ingredientes farmacéuticos incluyen, a mero titulo enunciativo, adsorbentes (p. ej.,
celulosa en polvo y carbén activado); propulsores en aerosol (p. ej., dibxldo de carbono, CChF,,
F,CIC-CCIF; y CCIFy); agentes de desplazamlento de aire (p. e)., nitrdgeno y argon);
conservantes antimicdticos (p. ej., 4cido benzoico, butliparabeno, efiiparabeno, metliparabsno,
propliparabeno, benzoato de sodlio); conservantes sntimicroblanos (p. @j., cloruro de banzalconio,
clorurc de bencetonio, alcohol bencllico, cloruro de cetliplrdinio, clorobutanol, fenol, aicohol
feniletilico, nitrato de fenlimercurio y imerosal); antloxidantes {p. e)., &cido ascorhico, paimitato de
ascarblio, hidroxanisol butilado, hidroxitolueno butilado, &cide hipofosforoso, monotioglicenal,
galato de propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio, formaldehide sulfoxilato da sodio,
metablsulfito de sodio); materiales de unlén (p. e]., polimeros de bloque, caucho natural y
sintético, pollacriiatos, polluretanos, slliconas y copolimems de estireno-butadienc); agentes
amortiguadores (p. a]., metafosfato de potasio, fosfato de potasio monobésico, acetato de sodio,
cltrato de sodio anhidro y dihldrato de citrato de sodio); vehiculos (p. ej., Jarabe de acacla, [arabs
aromatico, elidr aromético, Jarabe de caereza, Jarabe de cacao, Jarabe de naranja, Jarabe, aceite de
malz, acelte mineral, acelte de cacahuate, acelte de sdaamo, inyeccidn bacteriostatica de cloruro
de sodio y agua bacterlostatica para inyeccitn); agenies quelantes (p. ej., edetato disdico y dcido
edético); colorantas (p. ej., FD&C rojo n.* 3, FD&C rojo n.” 20, FD&C amarillo n.* 6, FD&C azui n.*
2, D&C verde n.” 5, D&C naranja n.” 5, D&C rojo n.” 8, caramelo y rojo dxido fémico); agentes
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clarificantas (p. e]., bentonia); agentes emulsionantss (a mero titulo enunciativo, acacla,
cetomacrogol, alcohol catllico, monoestearato de glicerilo, lecitina, monooleato de sorbitan,
estearato de polletleno 50); agentes encapsulantes {p. ej., gelatina y fimlato de acetato de
celulosa); saborizantes {p. el., acelie de anlis, aceite de canela, cacac, mentol, acelts de naranja,
acaelts de menta y vainilla); humactantes (p. e]., glicerina, propllenglicol y sorbitol); agentas para
levigar (p. e}., acelte mineral y glicerina); aceites (p. e)., aceite de manl, acelte mineral, aceite de
oliva, acelte de cacahuate, aceite de sésamo y acelte vegetal); bases para pomadas (p. &j.,
lanolina, pomada hidrofilica, pomada de polietilenglicol, vaselina, vaselina hidrofilica, pomada
blanca, pomada amarllia y pomada de agua de rosas), elementos quae aumentan la penetracidén
(administraclén transdérmica) {p. e)., monohidroxl o polihidrox! alcoholes, alcoholes grasos
saturados o no saturados, ésteres grasos saturados o no saturados, acidos dicarboxilicos
eaturados o no saturados, aceltes esenciales, derlvados de fosfatidilo, cefalina, terpenos, amidas,
Gtares, cetonas y ureas); plastificantes (p. ef., fialato de dletilo y glicerina); solvantas (p. ej.,
alcohol, aceilte de malz, acelte de semllias de algodén, glicerina, alcohol Isopropilico, acelte
mineral, acido oleico, acelte de cacahuats, agua purlficada para inyeccldn, agua estérll para
inyaecclon y agua estéril para Irmigacién); agentes endurecadores {p. @)., alcohol cetllico, cera de
ésteres cetllicos, cera microcristaling, parafina, alcohol estearllico, cera blanca y cera amarilia);
bases pama supositorios (p. e)., mantaquilla de cacao y polisillenglicoles (mezclas)); surfactantes
{p. e]., cloruro de benzalconio, nonoxinal 10, oxtoxinol 8, polisorbato 80, sulfato idurico de sodio y
monopaimitato de sorbitdn); agentes de suspension (p. e]., ager, bentonita, carbdmeros,
carboximetilcelulosa sédica, hidroxietlicelulosa, hidroxipropliceiulosa, hidroxipropilmetiicelulosa,
caolin, metilcelulosa, tragacanto y Veegumy); endulzentes (p. e]., aspartamo, dextrosa, glicerina,
manitol, propllenglicol, sacarina sodica, sorbitol y sacarasa); antiadherantes para comprimidos (p.
¢j., estearato de magnesio y talco); aglutinanies para comprimidos {p. e]., acacla, &cldo alginico,
carboximetliceluiosa sddica, azicar compresible, efil celulosa, gelatina, glucosa liquida,
metiicalulosa, povidona y aimldén pregelatinizado); diluyentes para comprimidos y cipsulas (p. ).,
fosfato de caiclo dibésico, caolin, lactosa, manltol, celulosa microcristalina, celulosa en polvo,
carbonato de caldo precipitado, carbonato de sodlo, fosfato de sadlo, sorbitol y almidén); agentes
para recubrimiento de comprimidos (p. el., glucosa liquida, hidroxietilcelulosa,
hidroxiproplicelulosa, hidroxdpropilmetiicelulosa, meticelulosa, etilcalulosa, Ralato de acetsto de
celulosa y goma laca); excipientas para la compresion directa de comprimidos (p. o)., fosfato de
calcio dibdsico); desintegrantes de comprimidos (p. e)., acddo alginico, carboximaetilcelulosa
céicica; celulosa microcristalina, polacrilina potasica, alginato de sodlo, glicolato de almidén sddico
y almidon); deslizantes para comprimidos (p. ej.. sflice coloidal, almidén de malz y taico);
lubricantes para comprimidos (p. )., astearato de calclo, estearato de magnasio, aceite mineral,
acldo esteérico y estearato de zinc); opacantes para comprimidos/capsulas (p. ej., didxido de
titanio); agentes para el pulido de comprimidos (p. ej.. cera de Camauba y cara blanca); agentes
espesantas (p. s]., cera de abejas, aicohol cetllico y parafina); agentes de tonicidad (p. €.,
dextrosa y cloruro de sodio); agentes que aumentan la viscosidad (p. )., cido alginico, bentonita,
carbémeras, carboximetiicelulosa sédica, metiicelulosa, povidona, alginato de sodio y tragacanto);
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y agentes humectantss {p. &., oxicelanol de heptadecastiieno, lecitinas, monooleato de sorbitol de
polietileno, monooleato de sorbltol de polloxietileno y estearato de polioxietileno).

[123] Los polipéptidos descritoa en la presente pueden administrarsa como sgentes
farmacéuticos (nicos o en combinacdldn con uno o més agentes farmacéuticos mas, donde la
combinaclén no provoca efectos adversos Inaceptables. Por ejemplo, los polipéptidos de esta
Invenclén pueden combinarse con agentes contra la obesidad, agentes antidlabéticos o agentes
para ofras Indicaciones conocldos, y agentes simllares, como tambidn con mezclas y
combinaciones de estos.

[124] Los polipéptidos descritos an la presente tamblén pueden utilizarse, en forma de base
llbre o en composiciones, con fines de investigaclén y dlagnéstico, o como estdndares de
referencia analltica, y para ofros usos similares. Por lo tanto, la presente Invencidn Incluye las
composiciones que comprenden un vehlculo Inerte y una cantidad efectiva de un polipéptide
identificade por los métodos descritos en la presente, o una sal o éster de ésta. Un vehlculo Inerte
es cualquier material que no Interactia con el polipéptido que seré transportado y que proporciona
un soports, un medio de franaporte, volumen, un materlal rastreable, entre oiras cosas, a!
polipéptido que serd transportado. Una cantidad efectiva de polipdptido es la cantided que
produce un resultado o ejerce una Influencla en el procedimiento especifico que se esth
realtzando.

[1251 Se sabe que los polipéptidos experimentan hidrdlisis, desamidaclén, oxidaclon,
racemizaclén e Isomerizacion en medios acuosos y no acuosos. La degradaclén mediante la
hidrdlisls, desamidaclon u oxidaclén, por ejemplo, puade detactarse faclimente mediante
electroforesis capilar, espectrometria de masas o degradacién de Edman. Sin perjuiclo de la
degradacién enzimatica, los pollpéptidos que Henen una vida media plasmética o un lempo de
residencla biolégica prolongados deben, como minimo, ser estables en solucién acucsa. Es
esenclal que el polipéptido exhiba una degradacién menor al 10% durante un perfodo de un dia a
temperatura corporal. Es aln mas preferible que el polipéptido exhiba una degradacién menor al
5% durante un periodo da un dia a tempsralura corporal. Debldo a que ol paclants dlabético
cronico reclbe tratamiento durante toda su vide, preferentements, es aln mas convenients
administrar estos agentes terapéuticos con poca frecuencla, sl se administran por via parenteral.
La establlidad {es dedr, un porcentaje pequefio de degradacién) durante un periodo de semanas
a temperatura corporal permitira la administracién de dosis con menos frecuencla. La estabilidad
{es daecir, un porcentaje pequefio de degradacidn) a la degradacidn a través de la protediisls, en
relaclén con la DPP4 o en plasma durante periodos de dias @ semanas respaldard ain mas la
administracion de dosls con menos fracuencla. La establidad en aflos a temperatura de
refrigeracion permitiré al fabricanie presentar una formulacién liquida y evitar, de este modo, Ia
incomodidad de la reconstituclén. Ademas, la establlidad en un solvents organico permiting
formular el polipéptido en formas galénicas nuevas, como implantes.
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[126] Las formulaclones apropladas pam Ja asdministracldn subcuténea, intravenosa,
Iintramuscular y otras simllares; los vehiculos farmacéuticos aproplados; y las técnicas para la
formulacidn y administracldn pueden prepararse medlante cualgulera de los maétodos blen
conocidos en el campo (ver, p. 6/, Ramington's Pharmaceutical Sclences, Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., 20" edicién, 2000).

[121] Debe ser avidents para una persona con conocimientos normales en |a matera que
puaden realizarse cambios y modificaciones a esta invenclén, sin apartarse del espiritu o alcance
de la Invencién, segin lo establecido en la presents.
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EJEMPLOS

(128] A fin de que esta Invencién pueda comprenderse mejor, se Incluyen los sigulentes
alamplos. Estos ejamplos se Incluyen (nicamenta con fines llustrativos, y no debe Interpretarse
que limitan el alcance de la Invencldén de ninguna manera. Todas las publicaciones mencionadas
en Ja presante sa incluysn en su totalidad por referencia.

Efempio 1. Metodologla de sintesis peptiidica

[120] Pama sintetizar algunos de los polipéptidos de la Invencién se siguleron las sigulentes
procedimlentos generales:

La sintesis peptidica se realizé mediante la estrategla de FMOCA-butlio (Pennington y Dunn,
Peplide Synthesls Protocols, Volumen 35, 1594) sn condiclones de flujo continuo, usando resinas
de pollatiienglicol-pollestireno de Rapp-Polymere (Rapp-Polymerse, Tubingen, Alemania). Al
completarse la sintesls, los péptidas fueron clivados de la resina y desprotegidos usanda
TFAIDTT/HaORriisopropll silano (88/5/5/2). Los péptidos fueron precipitados del liquido de clivaje
usando dietil éter frlo. El precipitado se lavé tres veces con ef éter frio y luego se disolvié en acido
acético al 5% antes de la liofllizacidn. Los péptidos fueron verificados medlante cromatografia en
fase Invertida en una columna YMC-Pack ODS-AQ (YMC, Inc., Wilmington, NC) en un sistama
ALLIANCE® de Weters (Watars Corporation, Milford, MA) usando agua/acetonlitrilo con TFA al 3%
como gradlante de 0% a 100% de acetonitrilo, y mediante la espectromeirfa de masas de
desorcién/lonizacibn medliante ldser asistida por matriz (matrix-assisted laser-desorption
lonization, MALDI) sn un Espectdmetro de masas MALDI VOYAGER DE™ (Modelo 5-2388-00,
PerSeptive BioSystems, Framingham, MA). La muestra de péptidos se agregd a la solucién
amortiguadora Matrix (50/50 dH,O/acetonliiriio con TFA al 3%) en una proporcidén 1/1. Los
péptidos que no cumpllan con los criterios de pureza de >95% fueron purlficados mediante
cromatografia en fase invertlda en un Sistema de HPLC Delta Prep 4000 de Waters (Waters
Corporation, Miiford, MA).

Elempio 2. Acetifacién peptidica

[130] Los péptidos fueron sintetizados mediante métodos estdndar bien conocidos en el campo.
Las péptldos fueron sintetizados con un sintetlzador de péptidos Applied Blosystams 430A
utllizando quimica FMOC con activadén con HBTU en resina Rink amida, y el N-terminal fue
ecetilado con anhidrido acético. El péptido fue cllvado con TFA al 84,8%, fenol al 4,4%, agua al
4,4%, tioanisol al 4,4% y etanoditiol al 2,2%. Los péptides fueron precipitados del liquido de clivaje
usando éter tertbutlimatilico. El precipitado se lavd con al éter frio y se secd con argén. Los
péptidos fueron purificados con cromatografla C18 en fase invertida con gradientes lineales de
agua/acetonitiio con TFA al 0,1%. La identidad de los péptldos se confirmé con la aspectrometria
de masas MALDI y por electrospray, y con andlisis de aminodcidos.

Ejemplo 3. PEGllacién peptidica



[131] La vida media de un péptido In vivo puede aumentarse a través de la unidén de una
fracclén de polietllenglicol (PEG) al péptido, con lo cual se reduce la depuraclén del péptido por
parte del rifidn y sa reduce la degradacién del pdptido mediante la proteasa. El uso de un péptido
agonista del receptor VPAC2 sa ve severaments limitado por su muy corta vida media in vivo; la
unién de una fracclén de PEG al péptido (PEGlladdn) prolongd lo suficlente la vida media del
péptido como para permitir un tratamiento aplicado entre una vez por dia y una vez por semana.

[132] La PEGilaclén puede rmeallzarse meadlante cualquier método conocido para los
especlalistas en la materia. Sin embargo, en aste ejemplo, la PEGIlaclén se realizd mediante la
introduccién de una mutacién en la cistelna Gnica en el péptido, seguida de la PEGIlacién de la
cistelna a través de un enlace tiodter estable entre el sulfhidrilo del péptido y el grupo maleimida
del reactivo metoxi-PEG-maleimida (Nektar (Inhale/Shearwater), San Carlos, CA; NOF, Toklo,
Japén). La cistelna (nica puede introducirse en el C-terminal del péptido para minimizer la posible
reduccldn de la actividad medlante la PEGIlacldn.

[133] Como ejemplo, sa agregd un exceso molar dos veces mayor de un reactivo mPEG-mal
(pesc molecular 22kD y 43kD) a 1 mg de péptido (p. ¢}, ID de SECUENCIA N.* 1 con una
mutacidén en la clsteina en el C-terminal del péptido) y se disolvié en una soluclén amortiguadora
de reacclén a pH 8 (fosfato sédico 0,1 M / NaCl §,1 M / &cido etllendlaminotetraacético [EDTA] 0,1
M). Después de 30 minutos a temperatura amblente, la reaccldn se termind con el agregado de un
exceso molar dos veces mayor de ditiotreltol {DTT) a mPEG-mal. La mezcla reactiva péptido-
PEG-mal se aplicd a una columna de Intercamblo catidnico para remover los reactivos de PEG
residuales, seguldo de una columna de filtracién por gel para remover el péptido llbre residual. La
pureza, la masa y el nimero de sltlos PEGllados se determiné mediante electroforesis en gel de
pollecriiamida con dodecll suffato de sodio (Sodlum dodecyl sulphate-Polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) y espactromsairia de masas de desorcidon/lontzacién mediante |Aser
asistida por matriz (matrix-assisted laser-desorption lonlzation, MALDI}Hempo de vuelo (ime of
fight, TOF). Cuando se unlé un PEG de 22 kD a los péptidos de la presents Invencién, se
mantuvo la potente activaclén dael receptor VPAC2. Asimismo, también se mantuvo la selectividad
de activacién de receptores del VPAC2, en comparacién con el VPAC1 y el PAC1. Es pasible que
la PEGIllacién con un PEG més pequefio (p. e]., un PEG [ineal de 22 kD) tenga menos
probabilidades de reducir ia actividad del péptido, mlentras que un PEG de mayor tamafio (p. &j.,
un PEG ramificado de 43kD) tandrd més probabllidades de reducir la actividad. Sin embargo, el
PEG da mayor tamafio aumentara ain mas la vida media plasmatica, de forma tal que sea posible
administrar una Inyeccién por semana {Harrls, et al., Clin, Pharmacokinet. 40:538-551, 2001).

EJempio 4. Composicién farmacéutica: formulaciones iVy SC

[134] Una formulacién inyactabla IV estéril se prepara con 4 mg de un polipéptido de ID de

SECUENCIA N.” 1, o un polipéptido derivatizade que tenga un contenido equivalents a 4 mg de

polipéptido, y 1 L de solucidn salina estérnil, utilizando cualquier proceso de fabricaclén blen

conocido en el campo. Para la formulaclén subcutdnea (SC), pueden utiiizarse concentraciones
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més altas del polipéptido. En el caso del polipéptido identificade como ID de SECUENCIAN."* 1,0
de un polipdptido darivatizado, se disusiven 4 mg en 100 mL de soluclén salina o dimetilsulféxido
(OMSO), y se rellanan can la composicdn viales estérlles previamente sometidos a flitraclén
aséptica,

Elempio 5. Andlisis da pdptidos mediante espectrometria de masas

[135] Se dlluyeron con agua allcuotas de cuarenta pmol/2 ul de péptildos hasta 10 yl. La
soluclon amortiguadora de  Acldo  N-2-hidroxetliplperazin-N'-2-etanosulfénico  (N-2-
Hydroxysthyiplperazin-N'-2-Ethanesulfonic Acld, HEPES) fue removida meadiants la aplicaclon del
50% de la muestra (20 pmol/S yl) a un C18 ZipTip acondicionado de Milllpore, segdn las
instrucciones del fabricants. La muestra fue eluida del ZipTip con una matriz {10 mg/ml de acido
alfacianohidroxicinémico en acetonitrilo (ACN) al 50%, TFA al 0,1%) directamente en la placa
MALDI. Las muestras fueron anallzadas en un sistema Voyager DE-PRO MALDI da Applied
Biosystems operado en el modo reflecior de lones. Los datos se recopllaron en el rango de 500 a
4000 Da, y Ias masas resultantes se compararon con las tséricas mediante calculos manuales.

EJemplo 8. Andlisis de péptidos de Edman

[136] Se suministraron muestras de péptidos para la degradacion de Edman a 1 nmol/10 ul en
HEPES 10 mM, pH 7.4, TFA al 5%. Antes dal analisis de Edman, se removid la sal de la soluclén
amortiguadora de HEPES usando un cartucho de musstra ProSarb de Applled Blosystems, segdn
las Instrucciones del fabricante. Brevemente, la muestra se aplicdé a una membrana de difluroruro
de polivinllideno {Polyvinylidene difluoride, PVDF) y ge lavé con TFA al 0,1%:; luego se remavié la
membrana y se insertd en el sacuenclador de proteinas para la degradacidn de Edman. La
degradaclén de Edman se lievd a cabo en un sistema de secuenclacion de protelnas Proclse
484HT de Applied Blosystems, utilizando el méiodo en fase liquida pulsante, de acuerdo con las
instrucclones del fabricante. Las determinaciones de secuencias sa reallzaron manuaiments.

Ejempio 7. Establildad de los péptidos.

[1371 Les formulaciones descritas an al Eljemplo 4 se colocaron en una cémara de sstabllidad
constante. Los péptidos tamblén fuaron anallzados con respecto a su estabilidad a la degradacién
an soluclones de DPP4 y en plasma. Periddicamente, se removieron muestras para analisls
mediante electroforesls capllar, espectrometria de masas, degradaclién de Edman, ELISA y
onsayos de actividad peptidica, que son métodos sensibles para detectar la degradaclén del
paolipaéptido. Sa sumé el 4rea de varios picos y el érea del pico del polipéptido precursor se divide
por el area pico total. E! coclente es la pureza porcentual. Dado que hay Impurezas presentes en
el pollpéptido nuevo, 8 cambio en la pureza se normaliza dividlendo la pureza en diferantes
puntos en ol tiempo por la puraza Iniclal. Pam maedir ia establlidad al DPP4 y en plasma, los
péptidos a 20 pmol/ul se Incubaron a 37°C en presencia de DPP-IV 300 pM en HEPES 100 mM,
pH 7.4 (Figura 2a). En diversos puntos en &l tiempo, la reacclén (alicuota de 2 pl) se termind
mediante la adicién del inhibidor de la DPP-IV 1 uyM y el congelamiento. Para el andllsls de
espectrometria de masas MALDI, se svaluaron los sigulentes puntos en el tiempo: T=0h,1h, 5
38
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hy 24 h. Los resultados se graficaron como porcentaje de péptidos o derivados de péptidos
intactos, en comparacion con los productos de degradacidn.

EJempio 8. Unlén de ios péptidos a los receptores PACAP1 y VPAC1 y VPAC2

[138] Se culivaron hasta la confluencia célules de CHO con una sobreexprasién de los
receptores PAC1, VPAC1 y VPAC2, luego fueron raspadaes de sus matraces y peletizadas por
centrifugacidn suave en tubos de 50 ml.. Los pellets fueron resuspendidos en una solucién
amortiguadora de homogenelzacién a base de trs y homogenelzados en un triturador de tejldos
Dounce con 3040 golpes manumies en hielo, La suspensidbn se centrifugd en una
ultracentrifugadora, lo cual produjo la peletizacién de las membranas. Este pellet se resuspendid
en una pequefia cantidad de soluclon amortiguadora de homogeneizacidn y se determind una
concentracion de proteinas a través del uso de un kit BCA de Pierce.

[139] Una reaccion de union que contiens una protevna de membrana de 10 ug, '*I-PACAP 27
0,1 nM y una curva de dosis del compuesto a ser evaluado se incubd en una placa de 86 pocillos
a 37°C durante 20 minutos. La reaccién se detuvo al colocar la placa en hlelo durants 20 minutos.
La reaccién se agragd a uns placa de filtro preincubada con polletilenimina (polyethylenimine,
PEI) al 0,1% para evitar la unién no espacifica, se procesd con un colector de vaclo y se lavd
varias veces con una solucién de lavado a base de altbimina sérica bovina (bovine serum
albumina, BSA). La placa de filiro se sacd, se agregd centelleador y se leyd en un contador
MicroBeta. Los datos fueron analizados y presentados en grificos Prism.

EJempio B. Elavaclon del cAMP en respuesta a los pdptidos

[140] Las células de CHO que expresaban los péptidos VPAC2 se colocaron en placas de 98
pocilios a razén de 8 x 10* células/pocilio y se cultivaron a 37 °C durante 24 hores en cMEM,
nucledsidos, giutamina {Glbco/BRL, Rockvllle, MD), suero bavino fetal (felal bovine serum, FBS)
al 5%, Pen/Strep 100 pg/mL, higromicina 0,4 mg/mL y Geneticin 1,5 mg/mL (Gibco/BRL). Los
medios se removisron y las placas se lavaron con solucidn salina amortiguada con fosfato
{phosphate buffered saline, PBS). Las células se Incubaron con un péptido (an HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, KCI § mM, CaCl; 2,5 mM, KH,PQ, 1,2 mM, MgSO, 1,2 mM, NaHCO, 256 mM (pH
7.4) con BSA al 1% y 100 uM IBMX) durante 15 minutos a 37 °C. El AMP ciclico de los extractoe
celulares se cuantficd utlizando el sistema de ensayo con cribado directo del ensayo de
proximidad por centslleo (scintillation proximity assay, SPA) del cAMP {(Amersham Pharmacia
Blotech Inc., Piscataway, NJ, ). La cantidad de cAMP presente en los lisados se determiné
slgulendo las Instrucclonas provistas con aeste kit. La cantidad de cAMP (en pmol) producida e
cada concentracién del péplido se graficd y analizd mediante regresién no lineal utillzando al
software Prizm para determinar la mediana de la concentraclén efectiva (madian effective
concentration, ECgq) para cada péptido.

[141] En forma altemeativa, la elevaclén del cAMP en respuesta a la activacidn dst receptor
pueds medirse en una linea celular indicadora, como la de CHO, que no sélo sxpresa el receptor
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deseado, sino que tamblén expresa un indicador, como la luciferasa, unido a un slamento de
respuesta al cAMP (cAMP response element, CRE). Dichas células se colocan en placas de 56
podiios a raxdn de 10* células por pacliio y se cultivan a 37 °C durante 48 horas en aMEM,
nucledsldos, glutamina {Gibco/BRL, Rockvllle, MD), FBS al 5%, Pen/Strep 100 ug/mL, higromicine
0,4 mg/mL y Genetlcin (Glbco/BRL) 1,5 mg/mL. Luego las células se Incuban con un péptido
durante 6 horas, se remueven los medios y se agrega el reactivo Bright-Glo (Promega). La sefial
se detecta usando un contador de centelleo.

[142] Los polipéptidos de esia invencién estin disefiados sobre la base del VIP, que se ha
demostrado que carece de actividad en el PAC1 (Vaudry, et al.,, Pharmacol. Rev. 52:289-324,
2000). Por lo tanto, 88 cree que los polipdptidos de esta invencibn no poseen actividad
considerable en el PAC1.

[143] En la Figura 3 se muestran los resultados de este ensayo con polipéptidos
representativos de esta invencién. Los péptidos Identificados como ID de SECUENCIA N." 1y 112
son potentes agonistas del receptor VPACZ2, y activan el recaptor al 100% dei nivel miximo de
activacién del receptor iograde por el péptido endégeno PACAP-27. Asimismo, ios péptidos
identlficados como ID de SECUENCIA N.* 1, 112, 152 y 154 son agonistas selectivos del recaptor
VPAC2 y poseen una actlvidad agonista muy débil con respecto al VPAC1. El PACAP-27 as un
potente agonista del VPAC1.

Efempio 10. Secreclén de Insulina de cdluias de los Isiotes de ratas dispersas

{144] La secrecion de insullna de Islotes de ratas dispersas mediada por una serie de péptidos
de la presente Invenclén sa midid como se describe a continuaclén. Se digirleron los Islotes de
Langerhans, aislados de ratas SD (200-250 g), utllizando colagenasa. Las células de los Islotes
dispersas fueron tratadas con tripsina, sembradas en placas de 88 pocllios con fondo an V ¥
peletizadas. Luago las células se cultivaron durants la noche eén madios con o sin péptidos de
sste invencidn. Los medios fueron asplrados, y las células fueron preincubadas con soluclén
amortiguadora de Kmbs-Ringer-HEPES qus contenla glucosa 3 mM durante 30 minutos a 37°C.
La soluclén amortiguadora de preincubacién se removié, y las células se incubaron a 37°C con
solucién amortiguadora de Krebs-Ringer-HEPES que contenia la concentracién aproplada de
glucosa (p. af., 8 mM), con o sin péptidoa, durante un perlodo aproplado. En algunas estudios,
tamblén se incluyd una concentracién spropiada de GLP-1. Se removid una porclién del
sobrenadante y s& midié su contenido de insulina mediante SPA. Los resultados se expresaron
como "cantldad de veces mayor que el control*(fold over control, FOC).

[145] En este ensayo, un aumento en la secracidn de Insulina de células de los Islotes de ratas
dispersas se definld como un aumento de al menos 1,4 veces. El componenta agonista del
recaptor VPAC2 de los polipéptidos de esta invencién produlo un aumento en la secrecién de
insulina de las células de los Isiotes dispersas de, al menos, entre 1,4 veces y aproximadaments
1,7 veces.



Ejempio 11. Generacién de anticuerpos especificos contra ios pdptidos y medicién de los
péptidos mediante ELISA

[14§] Se generaron anticuerpos policlonales especificos contra los polipéptidos de la prasenta
invenclén mediante la sintesls de un fragmento especifico de un polipéptido de esta Invencién
utilizando un sintetizador de péptidos ABI 433A. Luego, el péptido fue clivado de la rasina y
purificado en un sistema de HPLC analitica y preparativa System Gold de Beckman. Se utlizd un
sistama de aspecirofotdmetro de masas MALDI Perspective pama Identificar el producto correcto.
El péptido se secd utlizando un lloflizador. Luego, el péptido (2 mg) fue conjugado con
hemocianina de lapa callfornlana (keyhole limpet hemocyanin, KLH) a través del grupo sulthidrilo
libre ds la Cys.

[147] Conejas blancas de Nueva Zsianda fueron Inmunizadas el Dla 0, 14, 35, 58 y 77. El Dla
0, a cada coneja se le adminietrd una Inyecclén subcuténea de 250 pg del péptido y el adyuvante
de Freund completo. Las Inmunizaciones postariores utlitzaron 125 ug del péptido por conaja. Las
sangrias 88 Iniclaron el Dia 21 y continuaron a intervalos de 21 dlas en lo sucesivo. La purificacién
de ios anticuerpos conia el péptido se realtzd pesando el suero crudo por una columna de
purificacién por afinidad especifica peptidica. La titulacion de anticuerpos se detarminé medianta
ELISA.

[148] Una placa Immulon 4HBX de 96 pocliios se cubrid con un anticuerpo F(ab) C-terminal de
Morphosys, especifico contra los péptidos de la presents Invencién y &6 de)é Incubar durante la
noche a 4 °C. Luego la placa se bloqued para Impedir la unidn no especifica. Luego, los
estindares de péptidos (2500 ng/mL-180 pg/mL) se diluyeron en plasma al 33%, y las muestras
se diluyeron en una proporcién 1:3 en soluclén amortiguadora, segulda de Incubacién durante 1,5
horas a tamperatura amblents. Daspués del lavado, sa incubd en la placa un anticuerpc N-
terminal policlonal especifico contra los péptidos de asta Invencién, durante una hom. A
continuacién, se agregd el anticuerpo de burro-anti-consjo conjugado con peroxidasa de rabano
picante (horseradish peroxidase, HRP), y las muestras y los estdndares fueron incubados durante
una hora més. La deteccidn se evalud despuds de la Incubacidon con solucldn da 3,3'.5,5-
tetrametiibencidina (TMB), y la placa sa lee a una daneidad optica de OD,s (Figura 4a).

[148] En forma altemativa, la placa Immulon 4HBX de 96 podilios se cubrié con un anticuerpo
N-terminal policlonal, especifico contra los péptidos de la presente invenclon, y se dejd Incubar
durante la noche a 4 °C. Luego la placa se bloqued para Impadir la unién no especifica. Luego, loa
sstandares de péptidos (2500 ng/mL-160 pg/mL) se diluyeron en plasma al 50%, y las muestras
se dlluyeron en una proporcién 1:2 en solucién amortiguadora, segulda de Incubacién durante 1,5
horas a temperatura amblente. Después del lavado, se Incubd durants una hora en la placa un
anticuerpo ant-PEG monocional especifico contra los péptidos de esta Invencién. A continuacién,
se agregd el anticuerpo antl-ratdn conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP), y las
muestras y los estindares fueron Incubados durante una hora més. La detscclén se evalub
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después de la Incubacién con soluclén de 3,3',5,5-tetrametiibencidina (TMB), y la placa se les a
OD.ap (Figura 4b).

EJempio 12. Farmacocinética de los piptidos despuds de la administraclén de dosis IV y
subcutineas

[150] Las muestras de plasma se transfleren a un tubo microcentrifugo y se agrega un volumen
equivalente de acetonliriio a la muestra (concentraclén final del 50%). La muestra se mezcia an
virtex durante aproximadaments 5 minutos y se deja reposar en hlelo durante 10 minutos. La
muestra se mezcla vigorosamente en vortex nusvaments durante aproximadamenta 1 minuto, y
luego o centrifuga durante 30 minutos en un tubo microcentrifugo (4 °C) a la velocidad maxima
(sproximadaments 15.000 x g).

[151] Después de la centrifugacién, la fase acuosa se transfiere culdadosamente a un tubo
centrifugo limplo, y la muestra se centrifuga durante 5 minutos en un tubo microcentrifugo (4 °C) a
la velocidad maxima {aproximadamente 15.000 x g). La muestra extralda se seca al vacio usando
un Speed Vac SC110 (Savant) con |la tamperatura Intermedia hasta que 88 seque. La muesira sa
resuspende en un volumen aproplado de agua estérll y se mantlens a 4 °C. Luego, la muestra se
homogeniza con ultrasonido en un bafio ultrasénico durante 10 minutos a temperatura amblente
antas del analisis. La concentraclén peptidica se determina utllizando el ensayo Indicador 2egdn lo
descrito en el EjJemplo 8.

[152] Usando este método, las propledades farmacocinéticas de la ID de SECUENCIA N.* 112
se compararon con las de la ID de SECUENCIA N.° 154 {Figura 5a). La acetllacién peptidica
presente en la ID de SECUENCIA N.* 112 demuestra mejores propledades farmacocinéticas, y se
detecta a las 24 y 48 horas, mientras que el péptide no acetilado de la ID de SECUENCIA N." 154
56 detecta (nicamente a las 8 horas. Estudlos posteriores que compararon los dos péptidos
demostraron que la 1D de SECUENCIA N.* 112 tenla una vida media de 10,8 horas en la rata,
mientras que la de la ID de SECUENCIA N." 154 no acetliada era de aproximadaments 8 horas
(Figura 5b).

[153] Las concentraclones peptidicas plasmaticas tamblén pueden medirse utliizando el ensayo
ELISA, segin lo descrito en el Elemplo 11. Utliizando esta metodologla, se caracterizd alin més la
farmacocinética de la ID de SECUENCIA N.* 112 (Figura 5c). En el perro, la ID de SECUENCIA
N.* 112 sigue estando presente a una concantracldn detectable durante una semana.

EjJempio 13. Efecio de los pdptidos PEGilados on la tolerancia a Ia glucosa intraperitoneal
en ratas

[134] Se samind en ratas la actividad In vivo de los péptidos PEGIllados de esta invenclon,
adminlstrados por via subcutinea. Ratas que habvan ayunado durante la noche recibleron una
Inyecciom subcutanea de control o piptide PEGilado (1-100 pg/kg). Tres horas mas tarde, se midid
ol nivel de glucosa en sangre basal, y las rates reclbleron 2 g/kg de glucosa por via
intraperitoneal. El nivel de glucosa en sangre se midié nuevaments al cabo de 15, 30 y 80
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minutos. Un péptido PEGilado de asta invencldn redujo significativamente los niveles de glucosa
en sangre en relacién con el vehiculo después de la prueba de tolerancla a la glucosa
intraperitoneal {Intreperitonsal Glucosa Tolerance Test, IPGTT}, con una reduccién del 17%-28%
en al drea bajo la curva (area under the curve, AUC) de glucosa (Figuras 6a-6d). Esto demuestra
que el péptido PEGIlado tiene una prolongada actividad de disminucién de la glucosa In vivo.
Adamas de la actividad de disminucién de la glucosa de los péptidos PEGilados de la presents
Invenclén, también Indica que el péptido tlane una vida media in vivo prolongada. El PACAP-27
tlene una vida media muy corta In vivo (< 10 minutos). La capacidad de los péptidos PEGilados de
la invencidn para disminuir el nivel de glucosa en sangre al cabo de 24 (Figura 6b), 41 (Figura 8c),
65 (Figura Bc) y 72 (Figura 6d) horas despuéds de la administracién del péptido es una clara
Indicaclén de que el péptido estd presente en Ia circulacién en este punto en el tempo y en
coneecuencia, tiene una vida media prolongada en relacién con el PACAP-27 (Figura 8c).
Asimismo, los péptidos de la ID de SECUENCIA N.” 112 demuestran mayor potencia y eficacia en
puntos en el tiempo més prolongados, an comparaclén con los péptidos de la ID de SECUENCIA
N.® 154 y 155 {Figuras 6b y 8d).

[165] La demosiraclén de la actividad de los polipéptidos de la presents invencién puede
lograrese a través de ensayos In viiro, ex vivo e In viva que son blen conocidos en el campo. Par
ejemplo, pueden usarse los siguientes ensayos para demostrar la eficacla de un agente
farmacéutico para el tratamilento de la diabetes y de trastornos relaclonados, como el sindrome X,
la Intolerancila a la glucosa, la alteracién de la glucosa en ayunas y la hiperinsulinemia; (a
enfermedad ateroesclendtica y frastomos ralacionados, como la hipertrigliceridemia y la
hipercolesterolemia; y la ebesidad.

Método para madir los niveles de glucosa en sangre

[156] Se les extrae sangre (de una vena del ojo o ia cola) & ratones db/db (obtenidos de
Jackson Labomtories, Bar Harbor, ME), ¥ los matones son agrupados de acuerdo con los niveles
de glucosa en sangre medlos equivalentas. Se les administra una dosls oral (medlante gavage en
un vehiculo farmacéuticamente acaptable) del polipéptido de prusba una vez por dia durante 14
dias. En ese momento, se les vuelve a extreer sangre a los animales, de una vena del ojo o la
cola, y se detarminan los niveles da glucosa en sangre. En cada caso, los nivelas de glucosa se
miden con un glucdmetro Elite XL {Bayer Corporation, Elkhart, IN).

Método para medir un efecto en los pardmetros cardiovasculares

[1§7] También se evalGan los pardmetros candiovasculares (p. 8)., frecuencia cardiaca y presidn
arterial. Se administra a ratas SHR una dosis oral del vehiculo o del polipéptido de pruseba una vaz
por dia durante 2 semanas. La presién arterlal y frecuencla cardiaca se determinan utllizando un
meétodo que Implica colocar un mangulto en la cola, seg(in se describe en Grinsell, et al., (Am. J.
Hypertens. 13:370-375, 2000). En los monos, $6 monliorean la presidn erterial y la frecuencla
cardlaca, segin se describe en Shen, st al., (J. Pharmacol. Exp. Therap. 278:1435-1443, 1988).

Método para medir los niveles de triglicdridos
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[158]) Se les axirae sangre (de una vena del ojo o Is cola) a ratones hApoA1 (obtenidos de
Jackson Laboratorles, Bar Harbor, ME), ¥ los ratones son agrupados de acuerdo con los niveles
de triglicéridos en suaro madics aquivalantes. Se les administra una dosls oral (madlante gavage
en un vehlculo farmacéuticaments acaptabla) del polipéptido de prueba una vez por dia durante 8
dias. Se les welve a axiraer sangre a los animales, de la vena del ofo o la cola, y 86 determinan
los niveles de triglicéridos en suero. En cada caso, los niveles de triglicéridos se miden utiilzando
un Autoanalizador Technicon Axon (Bayar Corporation, Tarrytown, NY).

Método para medir los niveles de colestero! HDL

[138] Para determinar los niveles plasméticos de colesterol HDL, se les exirae sangre a
ratones hApoA1l1 y se los agrupa de acuerdo con los niveles plasméticos de colestarol HDL
medios aquivalentas. Se administra a los ratones una dosls oral del vehiculo o del polipéptido de
prueba una vez por dia durante 7 dias, y luago se les vuslve a exiraer sangre el dia 8. Se analiza
el plasma para determinar el colesterol HDL utlilzando el Sistema Clinico Synchron (CX4)
(Backman Coulter, Fullerton, CA).

Método pars medir ios niveles de colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos y glucosa

[160] En otro ensayo in vivo, se les axtrae sangre a monos obesos, luego se les administra
una dosis oral del vehiculo o del polipéptido de prueba una vez por dia durante 4 semanas, y
luego se les vuelve a exiraer sangre. El suero se analiza para determinar los niveles de
colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos y glucosa, utilizando el Sistema Clinico Synchron
{CX4) (Beckman Coulter, Fullerton, CA). El andlisis de subclases de lipoproteinas se realiza
medlante la espectroscopla de resonancla magnética nuclear (nuclear magnetic resonancs,
NMR) segiin se describe an Ollver, et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 88:5306-5311, 2001).

[t81] Todas las publicaciones y patenies mencionadas en la especificacidn anterior se
incluysn en la presante por referenda. Diversas modificaciones y varlaclones de las
compoeicicnes y los métodos de la Invenclén descritos resultarin evidentea para los
especialistas en la mataria, sln apartarse del alcance y el espiritu de la invencidn, Si blen la
Invenclon ha sido descrita en relaclén con aplicaciones preferidas especificas, debe entenderse
que la invencién tal como se la reivindica no dabe limitarse Indsbidamente a dichas aplicacionas
especificas. En efactn, se pretende que diversas maodificacionaes de los modos antes descritos
para llevar a cabo la Invencidn, que son obvias para los especlalistas en el campo de la
bloquimica y otros campos relacionados, se Incluyan dentro del aicance de las siguientas
relvindlcaciones. Los especiallstas en |a materia reconocerdn o podrin determinar, con solo
reallzar experimentos de rutina, muchos equivalentes a las aplicaciones particulares de la
Invenclén descrita en |a presente.
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Relvindicamos:

1. Un polipéptido seleccionado del grupo que comprende las ID de SECUENCIA N.® 1 a 148, y
los fragmentos, derivados y varlantes de aste funclonalmente equivalentes.

2.  El polipéptido ds la relvindicacién 1, donde dicho palipéptido es selecclonado del grupo que
comprende las ID de SECUENCIAN." 1, 2, 3, 4, 5, 112, 113, 114, 115y 116.

3.  Un anticuerpo que se une especificamenta al polipéptido de la relvindicacién 1.

4. El anticuerpo de la relvindicacién 3, donda dicho anticuerpo es un anticuerpo policional.
5. El anticuerpo de la relvindicacién 3, donde dicho anticuerpo s un anticuerpo monoclonal.
8.  Un anticuerpo que se une especificaments al polietlianglicol.

7.  Elantkcuerpo de la relvindicaclén 6, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo policional.
8. E!anticuerpo de la relvindicacién 8, donde dicho anticuerpo es un anticuarpo monacional.

9. Un método para detectar un pollpéptido selecclonado del grupo que comprende las ID de
SECUENCIA N_* 1 a 148 en una muastra que implica:

a. poner la muestra en contacto con un anticuerpo de la reivindicaclén 3 o (a

reivindicacidén 6,
b. detectar dicho anticuerpo, y
c. establecer una cormmelacién entre la detecclén del anticuerpo y la cantldad de

polipéptido prasante an la muastra.

10. Un método para detectar un polipéptide sslecclonado del grupo que comprende las 1D de
SECUENCIA N.° 1 a 148 en una muestra que Implica:

a. poner la muasira en contacto con un primer anticuerpo de la relvindicacién 3 a la
reivindicacién 8,

b. poner la muestra an cantacta con un segundo anticuerpo marcado, donde al
segundo anticuerpo se une al primer anticuerpo,

C. detectar el marcador, y

d. establecer una coirelacién entre la deteccién del marcador y la cantidad de

polipéptido prasentse en la muestra.

11. Un kit para detectar un polipéptido selaccionado del grupo que comprende las ID de
SECUENCIA N.° 1 a 148 en una muest® que Iimplica: un primer anticuerpo de ia
reivindicacion 3 o la reivindicaclén 8, y un sagundo anticuerpo, donde el segundo anticuarpo
se une al primer anticuerpo.



12.

13.

14.

15.
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Una composicidn farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un polipéptido de Ia reivindicacidn 1 o fragmentos, derivados y varantes de ests
funclonalments equivalentas, en combinacién con un vehiculo famacéuticamente
aceptable.

La composicion famacéutica de la relvindicacién 12, donde dicho polipéptido s
salecclonado del grupo que comprande las |ID de SECUENCIA N.° 1, 2, 3, 4, 5, 112, 113,
114, 115y 118.

Una composiclon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un polipéptido de la reivindicacldén 1, o fragmentos, derivados y varlantes de easts
funclonaimente equivalentes, en combinacién con un vehiculo farmacduticaments
aceptable, y uno o més agentes farmacéuticos.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 14, donde dicho agents farmacéulico es
selacclonado del grupo que comprende loe ligandos del PPAR, los secnatagogos de
insullna, las sulfonilureas, los inhibidares de la a-glucosidasa, los sensiblliizantes a la
insulina, los compuestos que disminuyen la produccién de glucosa hepética, la Insulina y los
derivados de la Insulina, las biguanidas, los (nhibidores de la proteina tirosina fosfatase-1B,
la dipeptidll peptidasa IV y la 11beta-HSD, los fArmacos contra la obesidad, los inhlbidores
de la HMG-CoA reductasa, el cido nicotinico, los farmacos que disminuyen los lipidos, los
inhibidores de la ACAT, los secuestradores de écldos biliares, los Inhibidores de la
recaptacién de acldos billares, los (nhibldores del transporte de triglicéridos micrasomales,
los derlvados del écldo flbrico, los B-bloqueadores, loe Inhlbldores de la ACE, los
bloqueadores de los canales de calclo, los diuréticos, los Inhibidores de la renina, loa
antagonistas del receptor de la AT-1, los antagonisias del receptor de la ET, los inhibldores
de la endopeptidasa neutra, los inhibldores de la vesopeptidasa y los nitratos.

Una composicion que comprende una cantidad efectiva de un polipéptido de Ia
relvindicaclén 1, o fragmentos, derivados y varlanies de este funclonaiments aquivalentas,
en combinaclén con un vehiculo Inerte.

Un método para fratar la diabetes, que comprande al paso de administrar a un sujeto que la
necsasite una cantidad terapéuticamenta efectiva de un polipéptido de la relvindlcadién 1 o
una composicion farmacéutica de la relvindlcaclén 12.

El método de la reivindicaclén 17, donde dicha diabetes es seleccionada del grupo que
comprende la dlabetes tipo 2, la diabetes hereditaria juvenil tipo 2, la diabetes autoinmune
latente del adulto y la diabetes gestacional.

Un método para tratar el sindrome X, que comprende el paso de administrar a un sujsto que
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23.

25,

27.

28,

lo neceslte una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la relvindicacién 1 o
una composiclén farmacédutica de la reivindicacién 12.

Un método para fratar loe trastomos relacionados con la dlabetes, que comprende el paso
de administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticaments efectiva da un
polipéptido de la reivindicacién 1 o una composicién farmacéutica de la relvindicacion 12.

El método de la relvindicacién 20, donde dicho trastomo relaclonado con la dlabetes es
selecclonado del grupo que comprende la hiperglucemia, la hiperinsulinemta, la Intolerancia
a la glucosa, la alteraclén de la glucosa en ayunas, la dislipidemia, la hipertrigliceridemia y
la resistencia a la insulina.

Un método para tratar la diabetes, que comprende el paso de administrar a un sujeto que lo
necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un pollpéptido de la reivindicacién 1, en
combinacién con uno 0 més agentes farmacéuticos.

E! método de la mivindicacion 20, donde dicho agente farmacéutico es selecclonado del
grupo que comprende los agonistas del PPAR, las sulfonilureas, ios secretagogas no
sulfonilureas, los Inhibidores de la a-glucosidasa, los sensibllizantes a la Insullna, los
secretagogos de Insulina, los compuesios que disminuyen la produccion de glucosa
hapatica, la insulina y los agentes contra la obesidad.

El método de la relvindicacién 23, donde dicha diabetes es salecclonada del grupo que
comprende la diabetes tipo 2, |a diabetes de la madurez de iniclo en el Joven, la diabetes
autoinmuna latente del adulto y la diabetes gestaclonal.

Un método para tratar el sindrome X, que comprende el paso de administrar a un sujato que
lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la relvindicacién 1,
en combinacidn con uno o mis agenies farmacéuticos,

El método de la reivindicacién 25, dande dicho agente fanmacéutico es seleccionado del
grupo que comprende los agonistas del PPAR, las sulfonliureas, los secretagogos no
sulfonliureas, los Inhibldores da la a-glucosidasa, ios sensiblizantes a la insulina, los
secretagogos de insullna, los compuestos que disminuyen la produccion de glucosa
hepatica, la insulina y los agentes contra la obesidad.

Un método para tratar los trastomos relaclonados con la dlabetes, que comprende el paso
de administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un
polipéptido de la relvindicacién 1, en combinacién con uno o més agentss farmacéuticos.

El método de la relvindicacién 27, donde dicho trastomo relaclonade con la diabstes es

seleccionado dal grupo que comprende la hiparglucemia, 1a hiperinsulinemia, la Intolerancia

a la glucosa, ia alteracién de la glucosa en ayunas, la dislipidemla, la hiparirigliceridemia y
47
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Ia resistencia a la Insulina.

El método de la ralvindicacién 28, donds dicho agente farmacéutico es salacclonado dal
grupo que comprende los agonistas del PPAR, las sulfonilureas, los sacratagogos no
sulfonliureas, los inhibidores de la o-glucosidasa, los sensiblizantes & la Insuling, los
secretagogos de Insulina, los compuestos que disminuyen la producclon de glucosa
hepatica, la Insulina y los agentes contra la obesldad.

Un método para tratar la dlabetes, el Sindrome X o los trastomos relacionados con 1a
diabetes, que comprende el paso de administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la reivindicaclén 1, en combinacién con uno
o mas agentas saleccionados del grupo que comprende los Inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, el &cldo nicotinico, los farmacos que disminuyen los lipidos, los Inhibldores de la
ACAT, los secusstradores de dcidos blllares, los inhibldoras de la recaptaclén de acldos
biliares, los inhibldores del transporie de triglicéridos microsomales, los derivados del acido
fibrico, fos B-blogueadares, ios Inhibldores de la ACE, los bloqueadores de los canales de
caldlo, los diuréticos, los inhibldores de la renina, los antagonistas de! receptor de la AT-1,
los antagonistas del receptor de la ET, los inhibidores de la endopeptidasa neutra, los
Inhibidoras de la vasopaeptidasa y los nitratos.

El método de la reivindicacién 30, donde dicho frastorno relacionado con la disbetes aa
seleccionado del grupo que comprenda la hiperglucemia, la hiperinsulinemia, la Intolerancia
a la glucosa, la alteracion de la glucosa en ayunas, la dislipidemia, la hipertriglicaridemia y
la resistencla a la Insulina.

El método de cualqulera de las reivindicaciones 22 a 31, donde el polipéptido de la
relvindicacién 1 y uno o mas agentss farmacéuticos se administran como una forma
galénica Onica.

Un método para trater la diabetes o prevenir las causas secundarias de dicha anfermedad,
que comprende el paso de edministrar @ un sujeto que lo necasitea una cantldad
terapéuticaments efectiva de un polipéptido de la relvindicacién 1 o una composicién
farmacdutica de la relvindicaclén 12.

El método de la reivindicaclén 33, donde dicha causa secundaria es seleccionada del grupo
que comprende el exceso de glucocorticaides, al exceso de la hormona de cracimiento, sl
feocromocitoma y la diabetes farmacbgeana.

Un método para tratar la diabetes o prevenir las causas secundarias de dicha enfermedad,
gue comprende el paso de administrar a un sujeto que lo neceslte una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la reivindicaciéon 1, en combinacién con uno
© més agentas farmacéuticos.
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El método de la reivindicacién 35, donde dicho agente farmacdutico es selecclonado del
grupo que comprende ios agonistas del PPAR, las sulfonliureas, loa secretagogos no
sulfonliureas, los Inhibidores de Ia a-glucosidasa, los sensiblliizanles a la Insullna, los
sacretagogos de Insulina, los compuestos que disminuyen la produccion de glucasa
hepatica, Ia insulina y los agentes contra la cbesldad.

Un método para tratar la enfermedad resplratoria, que comprende el paso de administrar a
un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la
relvindicacién 1 o0 una composicién farmacéutica de la relvindicacién 12.

Un método para tratar la obesidad, que comprende el paso de administrar a un sujeto que lo
nacesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la reivindicacién 1 o
una composlclén farmacéutica de la reivindicacién 12.

Un método para tratar la enfermedad cardiovascular, que comprende el paso de administrar
a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido da la
relvindicaclén 1 o una compaosicién farmacéutica de la reivindicadén 12.

El método de la relvindicaclén 39, dande dicha enfermedad cardiovascular @s seleccionada
del grupo que comprende la ateroasdlerosis, la enfarmedad cardlaca coronaris, la
enfermedad de las arterlas coronarias y la hipertension.

Un método para tratar los trastornos del metabolismo de los lipldos y carbohidratos, que
comprende el paso de adminlstrar @ un sujelo que lo necesite una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la relvindicacléon 1 o una composicién
farmacéutica de la relvindicacion 12.

Un método para tratar los trastornos del suefio, que comprende el paso de administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad termpéuticamente efectiva de un pollipéptido de la
reivindlcacion 1 o una composliclon farmacéutica de la relvindicaciéon 12.

Un meétodo para tratar los trastormnos reproductivos masculinos, que comprende al pasa de
administrar a un sujeto que lo necaste una cantidad terapéuticamente efectiva de un
polipéptide de la relvindicacién 1 o una composicién farmacéutica de la reivindicaclon 12.

Un método para tratar los trastornos del crecimiento o de la homeosiasls energética, qua
comprende el paso de administrar 8 un sujetc que lo nacesite una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la reivindicaclén 1 o una composicén
farmacéutica de la relvindicacion 12,

Un método para tratar las enfermadades Inmunitarlas, que comprende el paso da
adminlstrar a un sujeto que lo necesite una cantidad termpéuticamente sfectiva dea un
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polipéptido de la relvindicacién 1 o una composicién farmacéutica de 'a reivindicacldn 12.

Un método para tratar las enfermedades autolnmunes, que comprends & paso de
administrar @ un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva da un
polipéptido de la relvindicaclén 1 o una composicién farmacéutica de la relvindicacién 12.

Un método para tratar las enfermedadas Inflamatorias agudas y crénicas, que comprenda al
paso de adminlistrar & un sujeto que lo necsesite una cantidad terapéuticamente efectiva de
un polipdptido de la reivindicaclén 1 o una composicién farmacéutica de la relvindicacion 12.

Un método para tratar el choque septicdmico, que comprende el paso de administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticaments efectiva de un polipéptido de Ia
relvindicacién 1 o una composicion farmacéutica de la relvindicacion 12.

Un método para estimular la liberacién de insulina en una forma dependiente de la glucosa
en un sujetc que lo necesite, al administrale a dicho sujeto un polipdplido de Ia
relvindicaclén 1 o una composicién farmacéutics de la relvindicacién 12,

Los polipéptidos de acuerdo con la relvindicaclén 1 para el tratamlento y/o la profilaxis de la
dlabetas y los trastornos relaclonados con la diabetss.

Un medicamento que contlene al menos un palipéptido de acuerdo con la relvindicacién 1,
en combinacién con al menos un vehiculo o exciplente farmacéuticamente aceptable y
farmacéuticamente seguro.

El uso de los polipéptidos da acuerdo con la relvindicacion 1 para fabricar un medicamento
para el tratamiento y/o la profllaxis de la disbetes y los trastornos relaclonados con la
diabetes.

Un medicamento de acusrdo con Ia relvindicacion 51 para el tratamiento y/o la profilaxis de
la diabetes.
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RESUMEN

Esta Invenclén proporclona péptidos nuevos qué fupclonan In vivo como agonistas del
receptor VPAC2. Se ha demostrado que estos pollpéptidos secretagogos de Insulina disminuyen
ol pivel de glucosa en sangre In vivo al realizar una prueba de tolerancia 8 la‘I g‘lucosa. Los
polipéptidos de esta Invencién tamblén son esisbles en la formulaclén y tlenen vidas medias
prolongadas. Los péptidos de la presente Invencidn proporcionan una terapia para los pacientes
con una reduccién de la sacrecidn da Insullna enddgena, por ejemplo, diabstes tipo 2. La
invencién tamblén esta orlentada @ un método para tratar una enfermedad metabdlica en un
mamifero que comprende administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva
de los pdptidos.
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ID de
SECUENCIA

Ac -HSDAVFTDOYTRLREKQVAAKKYLOQSIKQKRY

-HBDAVFTDQY‘I‘RLRW!LQS IlCQlCRY

Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQVMKKYLQSIKQK

Ac -HTEAVFTDQYTRLRKQVAAKKYI.QSTKQKRY

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKQLAVKKYLQDIKQGGT

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKOMAAKKYLOSIKQRR

Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQLMICKYLQTIKQKRY

Ac- HSDAVETDQYTRLRKQMAAKK!IQTIKQ!CRY

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAHKYLOSIKQKRY

Ble|=|w|ajule|w|n]|-

Ac- HSDAVF'I'DQYTRLRKQMM!CHYLQBIKQKRY

[
[

Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQHIGKKYLQBIKQKR

=
N

Ac -HSDAVFTDQYTRLRKQMAKKKYLQSTKQKR

(=]
W

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKQMARKKYLQSIKQKR

[
-

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMASKKYLQSTKQKR

[
]

Ac- HSDAVFTDQYTWLQBIPQKR

[
[}

Ac- HSDAVFTDOYTRLRWLQSIQQKR

[
L ]

Ac - HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLQSIRQKR

("
-]

Ac-HSDAVFTDQYTRLREQMAAKKYLOSTKQRR

=
w

Ac -HSDAVFTDQY TRLRKQMAAKKYLQSIKQKA

[ X
o

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKOMAAKKYLOQSIKQKF

[
[t

Ac-HSDAVFTDOYTRLREOMAAKKYT.QST KQKH

Ac-HSDAVETDQYTRLREQMARKKYLQSIKQOKI

[
L7

Ac -HBDAVFTDQYTRLRWKYLQS IKQKK

N
Y

Ac- HSDI\VFTMYTRLRKQHAAKKYLQB I KQICI'.-

4]
un

Ac- HSDAVFTDQ!TRLRKQHAM!LQS IKQKM

Ac -HEDAVETDQYTRLRKQMAAKKYLQSTKQKP

N
~1

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSTKQKQ

[ 1]
-]

Ac -HEDAVFTDOYTRLRKOMAAKKYLQSIKQKS

N
0

Ac- HSDAVFTMYTRLRKQMYI-QSIKQKI‘

W
o

Ac- HSDAVF'IDQYTRLRKQMAAKKYIQSIKQKV

w
]

Ac- HBDAVHDQYTRLRKQHAAKRYLQEIKQKW

(]
N

Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQHAAKKH:QS IKQKY

W
W

Ac-HSDAVFTDOYTRLRKQOMAGKKYTLQSIKORI

W
[ ]

-HBDAVFTDQYTRLRWS IKQRT

W
L

Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQMABKK!‘LQS I KQRI

7]
-]

Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSI PQRT

W
~1

Ac - HSDAVFTDQYTRLRKQMASKKYLQSIRQRT

FIG. 1a



ID de Secuencla
SECUENCIA
T Ac-HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKRY
39 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLOSIKQKRY
40 Ac- Hsmvrrmnmnxmamms:mx
41 AC- HTEAVFI'DNYTRLRKQVMKK!LQSIKQIO!Y
42 Ac- Hsmvmm'mmmvxx!mn:mcr
43 Ac- HBD.I\VFTDN!’TRLRKQHMKK!LQEIKQICR
44 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLQTIKQKRY
45 Ac- Hsmmnmmmmmnqrzmnr
46 Ac- Hsmwrmmnmmmmmas:mn!
47 Ac- Hsmmnmmmmmmszmmr
48 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAGKKYLOSIKQKR
49 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAKKKYLOSIKOKR
50 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLQSIKQKR
51 Ac- Hsmmnmammmmsrxon
52 AcC- HSDAVETDN!TRLRKQMAMU(YLQBIPQKR
53 Ac- Hsmmnmnmxgmmcn.uszoom
54 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLOSIRQKR
55 Ac- Hsmvmmnuummszmm
56 Ac- HSDAVHDN!TRLRKWAKKYLQSIKQKA
57 Ac- Hsmvmmmn.gamgn
58 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLQSIKOKH
59 Ac-HSDAVFTDNYTRLRROMAAKKYLOSIKOQKI
60 Ac-HSDAVFTDNYTRLRROMAAKKYLQS I KQKK
61 Ac- HSDAVFTDN'!TRLRKMLQSIKQRL
62 Ac- Hsmvmmmmmnoazmm
63 Ac- HBDAVF'I‘IIII‘!TRLRMMM\KKYLQSIKQKP
64 Ac-HEDAVFTDNYTRLREQMAAKKYLQSIKQKQ
65 Ac-HSDAVFITDNYTRLRRKOMAAKKYLQSIKQKS
66 Ac-HSDAVFTDNYTRLREKQMAAKKYLQSIKQKT
67 Ac-HEDAVFTDNYTRLREQMAAKKYLQSIKQOKV
68 Ac- Hsmvrrnmnmmunmmszmm
69 Ac- Hsmmnmnmmmmsxmn
70 Ac- HSDAVF'I‘DNYTRLR.KQMAGKKYLQSIKQRI
71 Ac-HSDAVFTDNYTRLREQMAKKKYLOSIKQRI
72 Ac- Hsmmnmnmmsxm.oslmnz
73 Ac- Hsmvrrnmnmxgmmz.gszmnx
74 Ac-HSDAVFTDNYTRLRKOMASKKYLOSIRQRI
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ID de Secuencla
SECUENCIA
75 Ac-HSDAVFTDQYTRLRRQVAAKKYLQSIKNKRY
76 Ac- Hsmvnmnmmmmmmm!
77 Ac - HSDAVFTDQYTRLRRQVAAKKYLOSIKNK
78 Ac- mmmnquvmmmsxmn!
79 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQLAVKKYLQDIKNGGT
80 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSTKNKR
81 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKKYLQTTKNKRY
82 Ac- Hsmmnmwzmw
a3 Ac- Hsmmmnmmmx!mszmm!
84 Ac- Hsmvrrgwmxgmmm.gsxmnr
85 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAGKKYLQSIKNKR
86 Ac -HSDAVFTDOYTRLRXQMAKKKYLQS IKNKR
87 Ac-HBDAVFTDQYTRLRXQMARKKYLQSIKNKR
88 Ac- nsmvmovmmmms:m
89 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIPNKR
90 Ac- Hsmvmgrmwmﬂnm
91 Ac - HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQS IRNKR
92 Ac- HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLQSIKNRR
93 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIKNKA
94 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLOQS I KNKF
95 Ac-HSDAVFTDOYTRLRKQMAAKKYLOSTKNKH
96 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMAARKYLQSIKNKI
97 Ac- Hsmmnorm.nmmmmszmxx
98 Ac- Hsmmnommmmmsxnm.
99 Ac- Hsmmnqwmmmmmszm
100 Ac- Hsmmnowmmm.oszmu
101 Ac- asmvnnorrmmmmsxmm
102 Ac- Hsmvmmnmmmsxm
103 Ac- Hsmvmonmmmmszm
104 Ac- usmmnonmmmms:mxv
105 Ac- Hsmvmo!mnmunmngsxm
106 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIKNKY
107 Ac -HSDAVFTDQYTRLRKQMAGKKYLQSIKNRT
108 Ac-HSDAVFTDQYTRLRXOMAKXKYLQSIKNRI
109 Ac-HEDAVFTDQYTRLRKQMASKKYLQSIKNRI
110 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIFPNRI
111 Ac-HSDAVPTDOYTRLRKOMASKKYLQSIRNRI
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1D de Secuencia
SECUENCIA

112 Ac- HBDAVF‘I'DQY'I'RLRJEQVAAKKYLQEIKQIGHC -PEG
113 Ac- Hsmvmormnmnmmsrmm!c -PEG
114 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKC- PEG
115 Ac-HTEAVFTDQYTRLRKOVAAKKYLOSIKQKRYC - PEG
116 Ac-HSDAVFTDQYTRLRRQLAVKKYLQDIKQGGTC-PEG
117 Ac-HSDAVFTDQYTRLRRKOMAAKKYLOSIKQKRC - PEG
118 Ac- Hsmvrrnowmmmzmm!c -PEG
119 Ac- Hsmvnnqmmxmmzmm!c -PEG
120 Ac- Hsmmnomxg@mmns:mm!c PEG
121 Ac- HSDAVFTDQYTRLR!CQMAMCH!LQSIKQKRYC -PEG
122 Ac- Hsmvrrmmmmsxmnszmm -PEG
123 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOQMAKKKYLOSIKQKRC- PEG
124 Ac- HSDAVHDQYTRLRKQHAREK!LQSIKQRRC -PEG
125 Ac- HSMVHDMWKKMSIKQKRC -PEG
126 Ac- HSDAVFTDQ!TRLRKQHAAKK!LQSIPQ!G!C -PEG
127 Ac- Hsmvmggmmmxmsmqmc -PEG
128 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYTL.QSIRQKRC - PEG
129 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIKQRRC - PEG
130 Ac-HSDAVFTDOYTRLRKOQMAAKKYLQSIKQKAC - PEG
131 Ac-HSDAVFTDOYTRLRKOMAAKKYLQS IKQKFC - PEG
132 Ac- Hsmvmowmnmnummsxmmc -PEG
133 Ac- HSDAVFTDO_LTRLRWLQSIKQKIC -PEG
134 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIKQKKC-PEG
135 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLQSIKQKLC - PEG
136 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYL.QOSIKQKMC - PEG
137 Ac -HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLOSIKOKPC - PEG
138 Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQHAAKK!LQEIKQKQC -PEG
139 Ac- Hsmwmwmmuumos:mxsc ~PEG
140 Ac- Hsmmmwmmmmaszmmc -PEG
141 Ac- Hsmmmmwszxgm -PEG
142 Ac-HSDAVFTDQYTRLRXQMAAKKYLQSTKQKWC - PEG
143 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAAKKYLQSIKQKYC-PEG
144 Ac- HBDAVPTDQ‘ITRLR!CQHAGKKYLQSIKQRIC -PEG
145 Ac-HSDAVFTDQYTRLRKQMAKKKYLQS IKQRIC-PEG
146 Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQMABKK!LQSIKQRIC -PEG
147 Ac- HSDAVFTDQYTRLRKQMAAH!LQBIPQRIC -PEG
148 Ac- Hsmvmqmnamsmngszmnzc -PEG

FIG. 1d
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1D de Secuencla
SECUENCIA
149 HSDGIFTDAYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRY KQRVKNK
{ PACAP3B)
150 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL (PACAP27)
151 HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSILN (VIP)
152 HSDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKRY
153 Ac-HTDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKRY
154 HSDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKRYC-PEG
155 Ac-HTDAVFTDQYTRLRKQVAAKKYLQSIKQKRYC- PEG

FIG. 1e
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PatentIn version 3.3

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

1

His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P B e 9 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
2‘ ys Ty 3% y: Ly 3o!lTv

<21
<211>
<212>»
<213>

<220>
<221>
<222
<223>

<400>

2

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION
2

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P 3 9 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Xle Lys GIn Lys Ar
2‘ Ty 25 y 4 309 T

3

29

PRT ]
Homo sapiens
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MOD_RES
<«222> (1)..0(29)
ACETYLATTION
<400> 3
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P -:% 1§

val Ala Ala %s Lys Tyr Leu Gin g;r X1e Lys GIn Lys

<210 4

<211> 31

<212> PRY

«<213> Homo sapiens

L 3
p: gl v I
<400> 4
His Thr Glu Ala val phe Thr Asp GIln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P I‘ e g 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
2‘ ys Y 25 ¥ Ly S?Ty

<210 §

<21l> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<22> (1)..031)
<223» ACETYLATION

<400> 5
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu A s Gln
Y PAlY peln 9 ted A Y

Leu Ala val Lys Lys Tyr Leu Gln Asp Ile Lys GIn Gly Gly Thr
zK R 25 y y 3oy

<210> 6

<211> 30

<212>» PRT

<213> Homo sapiens

<220>
«<221> MOD_RES
1)..(30)

C
<223> ACETYLATION
Page 2
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<400> 6
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gln Er Thr Arg Leu Arg L;s GIn
1 5 1

Met ATa Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg
'z'ﬂ i 25 30

<210> 7

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

222> (1) Egl)
<223> ACETYLATION

<400> 7 ]
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GlIn
1l P 5 P }3 9 1!

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys GIn Lys Ar r
25 ys Ty e 4 y: 309T¥

<210> 8

<211 131

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222>» (1)..(31D)
<223> ACETYLATION
<400> 8

His Ser Asp Ala val Phe Thr asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAlaY pein ro i

Met Ala Ala lz.xs Lys Tyr Leu GIn '{Isu- Ile Lys GIn Lys %‘q Tyr

9
211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens

35

< MOD_RES
<222> (1)..03L)
«<223> ACETYLATION

<400> 9
His Ser Asp Ala val P
H sp Ala Y he Thr Asp GIn Br Thr Arg Leu Arg i;s GIn
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Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys GIn Lys Arg Tyr
20 s 25 y 30
<210> 10
31

PRT
«<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(31
<223> ACETYLATION

<400> 10
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GlIn
1 P 5 {5 g 9 1¥

Met Ala Ala Lys His Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg Tyr
25 v 25 Y i 30

<210> 11

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

MOD_RES
22> (1)..(30)
«<223> ACETYLATION

<400> 11
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
7 P AlaY e 9 Le Ara by

M.et Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A
2‘5 R4 25 y 35g

<210> 12

<11> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1)..(30)
ACETYLATION
<400 12
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A Gl
1 : P €in I T Are L g s cln

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A
Iig 25 Y d 339

<210>» 13
Page 4
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
«222>
<223>

| <400>

30
PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

13

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Arg Lys Lys
925  /

<223>
<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..030)
ACETYLATION
14

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ser Lys Lys
)

<400>

15

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1..(30)
ACETYLATION

15

His ser Asp Ala val
-1 5

Met Ala Ala Lys Lys
30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

16

30

PRT

Homo sapiens

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Gln '{sr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gln

r Leu Gin Ser IJe Lys GIn Lys A
i 25 Y ¥ 3(')1'

Phe Thr Asp GlIn '{Kr Thr arg Leu Arg !l.gs Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
Ty 35 y y aog

Phe Thr Asp Gln '{sr Thr Arg Leu Arg Iigs Gin

Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Lys Ar
25 Y 30g
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<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 16
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 - ¥ ¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile GIn Gln Lys A
25 Lys Y 25 359

<210> 17

<2i1> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..Q30)
<223> ACETYLATION

<40> 17
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PARY ! i

Met Ala Ala %s Lys Tyr Leu GIn ggr Ile Arg GIn LyS gag

<210> 1B

211> 30

<212> PRT

<213> Homop sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
«<223> ACETYLATION

<400> 1B
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A 5 GIn
A p Aty pein rg Leu Aro H

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Arg A
25 ys Ty 25 Ly g 35g

<210 19
<211> 30
<212>

PRT
<213> Homo sapiens

2L ens

ES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 19
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206
a5

His Ser Asp Ala Val'l phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
e PARY pein ¥ %

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys €In Lys Ala
i 25 y 30

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1. .030)
ACETYLATION

20

l{'ls Ser Asp Ala \Sla'l

Met Ala Ala Lys Lys
i

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

ES
(1)..(30)
ACETYLATION
21

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b Y

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

22

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1) [ (30)
ACETYLATION

22

Hi1s Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
lz-x y:

Phe Thr Asp GIn '{xr Thr Arg Leu Arg !I.gs Gln

r Ley GIn Ser Ile Lys GIn Lys Phe
b 25 ¥ Y 30

Phe Thr Asp GTn '{xr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gin

r Leu Gln Ser Ile Lys Gln Lys His
R4 25 4 ¥ 30

Phe Thr asp GIn '{'Kr Thr Arg Leu Arg ﬁs Gln

Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gin Lys Ile
25 30
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<210>
<211>
212>
<213>

220>
<221>
<222>
<223>

<400>

23

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1..G0
ACETYLATION

23

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
] pARY pein T ro "X

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn LyS LyS
28 ys T 25 Ly ad 35

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

Homo saplens

(1)..G0)
ACETYLATION
24

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P 15 g re 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Leu
25 ys Ty 25 ¥ yao

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222
<223>

<400>

Homo sapiens

- 630)
ACETYLATION

25

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 : P &In Jgf Thr Arg Led Arg by

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys ¢ln L
i 3% ys Gin Lys N5

<210>
<211>
212>
<213»
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MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 26
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 PARS B 9 Lew Are 1Y

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Pro
IZ-S ys Ty 25 y y 30

<210> 27

«<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221>

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 27

His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P R g o 1!
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys GIn

25 v 25 y 30

<210> 28

211> 30

«<212> PRT

«213> Homo sapiens

<220>

<211> MOD_RES
<222> (1)..030)
<223> ACETYLATION

<400> 28
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P .:II-.K 9 4 1!

Met Ala Ala Lxs Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ser
2 25 30

<210> 29

<211> 30

<212> PRT

«213> Homo sapiens

355

MOD_RES
«<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
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<400> 29
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Er Thr Arg Leu Arg L§s Gln
1 5 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Thr
2; ys Ty 25 y 30

<210» 30

<211> 30

«212> PRT .
«<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
ACETYLATI!
<400> 30
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P S P {5 ‘.l.g

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys val
25 i 25 4 30

<210> 31

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..030)
ACETYLATION
<400> 31
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg LYs GIn
1 P 5 . ‘:B g 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser XIle Lys GIn Lys Tr
% ys Ty 25 y Y 309

<210> 32

<211» 30

212> PRT

<213> Homo sapiens

2L ons

ES
222> (1)..(30)
«<223> ACETYLATION

<400> 32
l]l-‘ls Ser Asp Ala \snﬂ Phe Thr Asp Gin IKI' Thr Arg Leu Arg ;.gs Gln
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Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIln Lys Tyr
7 25 3%

<210> 33

<211> 30

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<221> MOD_RES
(1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 33
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn ':Br Thr Arg Leu Arg Lgs Gln
p 5 1

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gin Arg Ile
yarsw 25 30

<210> 34
<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
«<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 34

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln '{Er Thr Arg Leu Arg Lgs GIn
1 5 15
Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile

y 25 ys Ty 25 A ind o 30

<210> 35

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<223>
<400> 135

<222 (1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp ATa val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 B 9 it

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ie Lys Gln Arg Ile
ap s 25 y 930

<210> 36
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

30
PRT

‘ Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION
36

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P }3 ° 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Arg Ile
25 sy 25 30

<210~
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

37

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
1 pAlas Pein R 9 4

Met Ala Ser Lys L .s r Leu GIn Ser Ile Arg Gln Arg Ile
2‘ ys Ty 25 9 g 30

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(L..GD
ACETYLATION
38

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
3 pAalaY pasn 3 Fo Ll Ar 3

val Ala Ala Lys Ly-s r Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys A r
Zg R4 25 d Y 35“ v

<210>
21>
<212>
<213

<220>

39

31

PRT

Homo sapiens
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<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 39

His Ser asp Ala val phe Thr Asp Asn Rr Thr Arg Leu Arp L¥s GIn
1 5 1l
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu 6In Ser ITe Lys GIn Lys Arg Tyr

25 ys ™y 25 30

<210> 40

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
«<222> (1)..(29)
ACETYLATION

«<400> 40
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P I‘ ) 9 9 lgs

val Ala Ala Iz.ss Lys Tyr Leu GlIn g'esr Ile Lys GIn Lys

<210> 41

<211 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

B2 oo
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 41

His Thr Glu Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 3 1‘6 9 ik

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
Zx v 25 y Y 359 v

210> 42

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222>  (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 42
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His Ser Asp Ala val
1 5

Leu Ala val LES Lys
2

<210>
<211>
<212>
<2135

43

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(0)
ACETYLATION

43

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
1.

4

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..GD
ACETYLATION

44

His Ser Asp Ala val
1 5

Leu Ala Ala Iixs Lys

<210>
<211>
<212>
<213»

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

45

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)-..(31)
ACETYLATION
45

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

phe Thr Asp Asn Rr Thr Arg Leu Arg lﬂs Gln

r Leu Gln Asp Ile Lys GIn Gly Gly Thr
TY 259 y 30y

Phe Thr Asp Asn '{xr Thr Arg Leu Arg |i§s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
Ty 2% y y 309

Phe Thr Asp Asn Er Thr Arg Leu Arg Iigs GIn

Tyr Leu GIn ;ls'll' Ile Lys Gln Lys gsg TYP

Phe Thr Asp Asn Rr Thr Arg Leu Arg Ii¥s GIn

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys GIn Lys A r
3 25 Y S 8°
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Homo sapliens

MOD_RES
(D..(3D)
ACETYLATION

46

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 11'5 1!

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
o ys Ty st y y 309 Ty

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<221>
<222
<223

<400>

47

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
.-G
ACETYLATION

47

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P E 9 ¢ 1!

Met Ala Ala Lys His Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar r
28 R 25 ¥ ¥ 30“ R

<220
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

48

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr A G
4 p y p B r Arg Leu Arg 'ﬂs n

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A
ZK Ty 25 Y Y 359

<210>
<211>
<21
<213>

49

30

PRT

Homo sapiens
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

49

PCT/US2003002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn '{Br Thr Arg Leu Arg L¥s Gin
1 5 1

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Ar
y zg ys Ty 35 y y 309

<210>
<211>
<212>
<213>

Homo sapiens

ES
(1)..(30)
ACETYLATION
50

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P -:% 9 e 1!

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys A
g s ggr Tie s cln Ly= 400

<210>
<211>
<212>
<213>

31
30

PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(D..GE0)
ACETYLATION

51

His Ser Asp ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .:le 9 g 1!

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ar
i i 25 Y Y8 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<221>
<222>
<223>

52

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

Page 16
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<A00> 52
His Ser asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gin
1 P Ala S pAsT ¥ 9 Leu Ara 1y

Met Ala Ala Lzs Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Lys Arg
2 25 30

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 53
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 . IK 9 o 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Gln GIn Lys Ar
7t i 25 Ys %0

<213> Homo sapiens

<220>

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<300> 54

His Ser Asp Ala val phe Thr asp As Th Leu Arg Lys GI1
o p M r p Asn Br‘ r Arg Leu Arg 1¥s n
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg GIn Lys Ar

25 T 25 g Y 30“

210> 55

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapliens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 55 ,
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg L
H p y p B g Leu Arg ﬂs Gln

Page 17
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Met Ala Ala Lys Lys
% y

<210>
<211>
<21
<213>

<400>

56

30

PRT

Homo saplens

MOD_RES
(D..Q0)
ACETYLATION

56

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
Y

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223»

<400

57
30

PRT
Homo sapiens

MOD_RES
..(30)
ACETYLATION

57

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
i

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

58

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..G0)
ACETYLATION

58

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys
5 e

<210>

PCT/US2005002609

I Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Arg
v 25 y 9 30

Phe Thr Asp Asn 'ﬁr Thr Arg Leu Arg i!s Gln

r Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ala
R 25 y ¥ 30

Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
p '{% rg l'91¥

r Leu GIn Ser 1le Lys GIn Lys Phe
T 25 Y Y 30

Phe Thr Asp Asn '{xr Thr Arg Leu Arg !I.gs Gln

Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys His
25 y d 30

Page 18
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<21l> 30
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 59 _
His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
3 pARY PAsh Y i

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ile
25 ys Ty 25 y 30

<210 60

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
«223> ACETYLATION
<400> 60

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PARS PAsn ¥ 9 it
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Lys

Zx ys Ty 25 ¥ ¥ 38

<210> 61

PRT
<213> Homo sapiens

MAaD_RES
«222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 61
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp A r Thr Arg Leu Arg Lys G
W p Y r Asp Asn '{; r Arg Leu Arg Jgs n

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Leu
25 b4 25 y y 30

<210> 62

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
Page 19
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<221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
L..30
ACETYLATION
62

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
A 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<221>
<22>
<223>

<400>

63

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

63

His ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b

<400>

64

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(D..(30)
ACETYLATION

64

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
lz-‘ Ly

<210>
<211>
<212»
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(0)
ACETYLATION

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Asn Thr Arg Leu Arg Lys GIn
P Rr' rg rg 1;

r Leu GIn Ser ITe Lys GIn Lys Met
v 25 ¥ y 30

phe Thr Asp Asn ‘{Br Thr Arg Leu Arg Ii!’ Gin

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Pro
T 25 y Ly 30

Phe Thr Asp Asn Isr' Thr Arg Leu Arg Iigs Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys GIn
b 25 ¥ Ly 30
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His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
i

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
i

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<221>
<222>
<223>

<400>

67

30

PRT

Homo sapiens

ES
(1)..(30)
ACETYLATION

67

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
7 e

<223>
<400>

His Ser Asp Ala val
1 5

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Asn '{Kr Thr Arg Leu Arg lizs Gln

r Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ser
ki 25 30

Phe Thr Asp Asn '{Kr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Thr
i 25 y y 30

Phe Thr Asp Asn Br Thr Arg Leu Arg Iﬁs Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys val
i 25 ¥ ¥ 30

Phe Thr Asp Asn Br Thr Arg Leu Arg lﬁs Gln

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Tr
25 25 Y Y BOP

Page 21
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<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION
69

His Ser Asp Ala val
1 s

Met Ala Ala Lys Lys
1

«<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(1..(30)
ACETYLATION

70

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Gly Lys Lys
2

223>
<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(L..(30)
ACETYLATION

71

His Ser Asp Ala val
b | 5

Met Ala Lys Lys Lys
2

<210>
<211>
<212»
<213>»

72

30

PRT

Homo sapiens

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp Asn '{xr Thr Arg Leu Arg ligs Gln

r Leu GIn Ser Xle Lys GIn Lys Tyr
TY o8 y 4 ';5

Phe Thr Asp Asn ']rxr Thr Arg Leu Arg ':',!s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile
R 25 y g 30

Phe Thr Asp Asn '{xr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gln

r Leu Gln Ser Ile Lys Gin Arg Ile
R4 25 y rd 30
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<220>

<221> MOD_RES
<222>» (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 72
His Ser Asp Ala val rhe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Ar Gln
1 P 5 P IK g g ﬂs

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile
] 25 ys T 25 y 9 30

<210 73

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
«<223> ACETYLATION

<400> 73
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu '‘Arg Lys GlIn
1 P 5 P E 9 4 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Arg Ile
25 ys Ty 25 9 30

<210> 74

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221>

MOD_RES
<22 (1)..00
<223> ACETYLATION

<400> 74
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 P E 9 o 1!

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg Gln Arg Ile
25 b 25 9 rg 30

<210> 75

<211> 31

<212» PRT .
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
Page 23
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<400> 75
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
115 P 5 IK lg

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Ile LyS Asn Lys Arg Tyr
25 25 30

<210> 76

<21l> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220»

<221> MOD_RES
<222> (1..031)
<223> ACETYLATION
<400> 76

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
i pAlaY Pein ¥ s o i
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Arg Tyr

25 s Ty 25 y y 30 T

<210> 77

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221

MOD_RES
<222> (1)..(29)
<223> ACETYLATION
<400> 77

His Ser Asp Ala Yal phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAla Y pein R 9 %
val Ala Ala liBs Lys Tyr Leu GIn ggr Ile Lys Asn Lys

<2l 78

<211> 31

<212>» PRT

«<213> Homo saplens

2> Q). I(531)
<223> ACETYLATION

<400> 78
lil.'ls Thr Glu Ala gﬂ phe Thr Asp Gln Igr Thr Arg Leu Arg ﬂs Gln
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val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Ash Lys Arg Tyr
25 ys Ty 25 Y Y 30

<210> 79

<2ll> 31

<212> PRT .
«<213> Homo sapiens

i
<222> (1..QAL)
<223> ACETYLATION
<400> 79

His Ser Asp Ala val phe Thr asp GIn Tyr Thr Arg Ley Arg Lys Gln
1 pATRY pein 9 i
Leu Ala val Lys Lys Tyr Leu GIn Asp Ile Lys Asn Gly Gly Thr

25 ys Y 25p Y 30

<210> 80
30

<212> PRT
<213> Homo saplens

1)..30)
<223> ACETYLATION
<400> 80
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P IK v 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys A
25 ys Ty 25 y y359

<210> Bl

<211l> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<40D> 81
His Ser Asp Ala val
H p Ala sa Phe Thr Asp GIn Rr Thr Arg Leu Arg -ﬂs Gln

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys Ash Lys A
- A

<210> 82
Page 25
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<211> 131
<212> PRT
<213> Homo saplens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 82

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GlIn Txr Thr Arg Leu Arg L;s GIn
i 5 1 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr ITe Lys Asn Lys A r
2ELYTY 25 y ySEgTy

83

31

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
0..6D
ACETYLATION

His Sser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 ‘ P -{% 9 g 1¥

Met Ala Ala His Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn LyS A r
20 s Ty 25 Ly Ly 35“ b

<223>

Homo sapiens

MOD_RES
..
ACETYLATION

84

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P HS g g 1§

Met Ala Ala Lys His Tyr Leu Gin Ser Ile Lys Asn Lys A r
ZK b4 25 y Y 359 R
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221>
<222>
<223>

<400>

MOD_RES
L..G0
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn '{xr Thr Arg Leu Arg L¥s GlIn
1 5 1

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
2‘ i 25 Y 30

<210>

86

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
D..30)
ACETYLATION

His Ser Asp Ala val phe Thrr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 p 5 P E e e 1¥

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Arg
y 2‘ i 25 y 30

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapliens

MOD_RES
(1)..0)
ACETYLATION

87

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P -{x g rg 1!

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys A
2‘ v 25 Y 359

88

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(L..0)
ACETYLATION
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His ser Asp Ala val pPhe Thr asp GIn '{gr ‘Thr Arg Leu Arg |.¥s GIn
1 5 . 1

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITle Lys Asn Lys Arg
25 ys Ty 25 d 30

<213> Homo sapiens

MOD_RES
«<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 89 )
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gin
1 P 5 P }3 g 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro Asn Lys A
3 % _.y T 25 y 359

<210> 90

<211> 30

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<220> - . -
<221> MOD_RES

<222» (1)..(30)

<223> ACETYLATION

<400> 90
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
i P 5 P ¥ g 9 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile GIn Asn Lys Arg
25 ys Ty 25 y 30

<210> 91

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 91
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys G]
1 : Pen R

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg Asn Lys A
25 b 25 g Y 359
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<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<221>
<222>»
<223>

<400>

Homo saplens

3
(L..30
ACETYLATION
92

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P IK g g 1!

Met Ala Ala LYyS Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Arg Arg
2‘ i 25 30

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

93

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
1)..(30)
ACETYLATION

93

His Ser Asp Ala val phe Thr As GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
7 pAlaY Pein Ty 9 9 X

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Ile Lys Asn Lys Ala
25 ys Ty 25 y y 30

<210>
<211>
<21>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

94

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1. .-(30)
ACETYLATION

94

His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P IE 9 8 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Phe
28 T 25 ¥ Y 30

<210>
<21]1>
<212>
<213»>

Homo sapiens
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MOD_RES
(1)..€30)
ACETYLATION

95

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
1 e

96

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

Iil.'is Ser Asp Ala \sla'!

Met Ala Ala Lys Lys
i

<400>

97

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..30)
ACETYLATION

97

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
Y

210>
<211>
<212>
<213»

<220>
<221>
<222>»
<223»

98

30

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(30)
ACETYLATION

PCT/US2005/002609

phe ‘Thr Asp GlIn ':ll'zr Thr Arg Leu Arg |i¥s Gln

r Leu GIn Ser Ile LysS Asn Lys His
R4 25 y y 30

Pha Thr Asp GIn Isr Thr Arg Leu Arg Ii¥s Gln

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Ile
4 25 y y 30

Phe Thr Asp GIn Br Thr Arg Leu Arg !I.!s Gln

Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Ash Lys Lys
25 3‘
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<400> 98 .
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Gin Txr Thr Arg Leu Arg L§s Gln
p 5 1 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Leu
ZK ys Ty 25 Ly Y 30

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 99
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAlaY peinly ra Lted Arg 7Y

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Met
25 ys Ty 25 y ySO

<210> 100

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 100
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
3 H peinl rg Leu Aro 1Y

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Pro
Iix T 25 ¥ Ly 30

<210> 101
1. 30
«212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (D..(30)
<223>» ACETYLATION

<400> 101
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gl
i p Y p GIn Er Thr Arg Leu Arg_ |i¥s Gln
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Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Gln
2‘ ys Ty 25 ¥ Ly 30

<210> 102

<211> 30

<212> PRT ,
<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION

<400> 102
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Gln
1 paly pein 9 %

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Ile Lys Asn Lys Ser
2‘ s TY 25 Ly y 30

<210> 103

<211> 30

<212> PRT .

<213> Homo saplens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 103

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg LVs GIn
1 P 5 P R ra e 1?

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Thr
28 ys Ty 25 nd y 30

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222> (1)..(30) ’
<223> ACETYLATION

<400> 104
His Ser Asp Ala Val phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P -:% 9 e 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Xie L
25 ys Ty S¢ e Lys Asn Lys \3!31

<210> 105
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30
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(L..(30)
ACETYLATION

105

HIs Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
2 i

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

106

30

PRT .
Homo sapiens

MOD_RES
(L..(30)
ACETYLATION

106

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Ala Lys Lys
b

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Homo saplens

MOD_RES
1..30)
ACETYLATION

107

His Ser Asp Ala val
1 5

Met Ala Gly Lys Lys
% 7

210>
<211>
<212>
<213>

<220>

108

30

PRT

Homo sapiens

PCT/US2005/002609

Phe Thr Asp GIn '{xr Thr Arg Leu Arg li¥s Gln

r Leu Gin Ser Ile Lys Asn Lys Tr|
TY 1 y y aop

Phe Thr Asp Gln '{xr Thr Arg Leu Arg ﬁs GIn

r Leu GIn Ser Ile Lys Asn Lys Tyr
Ty 2% ys y ';5

pPhe Thr Asp Gln '{%r Thr Arg Leu Arg |i¥s GIn

Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Asn Arg Ile
25 30
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<221> MOD_RES
<222> (1).-(30)
<223> ACETYLATION

<400> 108
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gin Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 B I‘.l-g

met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys Asn Arg Ile
i ZK ys TY ; 25 30

<210> 109

<21> 30

<212 PRT .
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 109

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P }3 9 g 1!
Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser XIle Lys Ash Arg Ile

25 ys Ty 25 30

<210> 110

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

MOD_RES
<222 (1)..(30)
ACETYLATION
<400> 110
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P S P IK rd d 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro Asn Arg Ile
25 ys Ty 25 9 30

<z210» 111

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<220

<22]> MOD_RES
<222> (1)..(30)
<223 ACETYLATION
<400 111
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- o110

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg LYs GIn
1 5 ° ‘:IL.S 1¥
Met Ala Ser l.xs Lys Tyr Leu GIp Ser Ile Arg Asn Arg Ile

2 25 30

<2i> 112

<211> 32

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(32)
<223> Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(32)
<223> ACETYLATION

<A00> 112
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 pein T 9 o

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r Cys
28 ys Ty 25 y ysagTycy

<210> 113

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(32)

<223> <Cysteine at position 32 is PEGylated.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(32)
<223> ACETYLATION

<400> 113
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s Gln
3 3 Pen® 9 Leu Are Y

Met Ala Ala lz.xs LYs Tyr Leu GIn g;.r Ile Lys GIn Lys gsg Tyr Cys

<210> 114

<211> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(30)
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<223> Cysteine at pesition 30 1s PEGylated.

<220>

<2Z21> -3
<222> (1)..(30)
<223> ACETYLATION
<400> 114

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n '%r Thr Arg Leu Arg L¥s Gln
1 5 ] 1
val Ala Ala L‘s Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn LyS cgs

2 25 3

<210> 115

211> 32

<212> PRT

<213> Homo saplens

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(32)
«<223> Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(32)
<223> ACETYLATION

<400> 115
His Thr Glu Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 I‘ 1!

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ar r Cys
25 ys Ty 3¢ y y: 3°9TY Cy

<210> 116

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1).. fBZ)
<223> Cysteine at position 32 is PEGylated.
<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(32)
<223> ACETYLATION
<400> 116

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A
jie sor asp 4 ¥ P din Jfr T g Lew Arg =
Leu Ala val %s Lys Tyr Leu Gln ggp Ile Lys GIn Gly g"ljy Thr cys
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117

31

PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
.. 531) .
Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(L..(3D
ACETYLATION

nz

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1-l P 5 P IS g rg 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Gln Ser Ile Lys GIn Lys Ar S
2‘ ys Ty TS y: y 3OQCSI

118

32

PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
.. PZ)
Cysteine at position 32 1s PEGylated.

MOD_RES
D..0(32)
ACETYLATION

118

His Sar Asp Ala val phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu A s GIn
1 pAlaY peinl 9 Leu Arg

Leu Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Thr Ile Lys GIn Lys Ar r cys
2‘ y UL ys y 3°0TY Cy

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

119 .
32

PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
Q.. _f32) .
Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

119
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His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pARS pein ¥ i

Met Ala Ala %s Lys Tyr Leu GIn Er Ile Lys GIn Lys 359 Tyr Cys

<210> 120

211> 32

<212> PRT

<Z13> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(32)
<223> Cysteine at position 32 is PEGylated.

MOD_RES
<222 (1)..(32)
<223> ACETYLATION

<400> 120
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn ‘{xr Thr Arg Leu Arg L¥s GIn
l 5 1l

Met Ala Ala g?)s Lys Tyr Leuy Gln ggr Ile Lys GIn Lys gag TYyr Cys

<213> Homo sapiens

<221» MISC_FEATURE
Q.. _fBZ)

<223» Cysteine at position 32 1s PEGylated.
MOD_RES

<222 (1)..(3D)

<223> ACETYLATION

<400> 121

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Ar s GIn
1 P AlaY pein® 9 Leu Arg Y
Met Ala Ala Iz.gs His Tyr Leu GIn .fzus-.r Ile Lys GIn Lys :3\59 TYr Cys

210> 122

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (1)..(3D ..
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222 (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 122
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn '{Er Thr Arg Leu Arg Lgs GIn
1l 5° 1

Met Ala Gly Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Arg Cys
yzg ys Ty 3% ) s £ 309

<210> 123
<211> 31

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
<222> (L..(3D . .
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
«<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 123
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A 5 GIn
1 palRY peinly Fo Leu Arg T

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Sar Ile Lys GIn Lys A s
yZ‘ ys Ty 25 y yaagcy

<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
.. $31) ]
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(3D
<223> ACETYLATION

<400> 124
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg L
H p Y p '{x g Leu Arg 1;5 Gln

Met Ala Arg Lys Lys Tyr Leu Gin Ser Ile Lys Gln Lys Ar 5
25 25 4 y 309 &
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<210> 125
<211> 31

<212> PRT ]
<213» Homo.sapiens

<220>

<22]1> MISC_FEATURE

<222> (1)..(3 .

<223> cysteine at position 31 is PEGylated.

335 woo_ses

<

<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 125
His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
fix ser ssp s1a ¢ Pn g i

Met Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A s
aserjyslys ™ 25 ¥ i

<210> 126

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

<220

<221> MISC_FEATURE

<222> (1).. PD

<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

<220>
<221>

MOD_RES
<222 (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 126
His Ser asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pAlRY Pein ¥ g Led At X

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Lys Ar 5
z¥ ys Ty 25 ¥ 30g 4

<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
.. PD
<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
ACETYLATION
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<400> 127
His Ser Asp Ala val Phe Thr asp Gln ‘{Er Thr Arg Leu Arg l.zs Gln
1l 5 pl

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Gln GIn Lys Ar 5
25 ys Ty 25 y 30g <

<213> Homo sapiens

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)- . 31) .
<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.
MOD_RES
222> (1)..(031)
ACETYLATION
<400> 128
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P -{5 b e 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg GIn Lys A
Zx ys Tyl 3% g y 359CYS

<210= 129
<211> 31

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222 (1). .531)

«<223> Cystelne at position 31 is PEGylated.
<220>

<221»

MOD_RES
<222> (L)..(31)
«<223> ACETYLATION

<400> 129
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 5 P -{x 4 rg 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys GIn Arg A 5
25 25 Y 9 359 o

<210> 130
<211> 31

<212 PRT

«<213> Homo sapiens

<220>
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<§%%> IEIDSC_FE?_')I'URE %
> aw
:223> cyste'g ne at position 31 is PEGylated.
<220>

<221> WOD_RES
<222> (1)..@G1)
<223> ACETYLATION
<400> 130

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn '{Kr Thr Arg Leu Arg L!s GIn
1 5 1
Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gin Lys Ala Cys

2‘ ys TY 25 y Ly 30

<210> 131

<211> 31

<212> PRT ]
<213> Homo sapiens

<221> !chSC_FE?;URE
<223> cysi:ésne at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(31)
.<223> ACETYLATION

<400> 131
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P -{K ra 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Phe Cys
2‘ ys Ty 25 y Y 30cy

<210> 132
3l
<212> PRT
«213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(30

<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223» ACETYLATION

<400>» 132
His ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s Gl
1 palaY pein 9 Leu Arg fys cin

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Xle Lys G1n Lys His
ZE ys Ty 25 ys ain Ly 30 os
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<400>

WO 2005072385

133

31

PRT .
Homo sapiens

Ig_)SC_FEQ)TURE

cys;:é'f ne at position 31 1s PEGylated.
MOD_RES

(LD..(31

ACETYLATION

133

PCT/US2005/002609

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P ':‘IZ 9 9 1¥

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ile Cys
2‘ ys Ty 25 y y 30 i

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>»

<400>

134
31

PRT .
Homo Sapiens

MISC_FEATURE
.- a1 _
Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
(1)..GL
ACETYLATION

134

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 palaY Pein ro ol

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Lys Cys
1 i 75 ¥ S HE e

135

31 .
PRT

Hamo sapiens

MISC_FEATURE
.- 1) _
Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(1..L
ACETYLATION
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135

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
1 P 5 P 1¥ 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Leu Cys
2‘ ys Ty 25 y ¥ 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

Homo sapiens

.(.Ilgc'Fg?.)TunE
cysi:é'fne at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
(1)..(31)
ACETYLATION

136

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 P 5 P .{5 g g 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Met Cys
55 ys Ty 13 y VBOCY

<223>
<400>

Homo sapiens

%SC—F%JTURE
cys'i:é'fne at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
D ..(L
ACETYLATION

137

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gl
1 ; pein ¥ 9 o

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Pro Cys
25 25 Y Y 30 i

<210>
<211>
<212>
<213»

138

31

PRT

Homo sapiens
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/[/U@

20 25 30

g
cysié'fne at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
(1..31L
ACETYLATION

141

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg teu Arg Lys GlIn
1 P 5 P E 9 1!

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys val Cys
2‘ ys Ty 25 Y y 30 o

<220>

222>
<223>»

<22(>
<221>
<22>
<223>

<400>

142

31

PRT .
Homo sapiens

MISC_FEATURE

.. 531) y

Cysteine at position 31 1s PEGylated.
MOD_RES

D..GL

ACETYLATION

142

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 B e 9 1

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Tr S
ZK R 25 d d 30p <

<210
<211>
<212>
<213>

<220>»
<221>
<222>
<223>»

143

31

PRT

Homo saplens

MISC_FEATURE
1).. PD
Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
..Aan
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<221> MISC_FEATURE
1).. 531) . .
<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
222> (1)..(3D)
<223> ACETYLATION

<400> 138
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 PARS Pen ¥

Met Ala Ala Lys L r Leu GIn Sar Ile Lys GIn Lys G1n Cys
2‘ ys Ty 25 4 30

<210> 139

<211l> 31

<212> PRT

<213> Homo saplens

<220

<221> MISC_FEATURE

222> (1)..(31) .

<223> Cysteine at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES
<22> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 139
His Ser Asp Ala val pPhe Thr Asp Gin Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 peiny it

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Ser Cys
25 ys Ty 25 y y 30 o

<210> 140

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(31)

<223» Cysteine at position 31 1s PEGylated.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 140
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gl
1 5 P .:IL-‘ 9 9 1!5 n

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Gln Lys Thr Cys
Page 45




WO 2005072385 PCT/US2005/002609 % %
—— | Y

<400> 143 ] ]
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 3 i it

Met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys Tyr Cys
2‘ ys Ty 25 y 35 o

<210> 144

<211> 31

<212> PRT

<213> Homao sapiens

<221> MISC_FEATURE
.. 531) .
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 144
His Ser Asp Ala val phe Thr Asp Gln Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gln
] P ARt pein ¥ ro Leu Arg 1Y

Met Ala Gl s Lys Tyr Leu GIn Ser Xle Lys GIn Arg Ile Cys
Y Lys Lys Ty _ se y rg Ile oy

<210> 145

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220
«<221> MISC_FEATURE

D..030
<223> cysteSne at position 31 1s PEGylated.

MOD_RES f
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 145

His Ser Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A s GIn
1 3 pein 9 het Ard

Met Ala Lys Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile Cys
25 25 Y 9 30 @

<213> Homo sapiens
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<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(3D) ) ]
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

<221> MOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION

<400> 148
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp G1n Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 pARS pein 9 i

Mat Ala Ser LysS Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Arg Ile Cys
28 ys Ty 25 ¥ g3t:l ¥

<210> 147

<211 131

<212> PRT ]
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (L).. 531)

<223> Cysteine at position 31 s PEGylated.

<220>

<221> WOD_RES
<222> (1)..(31)
<223> ACETYLATION
<400> 147

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 5 P '{g ¢ 9 1¥

met Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Pro GIn Arg Ile Cys
25 Lys T 25 ra 30 d

MT.
<222> (1)..(3D
<223> Cysteine at position 31 is PEGylated.

MOD_RES
<222> (1)..(3D)
<223> ACETYLATION

<400> 148

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu A
o p Y p 'ﬂ r Arg Leu rgl]..;s Gln
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t Ala Ser Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Arg Gln Arg Ile Cys
He zK ys Ty 25 9 9 30

<210> 149

<211> 38

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 149

His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Er Ser Arg Tyr Arg L¥s Gln

1 5 1

Met Ala val Lys L r Leu Ala Ala val Leu Gly Lys Arg Tyr Lys
2& ys Ty 25 30g

GIn Arg \5?1 Lys Asn Lys

<210> 150
211> 27

<212> PRT

«<213> Homo sapiens,
<400> 150

His Ser Asp Gly Ile Pha Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys GIn
1 5 P }3 9 g 1¥
Mer Ala val lz.gs Lys Tyr Leu Ala g}a val Ley

<210> 151

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 151
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys Gin
1 ; pasn ¥ Fo Lel Are ¥

Met Ala val Lxs Lys TYr Leu Asn Ser Ile Leu Asn
2 25

<210> 152

<211> 31

<21 PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152
His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
1 S P .{5 9 e lgs

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser ITe Lys GIn Lys A r
28 b 25 y y 35’ v

<210> 153
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211>
<212>
213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

31
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(..
ACETYLATION

153

His Thr Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
A p Ay pein® F9 Leu Arg LY

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r
. Y 25 Y 80

<210>
<211»
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

154

32

PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
(1. .532) . ]
Cysteine at position 32 is PEGylated.

154

His Ser Asp Ala val Phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GIn
g ser AseAlay pein ¥ 9 o N

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys Glh Lys A r cys
% ys Ty S Ly ysasﬂTy Cy:

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>

<400>

Homo sapiens

MOD_RES
(1)..(32)
ACETYLATION

MISC_FEATURE
(J-)I L] 32) .
Cysteine at position 32 is PEGylated.

155

His Thr Asp Ala val phe Thr Asp GIn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys GI
1 ; 5 P R 9 e 1! f

val Ala Ala Lys Lys Tyr Leu GIn Ser Ile Lys GIn Lys A r Cys
2‘ v 25 y ¥ 35‘Ty v
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BoxNo.ll  Observations where certnln cdalms were fonnd nasearchabls (Continuation of itam 2 of first shiet)

‘This Intemnational ssarch report has not been axtablished in rewpeet of ecrtain clains onder'Article xﬁmhumm

L D Claiors Noa.:
because they relase to suliject matier not required o be scarched by this Authority, nemely:

i E Claivs Nos.: 6-8
because they relnte to pars of the hnemational spplication that do not comply with the preseribad requiraments to such
an extent that 5o meaningful intemnationsl sesrch can be camied oot, specifically:
There wan a lack of antevendant busis in the clyins, i.c., the claims are drwn 1o "the polyethylens glycol.”

1. [ cuimsNes:
because they are dependant claims and ere not drafied in sccordance with the second and third sextences of Rule 6.4(s).

Box No- 111  Observations whers mnity of Inveation ls lacking (Continnatian of Hem 3 of flrst shret)

This Inizmatioral Searching Anthority found multiple fnrventions in this international spplication, = follows:

D As all rexnzired mdditional sesrch fies were timely paid by the applicant, this imemational ssarsh repont covers all
searchsbls claima.
r D As all searchable claims could be searched withost effiact justifying additional fees, this Authority did not invite pxyment
of any additionsl fees.

D As anly sore of the required additions] sexrch fees were timely paid by the applicant, this internatior] search report
covers enly those claima for which fees were paid, speeiically claimm Noa.:

4. D Ne requined additional search ftes were timely paid by the applicant. Consequently, this intermational yearch report ks
restrieted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by clsisw Nos.:

Ramark on Pretsst D The additional szarch fers were accompanied by the applicant’s prot=st end, where spplicsble, the
payment of s protest fee.
D The additicmal search focs wore ccompanied by the applicast's protest but the spplicable protest fen
was ot paid within the time Hmit spesified in the invintion.
D No protest accompanied {he paymen of widitional seprch foés.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCTd3
2T) N ds soliciuc: BT mCE AGTK 38100
22) Fecha de soliclud: (M)Solcitante(s)  BAYER PHARMACEUTICALS
CORPORATION

(30) Priorided  (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pals

00/339,330 27/01/04 us
60/386,490 28/04104 US |(72)inventories) KEVIN CLAIRMONT
Y OTROS
(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO
(85) Fecha limite Iniclo fase nacional: 2508/ 2008 (87) Publicacién internacional
{86) Daios relatives a la prasentacidn de la solicliud PCT Facha: WwO2005072385 A3
Fecha de presentacion de la solicitud: 27001/2005 N* publicacion: 11/08/2005

No. de solicitud PCTAS2005002609

(54) Tulo:  AGONISTAS DEL RECEPTOR (VPAC2) DEL PEPTIDO ACTIVADOR DE LA ADENILATO CICLASA HIPOFISARIA (PACAP) Y
§US METODOS DE USO FARMACOLOGICO.

8. Un méiodo para detectar un polipéptido selecclonado
del grupo que comprende ias ID de SECUENCIA N.* 1
a 148 en una muesira que implica:

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido seleccionado del grupo que comprende

las ID do SECUENCIA N.° 1 & 148, y los fragmentos, &  poner la muesira en contacio con un

deivadcs y valantes de ests funcionaimente anticuerpo de la reivindicacidn 3 o |a relvindicacién 6,

equivalentas b. detectar dicho anticuerpo, y

(4 esiablecer una comelacion enire la

2 El polipsptido de la reivindicacién 1, donde dicho dateccion del anticuerpo y la cantidad de polipéptido

polipéptido es seleccionado del grupo que comprende prasente en la muestra.

Ias ID de SECUENCIAN.® 1,2, 3, 4, 5, 112, 113, 114,

115y 116. 10.  Un méiodo para detectar un polipéptido selecclonado

del grupo que comprende les ID de SECUENCIA N.* 1
3 Un enlicuerpo que se une especificaments al a 148 en una muestra que implica:

polipéptido de la relvindicacién 1.
a poner la muestra en contacto con un

4, El enficuerpo de ia reivindicacin 3, donde dicho primer anficuarpo de la reivindicacidn 3 o la
anticuerpo €3 un anticuerpo policiongl. reivindicacion 6,
b. poner la muestra en contacto con un

L El anticuerpo de la relvindicacién 3, donde dicho ssgundo anticuerpo marcado, donds e segundo
anfcuerpo es Un anficuerpo manocional. anticuerpo e une al primer anticuerpo,
6. Un anficuerpo que se une especiiicamente al G deleciar o mercador, y
polietiienglicol. d esiablecer una comelacin enfre la

deteccidn del marcador y la cantided de polipéptido
7. El anticusrpo de la relvindicacldn 6, donde dicho presents en la muestm.
anficuerpo es un anticuerpo policlonal.

8. El anticuerpo de la reivindicacidn 6, donde dicho
enficuerpo es un anticuerpo monocional.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOFERATION TREATY (PCT)

L}

International Borean
(43) International Poblication Date (10) International Publication Nomber Y
11 August 2005 (11.08.2005) WO 2005/072385 A3
(51) International Patent Clasification: U, AZ, BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA,CH, CN,

AGIK 38/59 (2006.01) AGIK 38/1¢6 (2006.01)

(21) Interpationsl Application Number:

PCT/US2005/002609 *
(22) International Filing Date: 27 January 2005 (27.01.2005) -

(25) Filing Langusge: English
(26) Publieniion Langusge: English
(30) Pricrity Duix:
60/539,550 27 January 2004 (27.01.2004) US
60/566.499 29 April 2004 (29.04.2004) _US

(71) Applicant (for all designated States except US) BAYER
FHARMACEUTICALS CORPFORATION [US/US];
400 Morgen Lann, West Haven, Connecticut 06516 (US).

(72) Inventors; and

(73) Inventore/Applcants (for US only): CLAIRMONT,
Kevin [(JS/1)S]; 80 Maorwin Circle, Cheshire, Connacticut
06410 (US). LUMB, Kevin, J. [US/US]; 520 Granite

Thomas [US/US]; 10 Morehouse Avenns, Milford, Con-
necticut 06450 (US). SALHANICEK, Arthur, L [US/US):
430 Bellovoe Road, New Haven, Connecticut 06511 (US).

(79 Agents: GREENMAN, Jeffrey, M. et al.; Bayer Phar-
maceaticals Corporation, 400 Morgan Lana, West Haven,

(81) Designated States (unlexs otharwiss indicated, for every
kind of national protection availablal AE, AG, AL, AM,

Road, Guilford, Comnnecticut 06437 (US). BUCKHOLZ,

CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, HG, ES, FI,

, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KE,

KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,

MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,

PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, S, 5G, SK, SL, SM, §Y,

TJ, ™™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU,
ZA, ZM, ZW.

(84) Designated Stntes (unless otherwise indicated, for avery
kind of reglonal protection avallablel: ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Enrasian (AM, AZ, BY, KQ, KZ, MD, RU, TJ, T™),
Eoropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DRE, DK, EE, ES, FI,
FR,GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SR, 51, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CQ, CT, CM, GA, ON,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

as to applicant’s antitlement 10 apply for and be granted o
patent (Rule 4.17(1))

ar to the appilcant’s entitlement 1o claim the priorily of the
earller application (Rule 4.17(ill)

of inventorship (Rule 4.17(iv))

Published:
—  with international search report

(88) Dute of publication of the International search report:
8 June 2006

For two-lester codas and other abbreviations, refer 1o the "Guld-
ance Notss on Codas and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of eack regular issus of tha PCT Gagstis.

THHIR PHARMACOLOGICAL METHODS OF USE

(54) Title: PITUITARY ADENYLATE CYCLASE ACTIVATING PEPTIDE (PACAP) RECEPTOR (VPAC2) AGONISTS AND

BN (57) Abstract: This ivention provides novel peptides that finction in vivo as agonists of the VPAC2 receptor. ‘These insalin

socretagogue palypeptides are shown to lower blood glucose in vivo opan glocose challenge. The polypeptides of this invention

aro also siable in formnlation and have long half-lives. The peptides of the present invention provide a tharapy fior patlents with
—— decreased endogenous insulin secretion, for exampls, typs 2 disbetics. The invention is also directed to & methed of treating u
metebolic disease in 2 mammal comprising administering a therapentically effective amount of the peptides to sail mammal.

NO 2005/072385 A3
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REPUBLICA DE COLOMBIA i;)éﬁj;;*

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO _qb

Bogot4,
2020

Doctor (a)

FERRERO BEMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION

REFERENCIA Radicacifm No. 6 78328
Solicitud internmacional UB2005/002609
PFecha inicioc fase nacional 27/03/2006

Trimite 11
Evento 379
Actuacisn 430

Oficio No. ..-11120

Como resultado del examen de forma, realisado con fundamento en el articulo 38 de
la Declsién 486 de la Comisién de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamanto y Circular
Onica de la Superintendancia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. B8i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccifn de logp anexoa del
reporte de examen preliminar internacicnal {(Art. 36§.2.b) dal tratado PCT. En caso
de no tener copla y/o anexos del examen preliminar se debe anexar copia del formato
PCT/IPEA/402, emitido por la autoridad competente.

En cumplimiento de lo dispueato por el articulo 39 de la Declsifm 486, se le
requlere para gque dentro del término de dos -meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerard abandonads y perderf su prelaciém.

e), del capitulo quintg.dsl titulo) primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Notifiquese el presante oﬂc:k?on.fom a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal

ALIX EA CRBPEDESB DE VERGEL
Jefe de Za diviaiém de Nuevas Creaclones

El terior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de



