ANTICUERPOS ANTI-GLUCAGON Y SU USOS
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se relaciona con anticugygegmentos de unién a antigeno
de los mismos que se unen especificamente a ghicagdposiciones que comprenden estos
anticuerpos y meétodos de uso de los mismos, popdje para el tratamiento de trastornos
que responden a la modulacion de los niveles dmghn, tales como trastornos diabéticos
y otros trastornos metabolicos relacionados cooagian, y trastornos similares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El glucagon es una hormona polipeptidica de 29lwesi que, en cooperacion con la

insulina, media en la regulacion homeostética deat#tidad de glucosa en la sangre. El
glucagén actua principalmente estimulando ciertslas, por ejemplo, las células del

higado, para liberar glucosa cuando los nivelegldeosa en sangre caen. La accion del
glucagon es opuesta a la de la insulina, que elstilasicélulas para que tomen y almacenen
la glucosa cada vez que los niveles de glucosarmgre aumentan. El glucagon se produce
en las células alfa del pancreas, mientras queslaina es secretada por las células beta

vecinas.

[0003] El desequilibrio entre el glucagén y la insulinaege jugar un papel importante en
varias enfermedades, tales como diabetes mellitesoacidosis diabética. En particular, los
estudios han demostrado que los niveles mas adtgtudagon basal y la falta de supresion
de la secrecion de glucagon postprandial contribaykas afecciones diabéticas en los seres
humanos (Mulleet al., N Eng J Med 283: 109-115 (1970)).

[0004] Se cree que los efectos del glucagdén en la elavat@dlos niveles de glucosa en
sangre estan en parte mediados por la activaciéredas vias celulares que siguen después
de la union del glucagon (GCG) a su receptor (demado GCGR). EI GCGR es un
miembro de la subfamilia de la secretina (famil)adB receptores acoplados a proteina G y
se expresa predominantemente en el higado. La udénglucagéon a su receptor
desencadena una cascada de transduccion de ladsef@aproteina G, activando la AMP



ciclica intracelular y conduciendo a un aumentoleeproduccién de glucosa mediante
sintesis de novo (gluconeogénesis) y descomposicion de glucégerizo@gnolisis)
(Wakelamet al. 1986) 323: 68-71, Unsat al., Peptides, (1989), 10: 1, 171-1 177, y Pittner
y Fain, Biochem, J. (1991), 277: 371-378).

[0005] La accidén del glucagon puede suprimirse proporcidoain antagonista, tal como un
anticuerpo de glucagon, como los descritos enedgmte documento. Dichos anticuerpos
pueden resultar utiles en la reduccion de los esvde glucosa en sangre en la diabetes o en
otras afecciones, tales como la hiperglucemia ptvtege Ademas, al reducir los niveles de
glucosa, se pueden prevenir o mejorar algunassdmbaplicaciones a largo plazo asociadas

con niveles elevados de glucosa en los pacierdabgtittos.

[0006] Los anticuerpos anti-glucagén se mencionan, pon@e en las Patentes de Estados
Unidos Nos. 4.206.199; 4.221.777; 4.423.034; 4.272.433; 4.4%,.95.712.105;
W02007/124463 y W0O2013/081993. No obstante, exisg necesidad en la técnica de
nuevos antagonistas de glucagon, tal como losumnpos anti-glucagon descritos en el
presente documento, para reducir los niveles dmgluen sangre en pacientes que sufren de

diabetes y otros trastornos asociados con nivédeados de glucagon.
BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

[0007] La presente invencion proporciona anticuerpos gnfientos de unioén a antigeno de

los mismos que se unen especificamente al gludg0G) y neutralizan su actividad.

[0008] En un primer aspecto, la invencién proporcionacaetipos monoclonales aislados
(mAbs, por sus siglas en inglés) y fragmentos d@ua antigeno de los mismos que se unen
al glucagén e inhiben o bloquean su actividad gp@mplo, bloquean la unién del glucagoén
a su receptor, blogueando asi la elevacion de losles de glucosa en sangre. Los
anticuerpos o fragmentos de union a antigeno dmissios pueden ser utiles para reducir
los niveles de glucosa en sangre en un sujeto giue de una enfermedad o afeccion
caracterizada en parte por niveles aumentados u®gH en sangre, tal como diabetes
mellitus o hiperglucemia por estrés. Los anticusrambién pueden usarse para tratar una

amplia gama de afecciones y trastornos en los gudesea bloquear la interaccion del



glucagon con el receptor de glucagon, con lo quebsiene un efecto beneficioso. Los
anticuerpos pueden utilizarse en ultima instaneia prevenir las complicaciones a largo
plazo asociadas con niveles elevados de glucosaragre en pacientes diabéticos o para
mejorar al menos un sintoma asociado con nivedesebs de glucosa en sangre en pacientes

diabéticos.

[0009] En una forma de realizacion, la invencién proparaian anticuerpo monoclonal
aislado o fragmento de union a antigeno del misngosg une especificamente y neutraliza
la actividad del GCG, en donde el anticuerpo onfraigto del mismo exhibe una o mas de

las siguientes caracteristicas:

(a) es un anticuerpo monoclonal totalmente humano;

(b) se une a GCG humano a 25 °C con upal&menos de alrededor de 1 nM y
menos de alrededor de 5 nM a 37 °C, medida ponaesta de plasmones
superficiales;

(c) disminuye los niveles de glucosa en sangre en absmalrededor de 10%
cuando se administra a un mamifero como una dosc®,U0o como dosis
multiples de menos de alrededor de 40 mg/kg;

(d) inhibe la activacion mediada por GCG de célulasexpeesan el receptor de

glucagén humano (GCGR) con unadile menos de alrededor de 1 nM;

(e) comprende una region variable de cadena pesada RliQwe tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupaansiste en SEQ ID
NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 14, 130y 146; o

() comprende una region variable de cadena ligera R)CHue tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupecansiste en SEQ ID
NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138 y 154.

[0010] En una forma de realizacién, el anticuerpo o fragimde union a antigeno del mismo
se une a GCG humano a 25 °C con upaje varia de alrededor de 50 pM a alrededor de
750 pM y de alrededor de 300 pM a alrededor de 5ar34 °C, medida por resonancia de

plasmones superficiales.



[0011] En una forma de realizacién, el anticuerpo o fragimde union a antigeno del mismo
reduce los niveles de glucosa en sangre en alrededi0% a alrededor de 35% cuando se
administra a un mamifero como una dosis Unica, mocdosis multiples que varian de

alrededor de 3 mg/kg a alrededor de 30 mg/kg.

[0012] En una forma de realizacién, el anticuerpo o fragimde union a antigeno del mismo
inhibe la activacion mediada por GCG de células exmresan el receptor de glucagén
humano (GCGR) con una4glue varia de alrededor de 7 pM a alrededor deB60

[0013] En una forma de realizacién, el anticuerpo o fragimde union a antigeno del mismo
reduce los niveles de glucosa en sangre en un ex@ntiiando se administra a una dosis de
alrededor de 30 mg/kg cada 1, 2, 3, 4 o 5 dias.

[0014] En una forma de realizacion, el anticuerpo o fragimde unidn a antigeno del mismo
reduce los niveles de glucosa en sangre en un ex@ntiiando se administra a una dosis de

alrededor de 30 mg/kg cada 5 dias.

[0015] En una forma de realizacion, el anticuerpo aistadl@mgmento de unién al antigeno
del mismo reduce los niveles de glucosa en samgua enamifero cuando se administra por

via subcutanea, intravenosa o intramuscular.

[0016] Los anticuerpos de la invencion pueden ser de tiothgiompleta (por ejemplo, un
anticuerpo 1gG1 o IgG4) o pueden comprender soporcion de unién a antigeno (por
ejemplo, un fragmento Fab, F(alw) scFv), y pueden ser modificados para afectar la
funcionalidad, por ejemplo, para eliminar funcioeéctoras residuales (Redehal., 2000,

J. Immunol., 164: 1925-1933).

[0017] Los ejemplos ilustrativos de anticuerpos anti-ghdea (anti-GCG) de la presente
invencién se enumeran en las Tablas 1 y 2 del piesimcumento. La Tabla 1 presenta los
identificadores de secuencia de aminoacidos deelgisnes variables de cadena pesada
(HCVR), regiones variables de cadena ligera (LCVIR)giones determinantes de
complementariedad de cadena pesada (HCDR1, HCDRBICOR3) y regiones
determinantes de complementariedad de cadena (ig€2R1, LCDR2 Y LCDR3) de los

ejemplos ilustrativos de anticuerpos anti-GCG. Labl& 2 presenta identificadores de



secuencia de acido nucleico de las HCVR, LCVR, HCPDRCDR?2, HCDR3, LCDR1,
LCDR2 y LCDR3 de los ejemplos ilustrativos de amipos anti-GCG.

[0018] La presente invencidn proporciona anticuerpos gnfientos de union a antigeno de
los mismos que se unen especificamente a GCG oguerende una HCVR que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de ®ralgie las secuencias de aminoacidos
de HCVR enumeradas en la Tabla 1, o una secuamtiangialmente similar que tiene una
identidad de secuencia de al menos 90 %, al mé%s & menos 98% o al menos 99% con

la misma.

[0019] La presente invencién también proporciona anticagemp fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificam& @5, que comprende una LCVR que
comprende una secuencia de aminodcidos seleccioieadaalquiera de las secuencias de
aminoacidos de LCVR enumeradas en la Tabla 1, seoaencia sustancialmente similar
que tiene una identidad de secuencia de al mehés, @l menos 95%, al menos 98% o al

menos 99% con la misma.

[0020] La presente invencién también proporciona anticaem fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificamme®EG, que comprende un par de
secuencias de aminoacidos de HCVR y LCVR (HCVR/LgYYRe comprende cualquiera

de las secuencias de aminoacidos de HCVR enumeesdis Tabla 1 emparejadas con
cualquier de las secuencias de aminoécidos de L&WRneradas en la Tabla 1. Segun
ciertas formas de realizacion, la presente invenpr@porciona anticuerpos, o fragmentos
de unién a antigeno de los mismos, que comprendgraude secuencias de aminoacidos
HCVR/LCVR contenido dentro de cualquiera de losngios ilustrativos de anticuerpos

anti-GCG enumerados en la Tabla 1.

[0021] En una forma de realizacion, la presente invengioporciona un anticuerpo aislado
o fragmento de unién a antigeno del mismo que sesgpecificamente a GCG y neutraliza
al menos una actividad asociada con GCG, en ddrafgieuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo comprende: (a) tres regionesmétantes de la complementariedad de
cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) contenidasralaie una secuencia de

aminoacidos de la region variable de cadena pg$#0%R) seleccionadas del grupo que



consiste en SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 130 y 146; y (b) tres CDR de cadena
ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) contenidas dentrowt&a secuencia de aminoacidos de
region variable de cadena ligera (LCVR) selecciandel grupo que consiste en SEQ ID
NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138 y 154.

[0022] En una forma de realizacion, la presente invengroporciona un anticuerpo aislado

o fragmento de unién a antigeno del mismo que sesgpecificamente a GCG y neutraliza
al menos una actividad asociada con GCG, en ddrafgieuerpo o fragmento de unién a
antigeno comprende una HCVR que tiene una secudaciminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 18, 34, 5088698, 114, 130y 146 y una LCVR

gue tiene una secuencia de aminoacidos selecciaehdaupo que consiste en SEQ ID NO:
10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138 y 154.

[0023] En una forma de realizacion, la presente invengroporciona un anticuerpo aislado
o fragmento de unién a antigeno del mismo que sesgpecificamente a GCG y neutraliza
al menos una actividad asociada con GCG, en ddrafgieuerpo o fragmento de unién a
antigeno comprende un par de secuencias de andosate HCVR/LCVR seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 2/10; 18/26; Z450/58; 66/74; 82/90; 98/106;
114/122; 130/138 y 146/154.

[0024] En ciertas formas de realizacién, el par de secagnde aminoacidos de
HCVR/LCVR comprende las SEQ ID NOs: 18/26.

[0025] En ciertas formas de realizacion, el par de secagnde aminoacidos de
HCVR/LCVR comprende las SEQ ID NOs: 34/42.

[0026] En una forma de realizacion, la presente invengidporciona un anticuerpo aislado
o fragmento de unién a antigeno del mismo que seegpecificamente a GCG y neutraliza
al menos una actividad asociada con GCG, en ddralgieuerpo o fragmento de unién a

antigeno comprende:

(a) un dominio HCDR1 gue tiene una secuencia de amitasiseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 4, 20, 36, 52848100, 116, 132 y 148;



(b) un dominio HCDR2 gue tiene una secuencia de amitasseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 6, 22, 38, 54860102, 118, 134 y 150;

(c) un dominio HCDR3 gue tiene una secuencia de amidasiseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8, 24, 40, 56382104, 120, 136 y 152,

(d) un dominio LCDR1 que tiene una secuencia de amidosseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 12, 28, 44, 6092, 108, 124, 140y
156;

(e) un dominio LCDR2 que tiene una secuencia de amidosseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 14, 30, 46, 8294, 110, 126, 142y
158;y

(f) un dominio LCDRS3 que tiene una secuencia de amidogseleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 16, 32, 48, 6498, 112, 128, 144y
160.

[0027] En una forma de realizacion, la invencion proporaian anticuerpo que se une

especificamente a GCG y neutraliza al menos umdded asociada con GCG, en donde el

anticuerpo comprende:

(a) un dominio HCDR1 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 20;

(b) un dominio HCDR2 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 22,

(c) un dominio HCDR3 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 24;

(d) un dominio LCDR1 que comprende la secuencia de@midos de SEQ ID
NO: 28;



(e) un dominio LCDR2 que comprende la secuencia de@anidos de SEQ ID
NO: 30; y

(f) un dominio LCDR3 que comprende la secuencia de@midos de SEQ ID
NO: 32.

[0028] En una forma de realizacion, la invencion proporaian anticuerpo que se une
especificamente a GCG y neutraliza al menos umdded asociada con GCG, en donde el

anticuerpo comprende:

(a) un dominio HCDR1 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 36;

(b) un dominio HCDR2 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 38;

(c) un dominio HCDR3 que comprende la secuencia deaauidos de SEQ ID
NO: 40;

(d) un dominio LCDR1 que comprende la secuencia de@midos de SEQ ID
NO: 44,

(e) un dominio LCDR2 que comprende la secuencia de@nidos de SEQ ID
NO: 46;y

(f) un dominio LCDR3 que comprende la secuencia de@midos de SEQ ID
NO: 48.

[0029] La presente invencion también proporciona anticagerp fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificaméd@5, que comprenden una CDR1 de
cadena pesada (HCDR1) que comprende una secuanamidoacidos seleccionada de
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de HG@DBmeradas en la Tabla 1 o una
secuencia sustancialmente similar con una ideshtiiasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o al menos 99% con la misma



[0030] La presente invencion también proporciona anticagemp fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificarméd@G, que comprenden una CDR2 de
cadena pesada (HCDR2) que comprende una secuanamidoacidos seleccionada de
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de R@&DRmeradas en la Tabla 1 o una
secuencia sustancialmente similar con una idehtiiasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o0 al menos 99% con la misma

[0031] La presente invencién también proporciona anticaem fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificaméd@G, que comprenden una CDR3 de
cadena pesada (HCDR3) que comprende una secuen@midoacidos seleccionada de
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de BG@&DBRmeradas en la Tabla 1 o una
secuencia sustancialmente similar con una idehtiidasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o al menos 99% con la misma

[0032] La presente invencion también proporciona anticagemp fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificarméd@G, que comprenden una CDR1 de
cadena pesada (LCDR1) que comprende una secuem@mithodcidos seleccionada de
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de LGidBmeradas en la Tabla 1 o una
secuencia sustancialmente similar con una ideshtiiasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o0 al menos 99% con la misma

[0033] La presente invencién también proporciona anticaem fragmentos de unién a

antigeno de los mismos que se unen especificaméd@s, que comprenden una CDR2 de
cadena pesada (LCDR2) que comprende una secuem@mithoacidos seleccionada de
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de RPGidBmeradas en la Tabla 1 o una
secuencia sustancialmente similar con una idehttidasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o al menos 99% con la misma

[0034] La presente invencion también proporciona anticagemp fragmentos de unién a
antigeno de los mismos que se unen especificarméd@G, que comprenden una CDR3 de
cadena pesada (LCDR3) que comprende una secuem@mithodcidos seleccionada de

cualquiera de las secuencias de aminoacidos de BGidBmeradas en la Tabla 1 o una
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secuencia sustancialmente similar con una idahtitasecuencia de al menos 90 %, al

menos 95%, al menos 98% o0 al menos 99% con la misma

[0035] La presente invencién también proporciona anticaem fragmentos de unién a
antigeno de los mismos que se unen especificameB€G, que comprenden un par de
secuencias de aminoacidos de HCDR3 y LCDR3 (HCDBBR3) que comprende
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de BC&®Rmeradas en la Tabla 1
emparejadas con cualquiera de las secuencias deaaitdos de LCDR3 enumeradas en la
Tabla 1. Segun ciertas formas de realizacion,dagnte invencion proporciona anticuerpos,
o fragmentos de union a antigenos de los mismascouonprenden un par de secuencias de
aminoacidos de HCDR3/LCDR3 contenida dentro dequieta de los ejemplos ilustrativos
de anticuerpos anti-GCG enumerados en la Tabla tidftas formas de realizacion, el par
de secuencias de aminoacidos de HCDR3/LCDR3 comeianSEQ ID NO: 24/32.

[0036] La presente invencion también proporciona anticagemp fragmentos de unién a
antigeno de los mismos que se unen especificaradgh@G, que comprenden un conjunto
de seis CDR (es decir, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LGBDIECDR3) contenidas
dentro de cualquiera de los ejemplos ilustrativaimticuerpos anti-GCG enumerados en la
Tabla 1. En ciertas formas de realizacion, el auiojude secuencias de aminoacidos de
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 comprende |&FID NOs: 20-22-24-
28-30-32. En ciertas formas de realizacién, el woiaj de secuencias de aminoacidos de
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 comprende [&FID NOs: 36-38-40-
44-46-48.

[0037] En una forma de realizacién relacionada, la presentvencion proporciona
anticuerpos, o fragmentos de unidn a antigenogmismos que se unen especificamente a
GCG, que comprenden un conjunto de seis CDR (es, d¢CDR1-HCDR2-HCDR3-
LCDR1-LCDR2-LCDR3) contenidas dentro de un par deusncias de aminoacidos de
HCVR/LCVR como se define para cualquiera de losngjes ilustrativos de anticuerpos
anti-GCG enumerados en la Tabla 1. Por ejemplardsente invencion incluye anticuerpos
o fragmentos de unidn a antigeno de los mismosguaen especificamente a GCG, que
comprenden las secuencias de aminoacidos de HCORIRA-HCDR3-LCDR1-LCDR2-
LCDR3 contenidas dentro de un par de secuenciaandaoacidos de HCVR/LCVR
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seleccionado del grupo consistente en: 18/26; 3&@/58; 66/74; 82/90; 98/106; 114/122;
130/138 y 146/154. Los métodos y técnicas pardifter CDRs dentro de las secuencias
de aminoé&cidos de HCVR y LCVR son bien conocidotaeiécnica y pueden usarse para
identificar CDRs dentro de las secuencias de amidos especificadas de HCVR y/o LCVR
descritas en el presente documento. Ejemplos deenoiones que se pueden utilizar para
identificar los limites de las CDR incluyen, pogmplo, la definicién de Kabat, la definicién
de Chothia y la definicion de AbM. En términos gahes, la definicion de Kabat se basa en
la variabilidad de secuencia, la definicion de @feose basa en la ubicacion de las regiones
de bucle estructurales, y la definicion de AbM rsompromiso entre los enfoques de Kabat
y Chothia. Véase, por ejemplo, Kabat, “Sequencd®rofeins of Immunological Interest”,
National Institutes of Health, Bethesda, Marylanii991); Al-Lazikani et al., J.
Mol.Biol. 273: 927-948 (1997); y Martiat al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9268-9272
(1989). También estan disponibles bases de datisasi para identificar las secuencias de

CDR dentro de un anticuerpo.

[0038] En una forma de realizacion, la invencién proporaian anticuerpo monoclonal
totalmente humano o fragmento de unién a antigehongmo que neutraliza la actividad
del GCG, en donde el anticuerpo o fragmento deinmisxhibe una o mas de las siguientes
caracteristicas: (i) comprende una HCVR que tiena secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N@8234, 50, 66, 82, 98, 114, 130y
146; (i) comprende una LCVR que tiene una secaedei aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58,904 106, 122, 138 y 154; (iii)
comprende un dominio HCDR3 que tiene una secueteiaminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56882104, 120, 136 y 152, 0 una secuencia
sustancialmente similar a la misma que tiene deatidad de secuencia de al menos 90 %,
al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%:; y unniloinCDR3 que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que corasisEBEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96,
112, 128, 144 y 160, o una secuencia sustanciagmsntilar que tiene al menos una
identidad de secuencia de al menos 90 %, al mé&fés& menos 98% o al menos 99%; (iv)
comprende un dominio HCDR1 que tiene una secuateciaminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52868100, 16, 132 y 148, 0 una secuencia

sustancialmente similar a la misma que tiene ueatidad de secuencia de al menos 90 %,
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al menos 95%, al menos 98% o al menos 99%; un doMi@DR2 que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que corais&EQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86,
102, 108, 134 y 150, o una secuencia sustanciatnmentilar a la misma que tiene una
identidad de secuencia de al menos 90 %, al me&s%s & menos 98% o al menos 99%; un
dominio LCDR1 que tiene una secuencia de aminoa@di@ccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124,y1486, 0 una secuencia sustancialmente
similar a la misma que tiene una identidad de sexaele al menos 90 %, al menos 95%, al
menos 98% o al menos 99%; y un dominio LCDR2 qereetuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID MQ3Q, 46, 62, 78, 94, 10, 126, 142y
158, o una secuencia sustancialmente similar gune tuna identidad de secuencia de al
menos 90 %, al menos 95%, al menos 98% o al m&s @) muestra unadg<de menos

de alrededor de 1 nM a 25 °C y menos de alrede=lbrrdM a 37 °C medida por resonancia
de plasmones superficiales; (vi) reduce los niveéeglucosa en sangre al menos en un 10%
cuando se administra a un mamifero en una dosts inen dosis multiples de menos de
alrededor de 40 mg/kg; (vi) inhibe la activacion@@G de células que expresan el receptor

de glucagén humano con unad&e menos de alrededor de 1 nM.

[0039] En un segundo aspecto, la presente invencion tambigporciona moléculas de
acido nucleico que codifican anticuerpos anti-GQ@diones de los mismos. Por ejemplo,
la presente invencion proporciona moléculas deoagictleico que codifican cualquiera de
las secuencias de aminoacidos de HCVR enumeradisTabla 1; en ciertas formas de
realizacion la molécula de acido nucleico comprend@ secuencia polinucleotidica
seleccionada entre cualquiera de las secuenciasidies nucleicos de HCVR enumeradas
en la Tabla 2, o una secuencia sustancialment&asialia misma que tiene una identidad de

secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, al 8836 al menos 99% con la misma.

[0040] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que

codifican cualquiera de las secuencias de aminoaadd LCVR enumeradas en la Tabla 1.
En ciertas formas de realizacién la molécula ddcaaucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada de cualquiera deséasiencias de acido nucleico de LCVR
enumeradas en la Tabla 2, o una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, als®8%0 o al menos 99% con la misma.
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[0041] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican cualquiera de las secuencias de aminogad HCDR1 enumeradas en la Tabla
1. En ciertas formas de realizacion, la moléculaado nucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada entre cualquieraslsécuencias de acido nucleico de HCDR1
enumeradas en la Tabla 2, o una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, als®&%0 o al menos 99% con la misma.

[0042] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican cualquiera de las secuencias de aminog@d HCDR2 enumeradas en la Tabla
1. En ciertas formas de realizacion la moléculaaddo nucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada de cualquiera desdasiencias de acido nucleico de HCDR2
enumeradas en la Tabla 2, 0 una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, als®8&%0 o al menos 99% con la misma.

[0043] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que

codifican cualquiera de las secuencias de aminosacid HCDR3 enumeradas en la Tabla 1.
En ciertas formas de realizacién la molécula ddcaaucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada de cualquiera deséasiencias de acido nucleico HCDR3
enumeradas en la Tabla 2, o una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, ala®&9% o al menos 99%

[0044] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican cualquiera de las secuencias de aminoaadéd LCDR1 enumeradas en la Tabla
1. En ciertas formas de realizacion, la moléculaaéo nucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada entre cualquieragsécuencias de acido nucleico de LCDR1
enumeradas en la Tabla 2, 0 una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, als®8&%0 o al menos 99% con la misma.

[0045] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican cualquiera de las secuencias de aminogacid LCDR2 enumeradas en la Tabla 1.
En ciertas formas de realizacién la molécula ddcaaucleico comprende una secuencia

polinucleotidica seleccionada de cualquiera deéasiencias de acido nucleico de LCDR2
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enumeradas en la Tabla 2, o una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, ala®&% o al menos 99%

[0046] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que

codifican cualquiera de las secuencias de aminogacid LCDR3 enumeradas en la Tabla 1.
En ciertas formas de realizacion, la molécula déoanucleico comprende una secuencia
polinucleotidica seleccionada de cualquiera deséasiencias de acido nucleico de LCDR3
enumeradas en la Tabla 2, o0 una secuencia sustaecta similar que tiene una identidad

de secuencia de al menos 90 %, al menos 95%, an®8% o al menos 99% con la misma

[0047] La presente invencion también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican una HCVR, en donde la HCVR comprende amunto de tres CDR (es decir,
HCDR1-HCDR2-HCDR3), en donde el conjunto de secasmie aminoacidos de HCDR1-
HCDR2-HCDR3 es como esta definido por cualquieralade ejemplos ilustrativos de

anticuerpos anti-GCG enumerados en la Tabla 1.

[0048] La presente invenciéon también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican una LCVR, en donde la LCVR comprende anjunto de tres CDR (es decir,
LCDR1-LCDR2-LCDR3), en donde el conjunto de secisnde aminoacidos de LCDR1-
LCDR2-LCDR3 es como esta definido por cualquieralake ejemplos ilustrativos de

anticuerpos anti-GCG enumerados en la Tabla 1.

[0049] La presente invencidn también proporciona molécwasacido nucleico que
codifican tanto una HCVR como una LCVR, en dondel@/R comprende una secuencia
de aminoéacidos de cualquiera de las secuencianide&cidos de HCVR enumeradas en la
Tabla 1, y en donde la LCVR comprende una secuelecéaminoacidos de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos LCVR enumeradas en l& TakEn ciertas formas de
realizacion, la molécula de acido nucleico compeenmha secuencia polinucleotidica
seleccionada entre cualquiera de las secuenciasidiz nucleico de HCVR enumeradas en
la Tabla 2, 0 una secuencia sustancialmente sigulartiene una identidad de secuencia de
al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al m@®lo89% con la misma, y una
secuencia polinucleotidica seleccionada entre aieakyde las secuencias de acido nucleico

de LCVR enumeradas en la Tabla 2, o una sustaraignsimilar a la misma, que tiene una
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identidad de secuencia de al menos 90%, al mer¥s &5nenos 98% o al menos 99% con
la misma. En ciertas formas de realizacion de acueon este aspecto de la invencién, la
molécula de acido nucleico codifica una HCVR y LG\R donde la HCVR y la LCVR

ambas derivan del mismo anticuerpo anti-GCG enuioeza la Tabla 1.

[0050] La presente invencion también proporciona vectdesxpresion recombinantes
capaces de expresar un polipéptido que compreraleegivn variable de cadena pesada o
ligera de un anticuerpo anti-GCG. Por ejemplo, rissente invencion incluye vectores de
expresion recombinantes que comprenden cualqueedasdmoléculas de acido nucleico
mencionadas anteriormente, es decir, moléculagide aucleico que codifican cualquiera
de las secuencias de HCVR, LCVR y/o CDR como semxp en la Tabla 1. También se
incluye dentro del alcance de la presente invencé&ulas hospederas en las que se han
introducido tales vectores, asi como los métodoa peoducir los anticuerpos o porciones
de los mismos mediante el cultivo de las célulagpbderas en condiciones que permiten la
produccion de anticuerpos o fragmentos de antiosespla recuperaciéon de los anticuerpos
y fragmentos de anticuerpo asi producidos.

[0051] La presente invencion incluye anticuerpos anti-GQ@& tienen un patrén de
glicosilacion modificado. En algunas formas deiraaion, puede ser Gtil la modificacion
para eliminar sitios de glicosilacion indeseabbeqor ejemplo, un anticuerpo que carece de
la presencia de un resto de fucosa en la cadeabgdsacaridos, para aumentar la funcién
de citotoxicidad celular dependiente de anticue(p@¥CC) (véase Shielet al., 2002) 277:
26733). En otras aplicaciones, se puede real@anddificacion de galactosilacion para

modificar la citotoxicidad dependiente del completog CDC).

[0052] En un tercer aspecto, la invencion proporciona agraposicion farmacéutica que
comprende un anticuerpo humano recombinante o fatgmdel mismo, que se une
especificamente a GCG y un portador farmacéuticeameweptable. En un aspecto
relacionado, la invencién caracteriza una comp@sjcgue es una combinaciéon de un
anticuerpo anti-GCG y un segundo agente terapélitauna forma de realizacion, el
segundo agente terapéutico es cualquier agentesegw®mbina ventajosamente con un

anticuerpo anti-GCG.
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[0053] En una forma de realizacion, el segundo agentpéat&o puede ser un agente capaz
de reducir la glucosa en sangre o reducir al menasintoma en un paciente que sufre de
una enfermedad o afeccidn caracterizada por nie¢deados de glucosa en sangre, tal como

diabetes mellitus.

[0054] En ciertas formas de realizacion, el segundo agerapéutico puede ser un agente
gue ayuda a contrarrestar o reducir cualquier/sgalera posible(s) efecto(s) secundario(s)
asociado(s) con el anticuerpo o fragmento de uml6antigeno de un anticuerpo de la
invencion, si dicho(s) efecto(s) se presenta(n).efamplo, en el caso de que cualquiera de
los anticuerpos anti-GCG aumente los niveles dédfpo colesterol, puede ser beneficioso
administrar un segundo agente que sea efectivo neahacir los niveles de lipidos o
colesterol.

[0055] EI segundo agente terapéutico puede ser un farm@cmolécula pequefia, una
proteina/polipéptido, un anticuerpo, una moléce@addo nucleico, tal como una molécula
antisentido, o un ARNSsi. El segundo agente terag@uyiuede ser sintético o derivado

naturalmente.

[0056] En una forma de realizacion, el segundo agentpéat&o puede ser un antagonista
del receptor del glucagon, o un segundo antagodétglucagon, tal como otro anticuerpo
del glucagdén, como los descritos en el presentardento, o un anticuerpo que es diferente
de los anticuerpos descritos en el presente dodomEambién se podra apreciar que los
anticuerpos y composiciones farmacéuticamente alokgst de la presente invencion se
pueden emplear en terapias de combinacion, es, desiranticuerpos y composiciones
farmacéuticamente aceptables pueden administramsdténeamente, antes o después de
uno 0 mas de otros agentes terapéuticos o proaattimsimédicos deseados. La combinacion
particular de terapias (agentes terapéuticos cegiogentos) que se desea emplear en un
régimen de combinacion tendra en cuenta la comjiddit de los agentes terapéuticos y/o
procedimientos deseados y el efecto terapéuticasguiesea conseguir. También se podra
apreciar que las terapias empleadas pueden conseg@fecto deseado para el mismo
trastorno (por ejemplo, un anticuerpo puede admnarse simultaneamente con otro agente
usado para tratar el mismo trastorno), o puedereguir efectos diferentes (por ejemplo,

control de cualquier efecto adverso). Como se esaeal presente documento, los agentes
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terapéuticos adicionales que se administran norerdkm para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccion en particular, son apropipdos la enfermedad o afeccion que se
esta tratando.

[0057] En una forma de realizacion, los anticuerpos aftGle la invencion pueden usarse
en combinacion con uno o mas de los siguienteagniiahtos para la diabetes actualmente
disponibles. Estos incluyen una biguanida (metfoa)i una sulfonilurea (tal como
gliburida, glipizida), un agonista del receptor gaanactivado por el factor proliferador de
peroxisomas (PPAR) (por ejemplo pioglitazona, rddsigona), un inhibidor de alfa
glucosidasa (por ejemplo, acarbosa, voglibosa). ttatkamientos adicionales incluyen
tratamientos inyectables tales como un agonistpélgido similar al glucagén tipo 1 o un
analogo de éste (por ejemplo, BYETTA® (exenatid®)CTOZA® (liraglutida),
TANZEUM™ (albiglutida), TRULICITY™ (dulaglutida) & YXUMIA® (lixisenatida)), o

con un analogo de amilina, tal como SYMLIN® (pramtitia).

[0058] En ciertas formas de realizacién, la composiciéadguincluir un segundo agente
seleccionado del grupo que consiste de secretagdigbetos a sulfonilurea, insulina,
analogos de insulina, incluyendo los de acciérdafpor ejemplo, Lispro, Aspart, Glulisina)
y los de accion prolongada (por ejemplo, insulireeir, insulina Degludec, o la insulina
Glargina, polipéptidos exendin-4, agonistas deépémr adrenérgico beta 3, agonistas de
PPAR, un inhibidor de dipeptidil peptidasa IV(DPP-gor ejemplo, saxagliptina
(ONGLYZA®), sitaliptin (JANUVIA®), y vildagliptina (GALVUS®)), un inhibidor del
cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2) (pojenmplo, INVOKANA™
(canaglifozina)), @ FORXIGA® (dapagliflozina), empdlgizina, ipragliflozina,
tofogliflozina, estatinas y combinaciones que camn estatinas, inhibidores de la absorcion
del colesterol y/o re-absorcion de acidos biliarastagonistas de colesterol LDL,
antagonistas de la proteina de transferencia deeégde colesterol, antagonistas del receptor
de endotelina, antagonistas de la hormona delnoresio, sensibilizadores de insulina,
miméticos o agonistas de amilina, antagonistasret@ptor cannabinoide, agonistas del
péptido similar al glucagon tipo 1, melanocortinagonistas del receptor de la hormona
concentradora de melanina, IRSNs, un miméticoairbf 21 de crecimiento de fibroblastos
(FGF21) (véase, por ejemplo, US20110002845 y US2PeB236), un antagonista del
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receptor del factor 1c de crecimiento de fibrolas{FGFR1c) (Véase, por ejemplo,
US20110150901), un inhibidor de la formacion dedpatos finales de la glicaciéon
avanzada, tal como, pero no limitados a, aminoglirzaj e inhibidores de la proteina tirosina

fosfatasa.

[0059] En ciertas formas de realizacion, la composicioadpuincluir un segundo agente
para ayudar a reducir los niveles de lipidos oaliesterol y puede incluir un agente tal como
un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coemaa A (HMG-CoA) (por ejemplo, una
estatina tal como atorvastatina, (LIPITOR®), fluaima (LESCOL®), lovastatina
(MEVACOR®), pitavastatina (LIVALO®), pravastatin® RAVACHOL®), rosuvastatina
(CRESTOR®) y simvastatina (ZOCOR®) y similares.efttativamente, los anticuerpos de
la invencién se pueden combinar con un agente dalocVYTORIN®, que es una

preparacion de una estatina y otro agente, tal @ratmiba/simvastatina.

[0060] En ciertas formas de realizacion, puede ser beosfiadministrar los anticuerpos
de la invencién en combinacién con uno cualquienads de los siguientes: (1) niacina, la
gue aumenta el catabolismo de las lipoproteinasfifatos o acidos carboxilicos
anfipaticos, que reducen el nivel de lipoproteidasbaja densidad (LDL), mejoran las
lipoproteina de alta densidad (HDL) y los nivelegriglicéridos (TG), y reducen el nUmero
de infartos de miocardio no fatales; y (3) activadalel factor de transcripcion de LXR que
tiene un papel en la eliminacién del colesterol, damo, del 22-hidroxicolesterol, o
combinaciones fijas como VYTORIN® (ezetimiba maswastatina); una estatina con una
resina de la bilis (por ejemplo, colestiraminagstipol, colesevelam), una combinacion fija
de niacina mas una estatina (por ejemplo, niacoralovastatina); o con otros agentes
reductores de lipidos tales como ésteres etiliedeslacidos grasos omega-3 (por ejemplo,
Omacor). Ademas, el segundo agente terapéuticoepgerduno o mas de otros inhibidores
de glucagon o del receptor de glucagon, asi combién inhibidores de otras moléculas,
tales como la proteina 3 de tipo angiopoyetina (RNG3), proteina 4 de tipo angiopoyetina
(ANGPTL4), proteina 5 de tipo angiopoyetina (ANGPBJ Lproteina 6 de tipo angiopoyetina
(ANGPTLS), proteina 8 de tipo angiopoyetina (ANGBJLque estan involucradaos en el

metabolismo de los lipidos, en particular, en lanbostasis del colesterol y/o los
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triglicéridos. Los inhibidores de estas molécutaduyen moléculas pequefias y anticuerpos

que se unen especificamente a estas moléculagydalo su actividad.

[0061] En ciertas formas de realizacion, puede ser beosfiadministrar los anticuerpos

anti-GCG de la invencién en combinacién con un@aidcleico que inhibe la actividad de

hPCSKY9, tal como una molécula antisentido, un ARNcadena doble, o una molécula de
ARNSsi. Ejemplos ilustrativos de moléculas de aamleleico que inhiben la actividad de

PCSK9 se describen en US2011/0065644, US2011/08399%$2008/0015162 (ahora

US9045754) y US2007/0173473.

[0062] En ciertas formas de realizacion, puede ser beosfiadministrar los anticuerpos
anti-GCG de la invencion en combinacion con uncaetipo que se une especificamente a
hPCSK9 e inhibe su actividad, en donde dichos aejios acttan para reducir los niveles
de lipidos o colesterol. Ejemplos ilustrativos déiaierpos anti-hPCSK9 se describen en
US2010/0166768 (ahora US8062640). El anticuergadisque se une especificamente a
PCSK9 humana, o un fragmento de unién a antigehmideno, se pueden administrar en
una dosis que varia desde alrededor de 0,01 mgégededor de 30 mg/kg. Se puede
administrar como una dosis Unica o como dosis pié#i El anticuerpo anti-hPCSK9 se
puede administrar simultaneamente con el anticuampeGCG, o se puede administrar antes

o después del anticuerpo anti-GCG.

[0063] En un cuarto aspecto, la invencion presenta urwaTpo humano anti-hGCGR o
fragmento de unidn a antigeno de un anticuerpocquogrende una HCVR codificada por
segmentos de la secuencia de nucleotidos derivatisdecuencias de linea germing) V
Dny H, Y una LCVR codificada por segmentos de la sedaate nucledtidos derivada de

las secuencias de linea germinaly\d«, con combinaciones como se muestra en la Tabla 3.

[0064] En un quinto aspecto, la invencion presenta métpdsinhibir la actividad de GCG

utilizando un anticuerpo anti-GCG o porcién de wna antigeno del anticuerpo de la
invencién, en donde los métodos terapéuticos camprela administracién de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién fagotea que comprende un anticuerpo o

fragmento de unién a antigeno del mismo. Los aetpmns de la invencion se pueden utilizar
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para tratar cualquier afeccion o trastorno, quensgra, alivia, inhibe o previene por la

eliminacion, inhibicién o reduccién de la actividdel GCG.

[0065] En una forma de realizacion, los anticuerpos sdgruasar para prevenir la aparicion

de una enfermedad o trastorno caracterizado, ée, gar niveles elevados de glucosa en
sangre, o0 para evitar la probabilidad de desarralanfermedad o trastorno, o para mitigar
la severidad de la enfermedad o trastorno, o absien sintoma asociado con la enfermedad
o0 trastorno. Se contempla que los anticuerpos deéancion se pueden usar solos, 0 como
terapia complementaria con otros agentes o meétedoscidos por ser tratamientos

convencionales para pacientes que sufren de erdades o afecciones caracterizadas, en
parte, por niveles elevados de glucosa o cetonaarggre, tales como, pero no limitadas a,
diabetes. Tal terapia estandar puede incluir lairidtracion de liquidos, o administracién

de otros agentes farmaceuticos Utiles para rethuglucosa, cetonas, o lipidos en sangre, 0

para la reduccion de peso.

[0066] Los anticuerpos anti-GCG de la invencién puederciimar para bloquear la
interaccion entre el glucagon y su receptor, irgmbdd de este modo los efectos de elevar la
glucosa producidos por el glucagon. El uso de amiatas de glucagén, tales como los
anticuerpos descritos en el presente documentolepser un medio efectivo para alcanzar
niveles normales de glucosa, con lo que se mejopreviene uno 0 mas sintomas o
complicaciones a largo plazo asociadas con, par@e la diabetes. El uso de antagonistas
de glucagon, tales como los anticuerpos descritad presente documento, también puede
ser un medio efectivo para alcanzar niveles norsnddeglucosa en pacientes no diabéticos
gue experimentan hiperglucemia como resultado ddicmnes o trastornos no relacionados
con la diabetes, tales como la hiperglucemia peraipria (hiperglucemia observada en los
pacientes justo antes de la cirugia o despuésarufia). En ciertas formas de realizacion,
en los métodos de reduccion de los niveles de giuodos niveles de cetona en sangre en la
cetoacidosis diabética se contempla el uso dertisuarpos de la invencion. En ciertas
formas de realizacion, en los métodos de tratamieet los pacientes para lograr una
reduccion en el peso corporal, o para preveniugleato de peso, 0 para mantener un peso

corporal normal, también contempla el uso de ldE@erpos de la invencion.
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[0067] Los anticuerpos de la presente invencion puedentses para mejorar afecciones
tales como, por ejemplo, intolerancia a la glucosa&sidad, o para prevenir el aumento de
peso, o para el tratamiento de afecciones dialséticeara prevenir o reducir la severidad de
una o mas complicaciones a largo plazo asociadagacdiabetes, tales como nefropatia,
neuropatia, retinopatia, cataratas, accidente ram@bcular, aterosclerosis, alteracion de la
cicatrizacion de las heridas y otras complicaciasexiadas con la diabetes, conocidas por

los expertos en la técnica.

[0068] En una forma de realizacion, los anticuerpos devancion pueden usarse para el
tratamiento de la hiperglucemia por estrés, o peggenir la probabilidad de aparicion de
hiperglucemia por estrés en un paciente, (tambd@oada como “hiperglucemia inducida
por estrés”), comprendiendo el método administrarura paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicion gogende un anticuerpo de glucagon de
la invencién, en donde el paciente presenta nive®sdos de glucosa en sangre causados
0 exacerbados por, uno o mas estimulos que indegteds 0 uno o mas de estimulos que
inducen la elevacion de la glucosa. En una formaedézacion, el paciente se identifica
sobre la base de que presenta un nivel de glucosarggre mayor que alrededor de 140
mg/dL.

[0069] En una forma de realizacion, el estimulo inductoesitrés o el estimulo elevador de
la glucosa se selecciona entre el grupo que ceramstdiabetes pre-existente de tipo 1 o de
tipo 2; deshidratacion hiperténica; infusion de oassores de catecolamina; tratamiento
con glucocorticoides; obesidad; envejecimiento; iattracion excesiva de
dextrosa; nutricion parenteral, nutricion entepancreatitis; septicemia; derrame cerebral;
traumatismo craneoencefalico; hipotermia; hipoxemiamia; cirrosis; anestesia; estancias
hospitalarias preoperatoria o postoperatoria (gipeemia perioperatoria); admision en una
sala de emergencia, un centro de trauma, o unadid cuidados intensivos; estancias
hospitalarias prolongadas; procedimientos quirdsgicna infeccion; o una enfermedad

cronica.

[0070] Otras afecciones o trastornos que se pueden ¢@tdos métodos terapéuticos de la
invencion incluyen la cetoacidosis diabética, tgheremia perioperatoria, hiperglucemia en

el paciente en una unidad de cuidados intensivibgjrane diabético hiperosmolar
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hiperglucémico, hiperglucemia en pacientes con quemas, hiperglucemia es pacientes que
sufren de una afeccion cardiaca, hiperinsulinersiadrome metabdlico, sindrome de
resistencia a la insulina, glucosa en ayunas diera la hiperglucemia asociados con

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipeidipmia, y dislipidemias en general.

[0071] Los métodos terapéuticos de acuerdo con este agpetd invencion comprenden la
administracion de una cantidad terapéuticamentgiedede una composicion farmacéutica
que comprende un anticuerpo o fragmento de uni@nt@eno de un anticuerpo de la
invencion a un sujeto que lo necesita. El trasttmatado es cualquier enfermedad o afeccion

que se mejora, alivia, inhibe o previene al diangtd5CG.

[0072] Los anticuerpos pueden ser Utiles para el tratamig pacientes con glucagonoma
inoperable (tumor endocrino pancreatico con o giterea necrolitico migratorio e

hiperglucemia).

[0073] Los anticuerpos de la invencion se pueden usar demapia a corto plazo en un

entorno agudo, o pueden ser concebidos para @ lasgo plazo como terapia crénica.

[0074] Otras formas de realizacion se pondran de marofegtartir de una revision de la

descripcion detallada que se entrega a continuacion
DESCRIPCION DETALLADA

[0075] Antes de describir la presente invencion, se debtender que esta invencién no se
limita a los métodos particulares y las condicioaegerimentales descritas, ya que tales
métodos y condiciones pueden variar. Debe entsedambién que la terminologia usada
en este documento se usa solo con el propdsitesteibir formas de realizacion particulares,
y no pretende ser limitante, ya que el alcanceadprésente invencidn estara limitado

Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

[0076] A menos que se defina lo contrario, todos los téositécnicos y cientificos usados
en este documento tienen el mismo significado eqiierede comunmente una persona con
conocimientos normales en la técnica a la que pecte esta invencion. En el presente

documento, el término “alrededor de”, cuando seeng&ferencia a un valor numérico citado
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particular, significa que el valor puede variardies| valor indicado en no mas de un 1%. Por
ejemplo, tal como se usa en el presente documlangapresion “alrededor de 100" incluye
99 y 101 y todos los valores intermedios (por ejem@B,1; 99,2; 99,3; 99,4, etc.).

[0077] Aunque en la practica o ensayo de la presente anwese pueden usar cualesquiera
métodos y materiales similares o equivalentes aléssritos en el presente documento, a
continuacion se describen los métodos y matenatferidos. Todas las patentes, solicitudes
y publicaciones no patentes mencionadas en estan@edescriptiva se incorporan en este

documento por referencia en su totalidad.
Definiciones

[0078] “Glucagén” o “GCG”, y o términos similares, come sisan en el presente
documento, se refieren a glucagon humano (a mamseindique explicitamente que el
glucagon es de otra especie), que comprende larsgaude aminoacidos como se establece
enla SEQ ID NO: 161. Ver también los residuosrdamaacidos 53-81 del nimero de acceso
NP_002045.1.

[0079] Todas las referencias a proteinas, polipéptidosagnientos de proteinas en el
presente documento se emplean para referirseeadedn humana de la proteina, polipéptido
o fragmento de proteina respectivo, a menos quelgpie explicitamente que el glucagon
es de una especie no humana. Por lo tanto, la®&préGCG” significa GCG humano, a
menos que se indique explicitamente que el glutagdde una especie no humana, por

ejemplo, “GCG ratén”, “GCG de mono”, etc.

[0080] El término “proproteina convertasa subtilisina/kextipo 9 humana” o “hPCSK9”,
como se usa en el presente documento, se refldP€8K9 codificada por la secuencia de
acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO: 162 ytipree la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 163, o un fragmento biologicamente actie la misma.

[0081] Las formas de realizacion especificas, de los@rpos o fragmentos de anticuerpos
de la invencion puede conjugarse con un restoédeatap (“inmunoconjugado”), tal como
un segundo antagonista de GCG, o con biguanidafdmmeha), una sulfonilurea (por

ejemplo, gliburida, glipizida), un agonista PPARYgaa (por ejemplo, pioglitazona, o
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osiglitazona), un inhibidor de la alfa glucosidgsales como acarbosa, o voglibosa),
BYETTA® (péptido 1 similar al glucagon), SYMLIN® (@mlintida), o cualquier otro resto
terapéutico util para tratar una enfermedad o &accausada, en parte, por la actividad

indeseada de glucagon.

[0082] Como se usa en el presente documento, la expresiGouerpo anti-GCG” incluye
tanto anticuerpos monovalentes con una Unica dapéad, asi como anticuerpos
biespecificos que comprenden un primer brazo quese GCG y un segundo brazo que se
une a un segundo antigeno (diana), en donde e brazGCG comprende cualquiera de las

secuencias HCVR/LCVR o CDR como se establecen&aldka 1 en el presente documento.

[0083] El término “anticuerpo”, como se usa en el presdnt@imento, significa cualquier
molécula o complejo molecular de unién a antigem® cpmprende al menos una region
determinante de la complementariedad (CDR) quensesgpecificamente o interactia con
un antigeno particular (por ejemplo, GCG). El téronfanticuerpo” incluye moléculas de
inmunoglobulina que comprende cuatro cadenas patligieas, dos cadenas pesadas (H) y
dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enldisafuro, asi como multimeros de las
mismas (por ejemplo, IgM). Cada cadena pesada @meruna region variable de cadena
pesada (abreviado en este documento como HCVR) @ Wha region constante de cadena
pesada. La regién constante de cadena pesada cwmagres dominios, {1, G2 y C43.
Cada cadena ligera comprende una region variableadena ligera (abreviada en este
documento como LCVR oY y una region constante de cadena ligera. La megpdstante
de la cadena ligera comprende un dominia)d-as regiones ¥y V. pueden subdividirse
adicionalmente en regiones de hipervariabilidadpdgnadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regioges estdn mas conservadas,
denominadas regiones flanqueantes (FR). Cadg Wi se compone de tres CDR y cuatro
FR, dispuestas desde el extremo amino al extremmmxiaterminal en el siguiente orden:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4. En difereritemas de realizacién de la
invencién, las FR del anticuerpo anti-GCG (o pareié union a antigeno del mismo) pueden
ser idénticas a las secuencias de la linea gerrhumalana, o pueden estar natural o
artificialmente modificadas. Una secuencia de cossede aminoacidos se puede definir

sobre la base de un analisis side-by-side de dugsoCDRS.
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[0084] El término “anticuerpo”, como se usa en este docuo¢éambién incluye fragmentos
de unién a antigeno de moléculas de anticuerpo letasp Los términos “porcidén de union
a antigeno” de un anticuerpo, “fragmento de uniantéggeno” de un anticuerpo, y similares,
como se usa en este documento, incluyen cualqualgréptido o glicoproteina de origen
natural, enzimaticamente obtenible, sintética, temida mediante ingenieria genética, que
se une especificamente una antigeno para formeomaplejo. Los fragmentos de union a
antigeno de un anticuerpo se pueden derivar, gonm@p, de moléculas de anticuerpos
completos utilizando cualquiera de las técnicadnestr adecuadas, tales como digestion
proteolitica o técnicas recombinantes de manipbiegenética que implican la manipulacion
y la expresion de dominios variables y opcionalmeamnstantes de ADN que codifica un
anticuerpo. Tal ADN se conoce y/o esta facilmerigpahible de, por ejemplo, fuentes
comerciales, bancos de ADN (incluyendo, por ejempilaiotecas de fagos-anticuerpos), o
se pueden sintetizar. EI ADN se puede secuenam@anjpular quimicamente o mediante el
uso de técnicas de biologia molecular, por ejemgdoa organizar uno 0 mas dominios
variables y/o constantes en una configuracién adkguo para introducir codones, crear

residuos de cisteina, modificar, anadir o elimarainoacidos, etc.

[0085] Ejemplos no limitativos de fragmentos de unidn tgamo incluyen: (i) fragmentos
Fab; (ii) fragmentos F(ab")2; (iii) fragmentos Fa) fragmentos Fv; (v) moléculas de Fv
cadena sencilla (scFv); (vi) fragmentos dAb; y)(uhidades de reconocimiento minimas
que consisten en los residuos de aminoacidos qiianirta region hipervariable de un
anticuerpo (por ejemplo, una regién determinanteateplementariedad aislada (CDR) tal
como un péptido CDR3), o un péptido FR3-CDR3-FRdtrigido. Otras moléculas
disefiadas por ingenieria genética, tales comouampios de dominio especifico, anticuerpos
de dominio Unico, anticuerpos de dominio suprim@utjcuerpos quiméricos, anticuerpos
injertados con CDR, diacuerpos, triacuerpos, taggaos, minicuerpos, nanocuerpos, (por
ejemplo, nanocuerpos monovalentes, nanocuerpos lebiea, etc.), agentes
inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP®)mjrdos variables IgNAR de tiburdn,
también se incluyen dentro de la expresion “fragméee unidon a antigeno”, como se usa en

el presente documento.
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[0086] Un fragmento de union a antigeno de un anticuegeopcendera tipicamente al
menos un dominio variable. El dominio variable prieser de cualquier tamafio o
composicién de aminoacidos y comprenderd generédmainmenos una CDR, que es
adyacente a, o dentro del marco de lectura marcondeo mas secuencias de marco. En los
fragmentos de union a antigeno que tienen un domii asociado con un dominio Mos
dominios \yy VL pueden estar situados en cualquier disposicionuad@ entre si. Por
ejemplo, la regién variable puede ser dimérica texer dimeros ¥-Vu, VH -VL 0 VL -

VL . Alternativamente, el fragmento de union a amibgge un anticuerpo puede contener un

dominio W4 0 VL. monomeérico.

[0087] En ciertas formas de realizacion, un fragmentordérua antigeno de un anticuerpo
puede contener al menos un dominio variable unidalentemente a al menos un dominio
constante. Ejemplos no limitantes de configuragatedominios variables y constantes que
se pueden encontrar dentro de un fragmento de wni@mtigeno de un anticuerpo de la
presente invencion incluyen: ()xMCrl; (i) VH-Cuh2; (iii) VH-Ch3; (iv) Vu-CH1-G42; (V)
VH-CH1-G42-CH3; (Vi) WH-Ch2-Cu3; (vi) VH-Co ; (viii) V-CHl; (iX) ViL-Ch2; (X) VL-
Ch3; (Xi) VL-CH1-Ch2; (Xii) VL-Chl-Cq2- Cu3; (xili) V-CH2-Cx3;y (xiv) VL -CL. En
cualquier configuracion de los dominios variablemgstantes, incluyendo cualquiera de los
ejemplos de configuraciones enumerados anterioen&®d dominios variable y constante
pueden estar, o bien, directamente unidos entcemieden estar unidos por una region
enlazadora o bisagra completa o parcial. Una rdgsagra puede constar de al menos 2 (por
ejemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 o mas) aminoacidesdan como resultado una union flexible
o semi-flexible entre dominios variable y/o uno st@amte adyacentes en una Unica molécula
de polipéptido. Por otra parte, un fragmento dedurda antigeno de un anticuerpo de la
presente invencion puede comprender un homo-dimeeiero-dimero (u otro multimero)
de cualquiera de las configuraciones de dominiasai@ y constante mencionados
anteriormente en asociacién no covalente entre/csicgn uno 0 mas dominiosy\o

VL monomeéricos (por ejemplo, mediante uno o mas psatisulfuros).

[0088] Al igual que con las moléculas de anticuerpos cetop| los fragmentos de unién al
antigeno puede ser monoespecificos o multiespesifipor ejemplo, biespecificos). Un

fragmento de union a antigeno multiespecifico dantituerpo comprendera tipicamente al



27

menos dos dominios variables diferentes, en doada dominio variable es capaz de unirse
especificamente a un antigeno separado o a unpepitiferente en el mismo
antigeno. Cualquier formato de anticuerpo multie8w®, incluyendo los ejemplos de
formatos de anticuerpos biespecificos aqui desc¢nioede ser adaptado para su uso en el
contexto de un fragmento de unién a antigeno danticuerpo de la presente invencion

utilizando técnicas rutinarias disponibles en taigéa.

[0089] El término “anticuerpo humano”, como se usa enretgnte documento, se pretende
que incluya anticuerpos humanos de origen no ratiréérmino incluye anticuerpos que
son producidos de forma recombinante en un mamifer@umano, o en células de un
mamifero no humano. El término no pretende in@uaticuerpos aislados o generados en un

sujeto humano.

[0090] Los anticuerpos de la invencion pueden, en algdoasas de realizacion, ser
anticuerpos humanos recombinantes. El términoc¢aetpo humano recombinante”, como
se usa en el presente documento, pretende inoliistlos anticuerpos humanos que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios lecanes, tales como anticuerpos
expresados usando un vector de expresion recontbirteansfectado en una célula
hospedera (que se describe con mas detalle mamnsg)elanticuerpos aislados a partir de
una biblioteca combinatoria de anticuerpos humasasmbinantes (que se describe con mas
detalle mas adelante), anticuerpos aislados denimah (por ejemplo, un ratén) que es
transgénico para genes de inmunoglobulina humaseséy por ejemplo, Tayleral. (1992)
Nucl. Acids Res. 20: 6.287-6295) o anticuerpos g@ragos, expresados, creados o0 aislados
por cualquier otro medio que implica el corte y aimpe de secuencias génicas de
inmunoglobulina humana con otras secuencias de ADNciertas formas de realizacion,
dichos anticuerpos humanos recombinantes se sometemagéenesis vitro (o, cuando se
usa un animal transgénico para secuencias de lgriirmutagénesis somaticavivo) y

por lo tanto las secuencias de aminoacidos deelgisrres Vi y VL de los anticuerpos
recombinantes son secuencias que, aunque estéiomaldas con secuencias de WV, de
linea germinal humana, pueden no existir de forataral dentro del repertorio de la linea

germinal de anticuerpos humanoivo.
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[0091] Los anticuerpos humanos pueden existir en dos fqua estan asociadas con la
heterogeneidad de la bisagra. En una forma, unéawlal de inmunoglobulina comprende
un constructo de cuatro cadenas estable de alneded®0 a 160 kDa en el que los dimeros
se mantienen unidos por un enlace disulfuro intesxzaio entre cadenas pesadas. En una
segunda forma, los dimeros no estan unidos a tdevéslaces disulfuro intracatenarios y se
forma una molécula de alrededor de 75 a 80 kDa nestp de una cadena pesada y ligera
acopladas de forma covalente (medio-anticuerpaasBermas han sido extremadamente

dificiles de separar, incluso después de la pagian por afinidad.

[0092] La frecuencia de aparicion de la segunda formawvemsibs isotipos de IgG intacta se
debe, pero no est4 limitada, a diferencias estraletsiasociadas con el isotipo de la region
bisagra del anticuerpo. Una sustituciéon de un sohinoacido en la region bisagra de la
bisagra de IgG4 humana puede reducir significatergmla aparicion de la segunda forma
(Angalet al. (1993) Molecular Immunology. 30:105) a los nivele@smalmente observados
usando una bisagra de IgG1 humana. La presentedidveabarca anticuerpos que tienen
una o mas mutaciones en la bisagra, regi#hd3G:3, lo que por ejemplo puede ser deseable

en la produccion, para mejorar el rendimiento defiama anticuerpo deseado.

[0093] El término “se une especificamente” o “especificai®ese une a”, o similares,
significa que un anticuerpo o fragmento de uni@midgeno del mismo forma un complejo
con un antigeno que es relativamente estable bajdicgones fisiologicas. La union
especifica puede caracterizarse por una constanégulibrio de disociacion de al menos
alrededor de 1 x 1OM o menos (por ejemplo, unaknas pequefia denota una union mas
fuerte). Los métodos para determinar si dos modécae unen especificamente son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejempladlisis de equilibrio, resonancia de
plasmones superficiales, y similares. Como se tdes@n el presente documento, los
anticuerpos han sido identificados por resonaneigldsmones superficiales, por ejemplo,
BIACORE™, que se unen especificamente a GCG. Addosaanticuerpos multiespecificos
qgue se unen a la proteina GCG y a uno 0 mas aofgedicionales o un anticuerpo
biespecifico que se une a dos diferentes regian&315, se consideran, aun asi, anticuerpos

que “especificamente se unen a”, tal como se ushmesente documento.
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[0094] Los anticuerpos de la invencion pueden ser anposerislados. Un “anticuerpo
aislado”, como se usa en el presente documentaifisgy un anticuerpo que ha sido
identificado y separado y/o recuperado desde alommem componente de su entorno
natural. Por ejemplo, un anticuerpo que ha sidarseld o extraido de al menos un
componente de un organismo, o de un tejido o uldacén donde el anticuerpo existe o se
produce de forma natural, es para los propdésitola ggesente invencion un “anticuerpo
aislado”. Un anticuerpo aislado también incluyeamticuerpoin situ dentro de una célula
recombinante. anticuerpos aislados son anticueqpe$ian sido sometidos al menos a una
etapa de purificacion o aislamiento. De acuerdo cemtas formas de realizacion, un
anticuerpo aislado puede estar sustancialment dierotro material celular y/o productos

quimicos.

[0095] Los anticuerpos anti-GCG descritos en este docunprdde comprender una 0 mas
sustituciones, inserciones y/o deleciones de arnidoga en las regiones marco y/o CDR de
los dominios variables de cadena pesada y ligaasTmutaciones se pueden determinar
facilmente mediante la comparacion de las secugrd@#aaminoacidos descritas en este
documento y secuencias disponibles, por ejemplbases de datos publicas de secuencias
de anticuerpos. Una vez obtenido, los anticuerpagmentos de union a antigeno que
contienen una o mas mutaciones se pueden songrieago facilmente para determinar una
0 més propiedades deseadas, tal como, especifidedadion aumentada, mayor afinidad de
union, propiedades bioldgicas antagonistas o ag@nmejoradas o aumentadas (segun sea
el caso), inmunogenicidad reducida, etc. Dentria geesente invencion estan comprendidos

los anticuerpos y fragmentos de union a antigetenados de esta manera general.

[0096] La presente invencién también incluye anticuerpn8-@CG que comprenden

variantes de cualquiera de las secuencias de aomilosade HCVR, LCVR, y/o CDR

descritas en este documento que tiene una o misiGioses conservadoras. Por ejemplo,
la presente invencion incluye anticuerpos anti-G§L@ tienen secuencias de aminoécidos
de HCVR, LCVR, y/o CDR con, por ejemplo, 10 o mer®&s menos, 6 0 menos, 4 0 menos,
etc. sustituciones conservadoras de aminoacidosomiparacion con cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de HCVR, LCVR, y/o CRIRadas en la Tabla 1 en el presente

documento.
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[0097] Un “anticuerpo blogueante” o un “anticuerpo neugeaite”, como se usa en el
presente documento (0 un “anticuerpo que neutrdéizactividad de GCG”), pretende
referirse a un anticuerpo cuya union al glucagopide o bloguea la unién de éste ultimo
con el receptor de glucagon, lo que resulta emlbicion de al menos una actividad
biologica del GCG. Por ejemplo, un anticuerpo danancion puede ayudar a prevenir el
aumento de los niveles de glucosa en sangre asscianh la elevacion de los niveles de
glucagon. Alternativamente, un anticuerpo de laemdn puede demostrar tener la
capacidad de bloquear la produccion de AMPc eruestp al glucagon. Esta inhibicion de
la actividad biologica del GCG se puede evaluar iamtd la medicion de uno o mas
indicadores de actividad bioldgica de GCG medianteo mas de varios ensayos estandares

invitro oin vivo conocidos en la técnica.

[0098] EIl término “resonancia de plasmones superficialesimo se usa en el presente
documento, se refiere a un fenomeno Optico que ifered andlisis de interacciones
biomoleculares en tiempo real mediante la detecd@alteraciones en las concentraciones
de proteinas dentro de una matriz de biosensogjemplo, usando el sistema BIACORE™

(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y PiscataiNd).

[0099] El término “Kp”, como se usa en el presente documento, preterfddrse a la

constante de equilibrio de disociacion de una atgon particular anticuerpo-antigeno.

[0100] El término “epitopo” se refiere a un determinamégenico que interactia con un
sitio de unidn a antigeno especifico en la regianable de una molécula de anticuerpo
conocida como un paratopo. Un solo antigeno puster imas de un epitopo. Por lo tanto,
diferentes anticuerpos pueden unirse a diferemeaséde un antigeno y pueden tener
diferentes efectos biolégicos. Los epitopos pueden ya sea, conformacionales o
lineales. Un epitopo conformacional es producidor @oninoacidos espacialmente
yuxtapuestos pertenecientes a diferentes segmeetds cadena polipeptidica lineal. Un
epitopo lineal es uno producido por residuos denaatidos adyacentes en una cadena
polipeptidica. En ciertas circunstancias, un epifjmpede incluir restos de sacaridos, grupos

fosforilo, o grupos sulfonilo en el antigeno.
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[0101] El término “identidad sustancial” o “sustancialmeidénticos”, cuando se refiere a
un acido nucleico o fragmento del mismo, indica, quendo se alinean 6ptimamente con
inserciones o supresiones nucleotidicas apropfaelate a otro acido nucleico (o su cadena
complementaria), hay una identidad de secuenciraudieotidos en al menos alrededor de
95%, y mas preferentemente al menos alrededor %e 98%, 98% 0 99% de las bases
nucleotidicas, identidad medida por cualquier algur bien conocido de identidad de
secuencia, tal como FASTA, BLAST o Gap, como seulesa continuacién. Una molécula
de acido nucleico que tiene una identidad susteograuna molécula de acido nucleico de
referencia puede, en ciertos casos, codificar lipguiido que tiene la misma secuencia de
aminoacidos o una sustancialmente similar a lpdigbéptido codificado por la molécula

de acido nucleico de referencia.

[0102] Tal como se aplica a polipéptidos, la expresionmilgiud sustancial” o
“sustancialmente similaresa” significa que dos eacias peptidicas, cuando se alinean
Optimamente, tal como mediante el programas GAFESTE-IT usando los pesos de los
huecos por defecto, comparten una identidad deesermide al menos 95%, incluso mas
preferentemente una identidad de secuencia deradsr@#8% o 99%. Preferentemente, las
posiciones de residuos que no son idénticos difipi@ sustituciones conservadoras de
aminodacidos. Una “sustitucion conservadora de aacidos” es una en la que un residuo de
aminodcido esté sustituido por otro residuo de aatito que tiene una cadena lateral (grupo
R) con propiedades quimicas similares (por ejengaoga o hidrofobicidad). En general,
una sustitucion conservadora de aminoacidos no ieafnsustancialmente las propiedades
funcionales de una proteina. En los casos en gaeodmas secuencias de aminoacidos
difieran entre si por sustituciones conservadoebgorcentaje de identidad o grado de
similitud de secuencia pueden ajustarse haciasgpaba corregir la naturaleza conservadora
de la sustitucion. Los medios para realizar est&t@json bien conocidos por los expertos en
la técnica. Véase, por ejemplo, Pearson (1994) ddistMol. Biol. 24: 307-331, incorporada
aqui como referencia. Ejemplos de grupos de amitasicjue tienen cadenas laterales con
propiedades quimicas similares incluyen (1) caddéstasales alifaticas: glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; (2) cadenas lateidgsdroxilo alifaticas: serina y treonina; (3)
cadenas laterales que contienen amida: asparagightgmina; (4) cadenas laterales

aromaticas: fenilalanina, tirosina y triptofano} €adenas laterales basicas: lisina, arginina e
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histidina; (6) cadenas laterales acidas: aspaytgtatamato, y las (7) cadenas laterales que
contienen azufre son cisteina y metionina. Los g@gupminoacidicos de sustitucion
conservadora preferidos son: valina-leucina-isoteydenilalanina-tirosina, lisina-arginina,
alanina-valina, glutamato-aspartato, y asparagio@gina. Como alternativa, un
reemplazo conservador es cualquier cambio que tengaalor positivo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250 divulgada en Goneteal. (1992) Science 256: 1443-
1445, incorporada aqui por referencia. Un reemplazoderadamente conservador” es

cualquier cambio que tenga un valor no negativiaenatriz de probabilidad PAM250.

[0103] En el caso de los polipéptidos, la similitud deusecia, que también se denomina
identidad de secuencia, se mide tipicamente ussoftiware de analisis de secuencia. El
software de analisis de proteinas compara secsesiaidares usando medidas de similitud
asignadas a diversas sustituciones, deleciones rgs amodificaciones, incluyendo
sustituciones de aminoacidos conservadoras. Pampije software GCG contiene
programas tales como Gap y Bestfit, que se puetileraucon los parametros por defecto
para determinar homologia de secuencia o identiadsecuencia entre polipéptidos
estrechamente relacionados, tales como polipéptidosdlogos de diferentes especies de
organismos, o entre una proteina de tipo salvaj@ay muteina de la misma. Véase, por
ejemplo, GCG Version 6.1. Las secuencias polipapatsdtambién pueden compararse
usando FASTA empleando parametros predeterminadesomendados, un programa en
GCG Version 6.1. FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FAS3)Aproporciona alineaciones y
porcentaje de identidad de secuencia de las regiome la mejor superposicion entre las
secuencias de consulta y la de busqueda (Pear808)&pra). Otro algoritmo preferido
cuando se compara una secuencia de la invenciamneobase de datos que contiene un gran
namero de secuencias de diferentes organismos @sogiama informatico BLAST,
especialmente BLASTP o TBLASTN, utilizando parametmpor defecto. Véase, por
ejemplo, Altschulkt al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 y Altschefl al. (1997) Nucleic
Acids Res. 25: 3389-402, cada uno incorporado endesumento por referencia.

[0104] Por la frase “cantidad terapéuticamente efectiv&’estiende una cantidad que
produce el efecto deseado para el que se administreantidad exacta dependera de la

finalidad del tratamiento, y sera determinable worexperto en la técnica usando técnicas
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conocidas (véase, por ejemplo, Lloyd (1999) The, Atience and Technology of

Pharmaceutical Compounding).

[0105] El término “nivel de glucosa sanguinea”, o “nivelglucosa en sangre” se refiere a
la concentracion de glucosa en la sangre. En simtmas de realizacion, un nivel de glucosa
en sangre es un nivel de glucosa en plasma. Lagduen plasma se puede determinar de
acuerdo con Etged al., (Metabolism 2000; 49(5): 684-688) o se calculgadir de una
conversién de la concentracion de glucosa en sdat@ede acuerdo con D'Orazibal.,
(Clin. Chem. Lab. Med. 2006; 44(12): 1486-1490).

[0106] Los “niveles normales de glucosa” se refieresavialores medios de glucosa en
plasma en los seres humanos de menos de alredetiod ang/dL para los niveles de ayuno,
y menos del 110-120 mg/dL para los niveles pospasexide 2 horas o 125 mg/dL para
glucosa al azar. La glucosa en plasma se puedamilese de acuerdo con Etgehal.,
(Metabolism 2000; 49(5): 684-688) o se calcula atipale una conversion de la
concentracién de glucosa en sangre total de acwerd®'Orazicet al., (Clin. Chem. Lab.
Med. 2006; 44(12): 1486-1490). En ciertas formasremizacion de la invencion, los
anticuerpos anti-GCG pueden ser Utiles para redasiniveles de glucosa en sangre a

valores dentro del intervalo normal.

[0107] El término “nivel de glucosa sanguinea elevadahio€les elevados de glucosa en
sangre” se entendera como un nivel elevado de sgueo la sangre, como el que se encuentra
en un sujeto que tiene un nivel basal clinicameateropiado e hiperglucemia postprandial,
o tal como la que se encuentra en un sujeto emukebp de tolerancia a la glucosa oral
(oGTT), con “niveles elevados de glucosa en sangiyjores que alrededor de 100 mg/dL
cuando se analiza en condiciones de ayuno, y ntpyalrededor de 200 mg/dL cuando se

analiza a la 1 hora.

[0108] El término “hiperglucemia por estrés”, que se zdilde forma intercambiable con

“hiperglucemia inducida por estrés”, se refierena aondicidén en la que un paciente sufre
de un aumento transitorio de la glucosa en samgfetQ mg/dL) que esta temporalmente
asociado a estrés o a una lesion o enfermedad .dgudperglucemia por estrés puede

ocurrir en pacientes con o0 sin antecedentes deetgdimblLa causa se cree que esta
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directamente relacionada con el estrés de la erflachmédica subyacente, la anestesia,

cirugia o trauma.

[0109] La hiperglucemia por estrés es el resultado dagd@ser exacerbada por, uno o méas
de los siguientes factores de riesgo, afeccionesapias: la diabetes preexistente tipo 1 o
tipo 2; deshidratacion hipertonica; infusion deomresores de catecolamina; tratamiento
con glucocorticoides; obesidad; envejecimiento; iatgttacion excesiva de dextrosa;
nutricion parenteral, nutricion enteral, pancrégtitsepticemia; derrame cerebral;
traumatismo craneoenceféalico; hipotermia; hipoxemiamia; cirrosis; anestesia; estancias
hospitalarias preoperatoria o postoperatoria (gipeemia perioperatoria); admision en una
sala de emergencia, un centro de trauma, o unadid cuidados intensivos; estancias
hospitalarias prolongadas; procedimientos quirdgiaina infeccion; o una enfermedad

cronica.

[0110] El término “estado critico”, como se usa en el @ngs documento, se refiere
generalmente a un paciente que sufre de una emfadn&astorno, lesion, cirugia, u otra
condicion que requiere el tratamiento o seguimi@mana unidad de cuidados criticos, 0
una unidad de cuidados intensivos de un hospitaklEsentido mas amplio, el término
paciente “critico”, como se usa en el presente mhecio, se refiere a un paciente que ha
sufrido o esté en riesgo de sufrir una falla orgasimple o multiple aguda que amenaza la
vida. Un paciente criticamente enfermo puede sépaciente diabético”, por ejemplo, un
paciente que ha sido diagnosticado de diabeteslosarsayos estandar conocidos por los
expertos en la técnica; o un “paciente no diab&tjppor ejemplo, un paciente que ha sido
diagnosticado como no diabético usando métodoadsstas conocidos por los expertos en

la técnica.

[0111] El término “no criticamente enfermo”, o “no criticee refiere a un paciente
hospitalizado que sufre de una enfermedad, trastmestado que no requiere tratamiento o
el seguimiento en una unidad de cuidado criticoniolad de cuidados intensivos de un
hospital. En su sentido mas amplio, el término gr&ei “no critico”, como se usa en el
presente documento, se refiere a un paciente gima soifrido 0 que no esta en riesgo de
sufrir una falla organica simple o multiple agudartal debido a una enfermedad, lesion,

procedimiento quirdrgico, o cualquier otra condicio
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[0112] EI término “Unidad de Cuidados Intensivos” (UCInham se denomina el presente

documento), tal como se utiliza aqui, se refiele @arte de un hospital donde son tratados
los pacientes criticamente enfermos. Esto puedar\de un pais a otro e incluso de hospital
en hospital y esta parte del hospital puede quseaonecesaria, oficialmente, llevara el
nombre de “Unidad de Cuidados Intensivos” o undutaion o derivacion la misma. El

término “unidad de cuidados intensivos” tambiénreutualquier unidad de salud que trata
a los pacientes con enfermedades potencialmentle®igue requieren una constante
estrecha y estrecha vigilancia y apoyo del equige ynedicamentos con el fin de mantener

las funciones corporales normales.

[0113] El término “tratar” o “tratamiento”, como se usaapresente documento, se refiere
a un enfoque para obtener resultados clinicos loérsds 0 deseados. Para los fines de esta
invencion, los resultados clinicos beneficiosogseddos incluyen, pero no estan limitados
a, uno o mas de los siguientes: mejora de la gluenssangre dentro de alrededor de 80 a
180 mg/dL, o hasta dentro de alrededor de 80 amigddL o una mejora en una o varias
afecciones, enfermedades o sintomas asociadosltandéss de niveles elevados de glucosa
en sangre, incluyendo, pero no limitados a, laepitulidad a infecciones, insuficiencia
organica, discapacidad después de accidente ceaslordar, polineuropatia, arritmia, o
mortalidad en los pacientes. Ademas, “tratar” coa antagonista/anticuerpo de glucagon de
la invencidn puede dar lugar a un resultado clibeoeficioso o deseado, que puede incluir
una mejora en el nivel de glucosa en sangre deletnan intervalo alrededor de 80 a 180
mg/dL, o hasta de alrededor de 80 a 140 mg/dL uaiguier afeccion o enfermedad que
resulta de la exposicidén a cualquiera de uno odeésn estimulo inductor de estrés o un
estimulo elevador de la glucosa seleccionado delogue consiste en: diabetes preexistente
tipo 1 o tipo 2;deshidratacion hipertonica; infusi de vasopresores de
catecolamina; tratamiento con glucocorticoidessalaal; envejecimiento; administracion
excesiva de dextrosa; nutricion parenteral, ndinicienteral, pancreatitis; septicemia;
derrame cerebral; traumatismo craneoencefalicatéimia; hipoxemia; uremia; cirrosis;
anestesia; estancias hospitalarias preoperatoria postoperatoria (hiperglucemia
perioperatoria); admision a una sala de emergeunniaentro de trauma, o una unidad de
cuidados intensivos; estancias hospitalarias pgaldas; procedimientos quirdrgicos; una

infeccidn; o una enfermedad crénica . “Tratar” aorantagonista/anticuerpo de glucagén de
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la invencion también puede conducir a la prevend@éita aparicion de hiperglucemia por

estrés, o a la prevencién de la probabilidad de@ga de hiperglucemia por estrés.

[0114] Un “estimulo inductor de estrés”, que se utilizafdena intercambiable con un
“estimulo elevador de la glucosa”, se refiere aavento que promueve la elevacion de la
glucosa en sangre a niveles superiores a lo notmsilejemplos de un “estimulo inductor
de estrés”, o un “estimulo elevador de la glucasaeluyen uno cualquiera o mas de los
siguientes: diabetes preexistente tipo 1 o tipaexlhidratacion hipertonica; infusion de
vasopresores de catecolamina; tratamiento con ghucoides; obesidad; envejecimiento;
administracion excesiva de dextrosa; nutricion p@ral, nutricion enteral, pancreatitis;
septicemia; derrame cerebral; traumatismo craned@ico; hipotermia; hipoxemia;
uremia; cirrosis; anestesia; estancias hospitslanmeoperatoria 0 postoperatoria
(hiperglucemia perioperatoria); admision a una sla emergencia, un centro de trauma, o
una unidad de cuidados intensivos; estancias labeéts prolongadas; procedimientos

quirdrgicos; una infeccién; o una enfermedad cranic

[0115] El término “insulina”, como se usa en el presemteudnento, se refiere a la insulina
de cualquier especie tal como insulina humanalim@sporcina, insulina bovina y sales de

las mismas, tales como sales de cinc.
Union dependiente del pH

[0116] La presente invencion incluye anticuerpos anti-GE&@ caracteristicas de union
dependientes del pH. Por ejemplo, un anticuerpe@&@DG de la presente invencion pueden
presentar unién reducida a GCG a pH &cido, en cao@a con pH
neutro. Alternativamente, los anticuerpos anti-G@&la invencion pueden mostrar una
mayor union a GCG a pH éacido, en comparacién com@iliro. La expresion “pH acido”
incluye valores de pH de menos de alrededor dep6y2ejemplo, alrededor de 5,95; 5,9;
5,85; 5,8; 5,75; 5,7; 5,65; 5,6; 5,55; 5,5; 5,48; 5,35; 5,3; 5,25; 5,2; 5,15; 5,1 ; 5,05; 5,0 0
menos. En el presente documento, la expresiéon ko’ significa un pH de alrededor de
7,0 a alrededor de 7,4. La expresiéon “pH neutroluye valores de pH de alrededor de 7,0;
7,05, 7,1, 7,15;7,2; 7,25, 7,3; 7,35,y 7,4.
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[0117] En ciertos casos, “unién reducida a GCG a pH aedaomparacion con pH neutro”
se expresa en términos de una razon entre el Kalde union del anticuerpo a GCG a pH
acido y el valor I§ de unién del anticuerpo a GCG a pH neutro (o dcea). Por ejemplo,
para los propositos de la presente invencion, ssl@wonsiderar que un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo preserddwmon reducida a GCG a pH acido,
en comparacion con pH neutro” si el anticuerpcagrfiento de unién a antigeno del mismo
exhibe un razén de acido/neutro de alrededor de 3,0 o mayor. Enasegfemplos de
formas de realizacion, la razén de &cido/neutro para un anticuerpo o fragmento déruni
a antigeno de la presente invencion puede seretiedbr de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5; D11 1,5; 12,0; 12,5; 13,0; 13,5; 14,0; 14,5;
15,0; 20,0, 25,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0;,a@mayor.

[0118] Los anticuerpos con caracteristicas de union depeted del pH se pueden obtener,
por ejemplo, cribando una poblacion de anticuenpaxs detectar la unidon reducida (o
aumentada) a un antigeno particular a pH acidopeparacion con pH neutro. Ademas, las
modificaciones del dominio de union a antigeno \&elnaminoacidico pueden producir
anticuerpos con caracteristicas dependientes dePpiHejemplo, al sustituir uno 0 mas
aminoacidos de un dominio de union de antigenodmmplo, dentro de una CDR) con un
residuo de histidina, se puede obtener un antiousp una reduccién de la unién a antigeno

a pH acido con relacion al pH neutro.
Anticuerpos Anti-GCG que comprenden variantes de Fc

[0119] De acuerdo con ciertas formas de realizacion deprisente invencion, se
proporcionan anticuerpos anti-GCG que comprenddaminio Fc que comprende una o
mas mutaciones que mejoran o disminuyen la unibmmtecuerpo al receptor FcRn, por
ejemplo, a pH acido en comparacion con pH neuwo.dfemplo, la presente invencion
incluye anticuerpos anti-GCG que comprenden unaacii en la region 2 o Gi3 del
dominio Fc, en donde la o las mutaciones aumeatafididad del dominio Fc por FCRn en
un ambiente acido (por ejemplo, en un endosomaedehgH varia de alrededor de 5,5 a
alrededor de 6,0). Tales mutaciones pueden dar &uga aumento de la semivida en suero
del anticuerpo cuando se administra a un animal. éemplos no limitantes de tales

modificaciones de Fc incluyen, por ejemplo, una ificetion en la posicion 250 (por



38

ejemplo, E 0 Q); 250 y 428 (por ejemplo, L o F)2Zpor ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 (por
ejemplo, So T), y 256 (por ejemplo, S/R/Q/E/D oduna modificacién en la posicion 428
y/o 433 (por ejemplo, H/L/R/S/P/Q o K) y/o 434 (pgemplo, A, W, H, F 0 Y [N434A,
N434W, N434H, N434F o N434Y]); o una modificacidmla posicion 250 y/o 428; o una
modificacion en la posicion 307 o 308 (por ejem@l@3F, V308F), y 434. En una forma de
realizacion, la modificacion comprende una moddiéa 428L (por ejemplo, M428L) y
434S (por ejemplo, N434S); una modificacién 428914 por ejemplo, V259I), y 308F (por
ejemplo, V308F); una modificacién 433K(por ejempid 33K) y una modificacion 434 (por
ejemplo, 434Y); una modificacion 252, 254, y 256r(pjemplo, 252Y, 254T y 256E); una
modificacion 250Q y 428L (por ejemplo, T250Q y M428y una modificacion 307 y/o 308
(por ejemplo, 308F o 308P). En aun otra forma @éz&cion, la modificacion comprende
una modificacion 265A (por ejemplo, D265A) y/o umadificacion 297A (por ejemplo,
N297A).

[0120] Por ejemplo, la presente invencion incluye antipasianti-GCG que comprenden un
dominio Fc que comprende uno o0 mas pares o grugpositaciones seleccionadas del grupo
constituido por: 250Q y 248L (por ejemplo, T250QM248L); 252Y, 254T y 256E (por
ejemplo, M252Y, S254T y T256E); 428L y 434S (paneplo, M428L y N434S); 2571 y
311l (por ejemplo, P2571 y Q311l); 2571 y 434H (mpemplo, P2571 y N434H); 376V y
434H (por ejemplo, D376Vy N434H); 307A, 380A y 43{4gor ejemplo, T307A, E380A, y
N434A); y 433Ky 434F (por ejemplo, H433Ky N434FhdBas las posibles combinaciones
de las anteriores mutaciones en el dominio Fcyasanutaciones dentro de los dominios
variables de anticuerpos descritos en este docayentontemplan dentro del alcance de la

presente invencion.

[0121] La presente invencion también incluye anticuerpis@CG que comprenden una
region constante de la cadena pesadg (Guimérica, en donde la regiony Quimérica
comprende segmentos derivados de las regiongs 8 mas de un isotipo de
inmunoglobulina. Por ejemplo, los anticuerpos denkencion pueden comprender una
region Gi quimérica que comprende parte o la totalidad déamninio G2 derivado de una
molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 huntamabinada con parte o la totalidad

de un dominio @3 derivado de una molécula de IgG1l humana, IgG2anhano IgG4
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humana. De acuerdo con ciertas formas de realizatw§ anticuerpos de la invencién
comprenden una regiorh@uimérica que tiene una region bisagra quiméRoa.ejemplo,
una region bisagra quimérica puede comprender eoaencia de “bisagra superior” de
aminoacidos (residuos de aminoacidos desde lasiposs 216 a 227 de acuerdo con la
numeracion EU) derivada de una region bisagra @4 Igumana, IgG2 humana o 1gG4
humana, combinada con una secuencia de “bisagnmaorif(residuos de aminoacidos desde
las posiciones 228 a 236 de acuerdo con la nunder&di) derivada de una region bisagra
de IgG1l humana, 1IgG2 humana o IgG4 humana. De @zueon ciertas formas de
realizacion, la region bisagra quimérica compreloderesiduos de aminoacidos derivados
de una bisagra superior de una IgG1 humana o @vhgmana y residuos de aminoacidos
derivados de la bisagra inferior de una 1gG2 huménaanticuerpo que comprende una
region Gy quimérica como se describe aqui puede, en ciertasis de realizacion, presentan
funciones efectoras Fc modificadas sin afectarthegaente las propiedades terapéuticas o
farmacocinéticos del anticuerpo. (Ver, por ejemdolicitud Provisional de EE.UU. No.
61/759.578, presentada el 01 de febrero 2013 Serigeion de la cual se incorpora aqui por

referencia en su totalidad).
Caracteristicas biolégicas de los anticuerpos

[0122] La presente invencion incluye anticuerpos y fragiwede union a antigeno de los
mismos que se unen a GCG con alta afinidad. Parpdge la presente invencién incluye
anticuerpos anti-GCG que se unen GCG con upaeé&kmenos de alrededor de 5,0 nM
medida por resonancia de plasmones superficia®®s°@€ o 37 °C, por ejemplo, utilizando
un formato de ensayo tal como se define en el BE®@@n el presente documento, o0 un
ensayo sustancialmente similar. De acuerdo contasieformas de realizacion, se
proporcionan anticuerpos anti-GCG que se unen a @36 °C con unadde menos de
alrededor de 5 nM, menos de alrededor de 3 nM, smdraalrededor de 2 nM, menos de
alrededor de 1 nM, menos de alrededor de 900 pMpsde alrededor de 800 pM, menos
de alrededor de 700 pM, menos de alrededor de BDUnenos de alrededor de 500 pM,
menos de alrededor de 400 pM, o menos de alreded®®0 pM, medida por resonancia de
plasmones superficiales, por ejemplo, usando undtw de ensayo tal como se define en el

Ejemplo 3 en el presente documento, 0 un ensayargigmente similar.
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[0123] La presente invencion también incluye anticuerpfsagmentos de union a antigeno
de los mismos que se unen a GCG con una semividisagacion (t%2) de mas de alrededor
de 0,5 minutos medida por resonancia de plasmamgsfgiales a 25 °C o 37 °C, por
ejemplo, utilizando un formato de ensayo tal comdeafine en el Ejemplo 3 en el presente
documento, o un ensayo sustancialmente similaraB@erdo con ciertas formas de
realizacién, se proporcionan anticuerpos anti-GQ6 sp unen a GCG a 37 °C con un t%
mayor o igual que alrededor de 0,5 minutos, mayerarededor de 6 minutos, mayor que
alrededor de 8 minutos, mayor que alrededor de ibdtos, mayor que alrededor de 12
minutos, mayor que alrededor de 14 minutos, mayeradyededor de 16 minutos, mayor que
alrededor de 18 minutos, mayor que alrededor dmi2dtos, mayor que alrededor de 30
minutos, mayor que alrededor de 40 minutos, o m&slido por resonancia de plasmones
superficiales, por ejemplo, usando un formato d&gmtal como se define en el Ejemplo 3

en el presente documento, o0 un ensayo sustanciarsiemlar.

[0124] La presente invencion también incluye anticuerpfsagmentos de unién a antigeno
de los mismos, que unen la unién de GCG a célulasegpresan el receptor de glucagon
(GCGR) y la activacion de éstas. Por ejemplo,da@nte invencion incluye anticuerpos anti-
GCG que bloquean la union de glucagén a las cétuiasexpresan el receptor de glucagon,
con una Cky de menos de alrededor de 60pM medida utilizanflarelato de bioensayo de
GCG que se define en el Ejemplo 4 en el preserdendento, o un ensayo sustancialmente
similar. De acuerdo con ciertas formas de real@ge proporcionan anticuerpos anti-GCG
que bloquean la activacion en células que expr€&aGR, con una Cigde menos de
alrededor de 50 nM, menos de alrededor de 5,0 niposde alrededor de 1,0 nM, menos
de alrededor de 900 pM, menos de alrededor de BODOnenos de alrededor de 600 pM,
menos de alrededor de 400 pM, menos de alreded2@@pM, menos de alrededor de 100
pM, menos de alrededor de 80 pM, menos de alread60 pM, menos de alrededor de 40
pM, menos de alrededor de 20 pM medida utilizandfotmato de ensayo biol6gico como

se define en el Ejemplo 4 en el presente documenin,ensayo sustancialmente similar.

[0125] Los anticuerpos de la presente invencion puederegposna o0 mas de las
caracteristicas bioldgicas antes mencionadas, lgugaa combinacion de las mismas. La

lista anterior de caracteristicas biologicas dealttcuerpos de la invencion no pretende ser
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exhaustiva. Otras caracteristicas biologicas dantisuerpos de la presente invencion seran
evidentes para una persona de experiencia ordimai técnica a partir de una revision de

la presente descripcién, incluyendo los ejemplosat&jo de este documento.
Mapeo de epitopo y Tecnologias Relacionadas

[0126] El epitopo al que los anticuerpos de la presenenicion se unen puede consistir en
una sola secuencia contigua de 3 o mas (por eje®piph 5, 6, 7, 8,9, 10,1 1, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20 o mas) aminoacidos de wrtaipa GCG. Alternativamente, el epitopo
puede consistir en una pluralidad de amino acidoscontiguos (0 secuencias de

aminoacidos) de GCG.

[0127] Para determinar si un anticuerpo “interactia camwmas aminoacidos” dentro de
un polipéptido o proteina se pueden usar variasidgs conocidas por las personas de
experiencia normal en la técnica para. Ejemplogdeicas incluyen, por ejemplo, ensayo
de bloqueo cruzado de rutina tal como el descntdetibodies, Harlow and Lane (Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY), elisigdde Escaneo mutacional por residuos
de alanina, analisis de péptidos a través de tEshiot (Reineke, 2004, Methods Mol Biol
248:443-463), y el analisis de clivaje de péptildemas, se pueden empelar métodos tales
como la escision epitopo, la extraccion de epitppoodificacidon quimica de antigenos
(Tomer, 2000, Protein Science 9:487-496). Otro ah@tpue se puede utilizar para identificar
los aminoacidos dentro de un polipéptido con el quteractia un anticuerpo es el
intercambio de hidrégeno/deuterio detectado poedaspmetria de masas. En términos
generales, el método de intercambio de hidrogent#éde comprende marcar con deuterio
la proteina de interés y luego unir el anticuerpla @roteina marcada con deuterio. A
continuacion, el complejo de proteina/anticuerpwasssfiere a agua para permitir que ocurra
el intercambio hidrogeno-deuterio en todos losdess excepto en los residuos protegidos
por el anticuerpo (que permanecen marcados comrritBuDespués de la disociacion del
anticuerpo, la proteina diana se somete a escig@nproteasas y se analiza por
espectrometria de masas, con lo que se desculsreasiduos marcados con deuterio que
corresponden a los aminoacidos especificos coguesnteractia el anticuerpo. Véase, por
ejemplo, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 2@2):252-259; Engen y Smith (2001)
Anal. Chem. 73: 256A- 265A.
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[0128] La presente invencion incluye ademas anticuerptsG8iG que se unen al mismo

epitopo que cualquiera de los ejemplos de antiogegspecificos descritos en este
documento (por ejemplo, anticuerpos que comprer@hquiera de las secuencias de
aminoacidos presentadas en la Tabla 1 del preskaiemento). Asimismo, la presente
invencion también incluye anticuerpos anti-GCG qampiten por la unién a GCG con

cualquiera de los ejemplos de anticuerpos espesifiescritos en este documento (por
ejemplo, anticuerpos que comprenden cualquiera ade skcuencias de aminoacidos

presentadas en la Tabla 1 en el presente documento)

[0129] Se puede determinar facilmente si un anticuerpongeal mismo epitopo que un
anticuerpo de referencia anti-GCG, o compite panian con él, mediante el uso de métodos
de rutina conocidos en la técnica y ejemplificadnsel presente documento. Por ejemplo,
para determinar si un anticuerpo de prueba selunesmo epitopo que un anticuerpo anti-
GCG de referencia de la invencion, se deja quentteerpo de referencia se una a una
proteina GCG. A continuacion, se evalla la capddi@aun anticuerpo de prueba para unirse
a la molécula de GCG. Si el anticuerpo de pruebzapaz de unirse a GCG después de la
unidn con el anticuerpo de referencia anti-GCG emdiones de saturacion, se puede
concluir que el anticuerpo de prueba se une a itopepdiferente que el anticuerpo de
referencia anti-GCG. Por otro lado, si el anticoede prueba no es capaz de unirse a la
molécula de GCG después de la unién con el anfioude referencia anti-GCG en
condiciones de saturacion, entonces puede serl gméi@ierpo de prueba se una al mismo
epitopo que el epitopo unido por el anticuerpo@aG de referencia de la invencion. Puede
realizarse experimentacion de rutina adicional g@emplo, mutacion de péptidos y analisis
de unién) para confirmar si la falta de unién obada del anticuerpo de prueba se debe
realmente a la unién al mismo epitopo que el aetpude referencia o si la falta de union
observada se debe a un bloqueo estérico (u atdmieno). Los experimentos de este tipo
se puede realizar utilizando ELISA, RIA, Biacorgmetria de flujo o cualquier otro ensayo
de unién a anticuerpo cuantitativo o cualitativepdinibles en la técnica. De acuerdo con
ciertas formas de realizacidon de la presente ingandos anticuerpos se unen (o se solapan
en) al mismo epitopo si, por ejemplo, un excesb de, 10, 20 o 100 veces de un anticuerpo
inhibe la union del otro por al menos 50%, perdggentemente 75%, 90% o incluso 99%

medida por un ensayo de unién competitiva (véaseejemplo, J Junghares al., Cancer
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Res. 1990:50:1495-1502). Alternativamente, se demnaique dos anticuerpos se unen al
mismo epitopo si esencialmente todas las mutacideemminodcidos en el antigeno que
reducen o eliminan la unién de un anticuerpo redluzeeliminan la unién del otro. Se

considera que dos anticuerpos tienen “epitopogpadts” si solo un subconjunto de las
mutaciones de aminoacidos que reducen o eliminamitzn de un anticuerpo reducen o

eliminan la unién del otro.

[0130] Para determinar si un anticuerpo compite por lam® compite de forma cruzada
por la unién) con un anticuerpo anti-GCG de refei@nla metodologia de union
anteriormente descrita se lleva a cabo en dostad@mes: En una primera orientacion, se
permite que el anticuerpo de referencia se unaaapuateina GCG en condiciones de
saturacion, seguida por la evaluacién de la un@radticuerpo de prueba a la molécula de
GCG. En una segunda orientacion, se permite qamteduerpo de prueba se una a una
molécula de GCG en condiciones de saturacion, daquor la evaluacion de la union del
anticuerpo de referencia a la molécula de GCGersambas orientaciones, soélo el primer
anticuerpo (saturante) es capaz de unirse a lacoalée GCG, entonces se concluye que el
anticuerpo de prueba y el anticuerpo de referecmmapiten para la union a GCG. Como
apreciara una persona con conocimientos normalkstéonica, un anticuerpo que compite
por la unién con un anticuerpo de referencia nesetamente se une al mismo epitopo que
el anticuerpo de referencia, pero estéricamentdebquear la union del anticuerpo de

referencia uniéndose a un epitopo solapante o adigac
Preparacion de Anticuerpos Humanos

[0131] Los anticuerpos anti-GCG de la presente invencidieden ser anticuerpos

completamente humanos (de origen no natural). Lésodos para generar anticuerpos
monoclonales, que incluyen anticuerpos monoclonal@dmente humanos son conocidos
en la técnica. En el contexto de la presente indange puede utilizar cualquiera de estos
métodos conocidos para generar anticuerpos huntpreose unen especificamente a GCG

humano.

[0132] Utilizando la tecnologia de VELOCIMMUNE® (véasermjemplo, US 6.596.541,

Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) o cualgoieo método conocido para la



44

generacion de anticuerpos monoclonales, se afsldalimente anticuerpos quimeéricos con
alta afinidad por un antigeno, los que tiene ugrevariable humana y una region constante
de raton. La tecnologia VELOCIMMUNE® involucra largeracion de un raton transgénico
que tiene un genoma que comprende regiones vagidbleadena pesada y ligera humanas
unidas operativamente a loci endogenos de regiostaote de raton, de tal forma que el
ratdn, en respuesta a un estimulo antigénico, peodn anticuerpo que comprende una
region variable humana y una region constante ta.r&l ADN que codifica las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera del anpicise aisla y se une operativamente a
ADN que codifica las regiones constantes de cafdesada y ligera humanas. Entonces, el

ADN se expresa en una célula capaz de expresati@ierpo completamente humano.

[0133] En general, un raton VELOCIMMUNE® es desafiado ebantigeno de interés, y
se recuperan las células linfaticas (tales comalaiB) de los ratones que expresan
anticuerpos. Las células linfaticas se pueden fiasioon una linea celular de mieloma para
preparar lineas celulares de hibridoma inmortgleichas lineas celulares de hibridoma se
criban y se seleccionan para identificar lineasllasds de hibridoma que producen
anticuerpos especificos para el antigeno de intetéADN que codifica las regiones
variables de cadena pesada y cadena ligera pueaislado y unido a las regiones constantes
de isotipo deseable de la cadena pesada y la cédera Tal proteina de anticuerpo se
puede producir en una célula, tal como una céli® CAlternativamente, el ADN que
codifica los anticuerpos quimeéricos especificos ghantigeno o los dominios variables de
las cadenas ligeras y pesadas, se puede aisletadiente de los linfocitos especificos para

el antigeno.

[0134] Como se describe en la seccion experimental matardee los anticuerpos
quiméricos de elevada afinidad aislados que tiemarregion variable humana y una region
constante de raton, se caracterizan y se seleccttEnacuerdo a las caracteristicas deseables,
incluyendo afinidad, selectividad, epitopo, etc.s Li@&giones constantes de ratdon se
reemplazan con una region constante humana degaealgenerar el anticuerpo totalmente
humano de la invencion, por ejemplo IgG1 o IgGvesitres o modificados. Si bien la region
constante seleccionada puede variar de acuerdelamo especifico, las caracteristicas de

alta afinidad de unién a antigeno y de especifecjutar la diana residen en la region variable.
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[0135] En general, los anticuerpos de la presente invarpmdeen afinidades muy altas, por
lo general poseede alrededor de #8a 10° M, medida mediante la unién a antigeno, ya
sea inmovilizado en fase sélida o en fase de smiuci

Bioequivalentes

[0136] Los anticuerpos anti-GCG y fragmentos de anticuetpda presente invencion
abarcan proteinas que tienen secuencias de amidnedagie varian de las de los anticuerpos
descritos pero que conservan la capacidad de u@®@ humano. Tales variantes de
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos comprendano mas adiciones, deleciones, o
sustituciones de aminoacidos en comparacion cosetaiencia original, pero exhiben
actividad bioldgica que es esencialmente equivalant de los anticuerpos descritos. Del
mismo modo, las secuencias de ADN que codificaangtuerpo anti-GCG de la presente
invencion abarcan secuencias que comprenden unaad® adiciones, deleciones, 0
sustituciones de nucleétidos en comparacion ceadaencia descrita, pero que codifican un
anticuerpo anti-GCG o fragmento de anticuerpo quesencialmente bioequivalente a un
fragmento de anticuerpo o anticuerpo anti-GCG devencion. Ejemplos de tales variantes

de secuencias de aminoacidos y de ADN se discauten@mente.

[0137] Dos proteinas de union a antigeno o anticuerpospis&deran bioequivalentes si,
por ejemplo, son equivalentes farmacéuticos o radteras farmacéuticas que cuando se
administran en la misma dosis molar en condici@x@erimentales similares, ya sea como
una dosis Unica o dosis multiples, presentan weytagrado de absorcion que no muestran
una diferencia significativa. Algunos anticuerpescensideraran equivalentes o alternativas
farmacéuticas si son equivalentes en el grado dbsurcion, pero no en su tasa de absorcién
y, sin embargo pueden considerarse bioequivalgmesie tales diferencias en la tasa de
absorcion que son intencionales y se reflejan etigaietado, no son esenciales para lograr
concentraciones efectivas del farmaco en el cugrpogjemplo, en el uso cronico, y se

considera médicamente insignificantes para el ptodiarmacéutico particular estudiado.

[0138] En una forma de realizacion, dos proteinas de umiéntigeno son bioequivalentes

si no existen diferencias clinicamente significasien su seguridad, pureza y potencia.
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[0139] En una forma de realizacion, dos proteinas de umiantigeno son bioequivalentes
si un paciente se puede cambiar una 0 mas veaeséptoducto de referencia y el producto
bioldgico sin un aumento esperado en el riesgdeldas adversos, incluyendo un cambio
clinicamente significativo en la inmunogenicidad, dsminucion de la eficacia, en

comparacion con el tratamiento continuado sindatlwo.

[0140] En una forma de realizacion, dos proteinas de umi@ntigeno son bioequivalentes
si ambas actdan por un mecanismo 0 mecanismosci aomunes o para la afeccion o

afecciones de uso, en la medida en que tales nsewasison conocidos.

[0141] La bioequivalencia se puede demostrar por métodaso y métodosn vitro. Las
medidas de bioequivalencia incluyen, por ejem@puf ensaym vivo en humanos u otros
mamiferos, en donde la concentracién del anticuerpe sus metabolitos se mide en la
sangre, plasma, suero, u otro fluido biolégico cama funcion del tiempo; (b) una prueba
in vitro que se ha correlacionado con datos de biodispmiaidiin vivo en humanos y es
razonablemente predictiva de estos; (c) un ensayi®o en humanos u otros mamiferos en
los que el efecto farmacoldgico agudo apropiadaadgtuerpo (o su diana) se mide como
una funcion del tiempo; y (d) en un ensayo clitigm controlado que establece la seguridad,

eficacia, o la biodisponibilidad o bioequivalend@aun anticuerpo.

[0142] Las variantes bioequivalentes de anticuerpos a@ts@e la invencion pueden ser
construidas, por ejemplo, haciendo diversas scsgiites de residuos o secuencias o
eliminando residuos o secuencias terminales onogeno necesarios para la actividad
bioldgica. Por ejemplo, los residuos de cisteina ga son esenciales para la actividad
bioldégica pueden ser eliminados o reemplazados atoys aminoacidos para evitar la
formacion de puentes disulfuro intramolecularesegasarios o incorrectos tras la
renaturalizacion. En otros contextos, los anticogtpoequivalentes pueden incluir variantes
de anticuerpos anti-GCG que comprenden cambiosmideoacidos, que modifican las

caracteristicas de glicosilacion de los anticuerpos ejemplo, mutaciones que eliminan o

remueven la glicosilacion.

Anticuerpos multiespecificos
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[0143] Los anticuerpos de la presente invencidn pueden msenoespecificos o
multiespecificos (por ejemplo, biespecificos). lamsicuerpos multiespecificos pueden ser
especificos para diferentes epitopos de un polg@piana o pueden contener dominios de
unidn a antigeno especificos para mas de un ptilipégiana. Véase, por ejemplo, Tatt

al. 1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufet al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. Los
anticuerpos anti-GCG de la presente invencion sslgmu enlazar o coexpresar con otra
molécula funcional, por ejemplo, otro péptido otphea. Por ejemplo, un anticuerpo o
fragmento del mismo se puede unir funcionalmente gemplo, mediante acoplamiento
quimico, fusién genética, asociacion no covalende otra manera) a una o0 mas entidades
moleculares, tales como otro anticuerpo o fragmetgoanticuerpo para producir un
anticuerpo biespecifico o un anticuerpo multiedpmricon una segunda especificidad de

union.

[0144] La presente invencion incluye anticuerpos biesmasfen los que un brazo de una
inmunoglobulina se une a GCG humanao, y el otroddezla inmunoglobulina es especifico
para un segundo antigeno. El brazo que se une apga€d: comprender cualquiera de las
secuencias de aminoacidos de HCVR/LCVR o CDR qumdiean en la Tabla 1 en el

presente documento.

[0145] Un ejemplo ilustrativo de formato de anticuerpospexificos que se puede utilizar
en el contexto de la presente invencién involudérase de un primero dominiosG de
inmunoglobulina (Ig) y un segundo domini@3; en donde el primer y segundo dominios
Cn3 de Ig difieren entre si en al menos un aminoagi@n donde el al menos un aminoacido
de diferencia reduce la union del anticuerpo bieiige a la proteina A en comparacion con
un anticuerpo biespecifico que carece de la diééaethe un aminoacido. En una forma de
realizacion, el primer dominio3 se une a la proteina A y el segundo domini8 @e Ig
contiene una mutacion que reduce o suprime la uaida proteina A, tal como una
modificacion H95R (por numeracion IMGT de exoneg3BR por numeracion EU). El
segundo @3 puede comprender ademas una modificacion YO6F IWGT; Y436F por
EU). Otras modificaciones que se pueden encongrairaldel segundos3 incluyen: D16E,
L18M, N44S, K52N, V57M, y V82l (por IMGT; D356E, I58M, N384S, K392N, V397M

y V422l por EU) en el caso de anticuerpos IgG1; 8l4K52N, y V82l (IMGT; N384S,
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K392N, y V422l por EU) en el caso de los anticuerjgiz2; y Q15R, N44S, K52N, V57M,
R69K, E79Q, y V82I (por IMGT; Q355R, N384S, K392K897M, R409K, E419Q, y V422|
por EU) en el caso de los anticuerpos IgG4. Lagmsianes en el formato de anticuerpo
biespecifico descritas anteriormente se contemplamiro del alcance de la presente

invencion.

[0146] Otros ejemplos ilustrativos de formatos biespeaffique se pueden utilizar en el
contexto de la presente invencidén incluyen, sinitéioidon, por ejemplo, formatos
biespecificos basados en scFv o diacuerpo, fusidedgG-scFv, dominio variable dual
(DVD)-Ig, cuadromaknob-in-holes o botén en ojal, cadena ligera comun (por ejemniglo,
cadena ligera comun con boton-en-ojal, etc.), Glass CrossFab, (SEED)body, cremallera
de leucina, Duobody, IgG1/IgG2, Fab doble acci6ARPIgG, y formatos biespecificos
Mal? (para una revision de los formatos anterioreas@gpor ejemplo, Kleigt al. 2012,
mADbs. 4.6, 1-11, y las referencias citadas en anm). Los anticuerpos biespecificos
también se pueden construir usando conjugacioridoeé@tido nucleico, por ejemplo, en
donde se utilizan amino&cidos no naturales cortivédad quimica ortogonal para generar
conjugados oligonucleétido-anticuerpo especificesitio que luego se autoensamblan en
complejos multiméricos con composicion, valenciaggometria definidas. (Véase, por
ejemplo, Kazanet al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).

Formulacion y Administracion terapéutica

[0147] La invencidn proporciona composiciones farmacéstice comprenden los
anticuerpos anti-GCG o fragmentos de union a ambige los mismos de la presente
invencion. Las composiciones farmacéuticas de Vanaién se formulan con portadores,
excipientes, y otros agentes adecuados que proparciuna mejor transferencia, entrega,
tolerancia, y similares. En el formulario conocigar todos los quimicos farmacéuticos:
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack PublisGiompany, Easton, PA. se pueden
encontrar una multitud de formulaciones apropiaBatas formulaciones incluyen, por
ejemplo, polvos, pastas, ungientos, jaleas, caca#tes, lipidos, vesiculas que contienen
lipidos (cationicos o anionicos) (tales como de QHECTIN™, Life Technologies,
Carlsbad, CA), conjugados de ADN, pastas de alisoamhidras, emulsiones de aceite en

agua y emulsiones de agua-en-aceite, emulsionbeveax (polietilenglicoles de diversos
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pesos moleculares), geles semisdlidos, y mezcias8kdas que contienen Carbowax. Ver
también Powelkt al. "Compendium of excipients for parenteral formuas" PDA (1998)
J Pharm Sci Technol 52:238-311.

[0148] La dosis de anticuerpo que se administran a urepecpueden variar dependiendo
de la edad y la talla del paciente, la enfermed&hag las condiciones, la via de
administracion, y similares. La dosis preferidaaeula normalmente segun el peso corporal
o la superficie corporal. En un paciente adult@dsuser ventajoso administrar el anticuerpo
de la presente invencion por via intravenosa nomaale en una dosis Unica de alrededor de
0,01 a alrededor de 20 mg/kg de peso corporal predsrentemente de alrededor de 0,02 a
alrededor de 7, alrededor de 0,03 a alrededordelsededor de 0,05 a alrededor de 3 mg/kg
de peso corporal. Dependiendo de la severidadamldicion, se puede ajustar la frecuencia
y la duracion del tratamiento. Las dosis efectiydes horarios de administracion de los
anticuerpos anti-GCG pueden determinarse empiricanpor ejemplo, el progreso del
paciente puede controlarse mediante evaluaciobgies, y la dosis se puede ajustar en
consecuencia. Por otra parte, el escalado de &ifscdgiones entre especies puede realizarse
utilizando métodos bien conocidos en la técnica @emplo, Mordentiet al., 1991,
Pharmaceut. Res. 8:1351).

[0149] Se conocen varios sistemas de entrega y se pueshnpara administrar la
composicién farmacéutica de la invencion, por ejempncapsulacion en liposomas,
microparticulas, microcapsulas, células recombesmntapaces de expresar los virus
mutantes, endocitosis mediada por receptor (véasegjemplo, Wuet al., 1987, J. Biol.
Chem. 262: 4429-4432). Los métodos de introducanimuyen, pero no se limitan a,
intradérmico, intramuscular, intraperitoneal, inga0so, subcutaneo, intranasal, epidural, y
oral. La composicion se puede administrar por auaiqvia conveniente, por ejemplo por
infusion o inyeccién en bolo, por absorcidn a teawde revestimientos epiteliales o
mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosaalrectintestinal, etc.) y puede
administrarse junto con otros agentes biologicaenantivos. La administracion puede ser

sistémica o local.

[0150] Una composicion farmacéutica de la presente ineanse pueden administrar por

via subcutanea o por via intravenosa con una agujaa jeringa estandar. Ademas, con
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respecto a la administracion subcutanea, un digpmsie administracion de pluma se puede
emplear facilmente para la entrega de una compasi@rmacéutica de la presente
invencion. Tal dispositivo de suministro tipo plumaede ser reutilizable o desechable. Un
dispositivo de administracion de pluma reutilizalgeneralmente utiliza un cartucho
reemplazable que contiene una composicion farmaeeltna vez que toda la composicion
farmacéutica dentro del cartucho ha sido admimatsael cartucho esta vacio, el cartucho
vacio puede ser facilmente desechado y sustituddaip nuevo cartucho que contiene la
composicion farmacéutica. El dispositivo de adntiagon de pluma se puede volver a
utilizar. En un dispositivo de suministro tipo plamdesechable, no hay cartucho
reemplazable. Mas bien, el dispositivo de admiaisén de pluma desechable viene
previamente lleno con la composicién farmacéutieatd de un depdsito dentro del
dispositivo. Una vez que el depdsito se vacia deolaposicion farmacéutica, todo el

dispositivo se desecha.

[0151] Numerosos dispositivos de administracion de auemioipn y plumas resusables
tienen aplicaciones en la administracion subcutéleeana composicion farmacéutica de la
presente invencion. Los ejemplos incluyen, perosaolimitan a, AUTOPEN™ (Owen
Mumford, Inc., Woodstock, UK), pluma DISETRONIC™ i@@tronic Medical Systems,
Bergdorf, Switzerland), pluma HUMALOG MIX 75/25™ |uma HUMALOG™,
HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN NOVOPEN™ |, Il y Ill (Novo
Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ @dordisk, Copenhagen,
Denmark), puma BD™ (Becton Dickinson, Franklin LekalJ), OPTIPEN™, OPTIPEN
PRO™ OPTIPEN STARLET™, y OPTICLIK™ (sanofi-aventsankfurt, Germany), por
nombrar sélo unos pocos . Ejemplos de dispositiecsdministracion de pluma desechables
que tienen aplicaciones en la administracion séima# de una composicion farmacéutica de
la presente invencion incluyen, pero no se limaardas plumas SOLOSTAR™ (sanofi-
aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), y KWIKPEN™ (ElLilly), el autoinyector
SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), la pluma RER™ (Haselmeier, Stuttgart,
Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), y HUMIRA™ (Abbott LabAbbott Park IL), por nombrar

s6lo unos pocos.
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[0152] En ciertas situaciones, la composicion farmacéeauede entregar mediante un
sistema de liberacion controlada. En una formaedkzacion, se puede usar una bomba (ver
Langer, supra; Sefton, 1987, CRCCrit Ref Biomed Eng 14:201). &ma forma de
realizacion, se pueden utilizar materiales poliotsj véase, Medical Applications of
Controlled Release, Langer y Wise (eds.), 1974, BiR€., Boca Raton, Florida. En aun otra
forma de realizacion, se puede colocar un sister#eéracion controlada en la proximidad
de la diana de la composicion, con lo que se regsi@o una fraccion de la dosis sistémica
(véase, por ejemplo, Goodson, 1984, en Medicaliéaipbdns of Controlled Releasjpra,

vol. 2, pp. 115-138). Otros sistemas de liberacontrolada se discuten en la revision de
Langer, 1990, Science 249: 1527-1533.

[0153] Las preparaciones inyectables pueden incluir fornfasmacéuticas para
administracion de inyecciones intravenosas, subheaff intracutaneas e intramusculares,
infusiones por goteo, etc. Estas preparacionesiagkes se pueden preparar por métodos
conocidos publicamente. Por ejemplo, las prepanasiinyectables se pueden preparar, por
ejemplo, disolviendo, suspendiendo o emulsionanid@néicuerpo o su sal descritos
anteriormente en un medio acuoso o un medio olestwil utilizado convencionalmente
para inyectables. Como medio acuoso para inyec@stgn disponibles, por ejemplo,
solucion salina fisioldgica, una solucion isotonmpae contiene glucosa y otros agentes
auxiliares, etc., que pueden ser utilizados en aweidn con un agente solubilizante
adecuado tal como un alcohol (por ejemplo, etanof), polialcohol (por ejemplo,
propilenglicol, polietilenglicol), un agente tenaativo no idnico [por ejemplo, polisorbato
80, HCO-50 (aducto de aceite de ricino hidrogenagolioxietileno (50 mol)], etc. Como

el medio oleoso, se emplean, por ejemplo, aceitgdamo, aceite de soja, etc., que pueden
ser utilizados en combinacion con un agente sahalite tal como benzoato de bencilo,
alcohol bencilico, etc. La inyeccion preparada sta enanera preferentemente se carga en

una ampolla adecuada.

[0154] Ventajosamente, las composiciones farmacéuticaa pao oral o parenteral
anteriormente descritas se preparan en formas ¢&utieas en dosis unitarias adecuadas
para adaptarse a una dosis de los ingrediente®scliales formas farmacéuticas en forma

de dosis unitaria incluyen, por ejemplo, comprimsidpildoras, capsulas, inyecciones
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(ampollas), supositorios, etc. La cantidad delcamtipo antes mencionado contenida es
generalmente de alrededor de 5 a alrededor de §Qibnforma farmacéutica en una dosis
unitaria; especialmente en forma de inyeccion,aslocde otras formas farmacéuticas se
prefiere que el anticuerpo antes mencionado esii@miolo en alrededor de 5 a alrededor de

100 mg y en alrededor de 10 a alrededor de 250 mg.
Inmunoconjugados

[0155] La invencién abarca un anticuerpo monoclonal a3 umano conjugado con un
resto terapéutico (“inmunoconjugado”), tal como agente que es capaz de reducir los
niveles de glucosa en sangre, o un radioisétopm, @agente quimioterapéutico. Para elegir
el tipo de resto terapéutico que se puede congmael anticuerpo anti-GCG se tendra en
cuenta la condicion a ser tratada y el efecto &rgo que desea alcanzar. Por ejemplo, para
tratar la diabetes, o cualquier otra condicionanue es deseable disminuir la glucosa en
sangre y/o mantener niveles normales de glucossargre, se puede conjugar con el
anticuerpo de GCG un agente tal como biguanida @emplo, metformina), una
sulfonilurea (por ejemplo, gliburida, glipizidapaiagonista de PPAR gamma (por ejemplo,
pioglitazona, rosiglitazona); un inhibidor de alfgucosidasa (por ejemplo, acarbosa,
voglibosa), un inhibidor de la formacion de prodasctinales de la glicaciéon avanzada (por
ejemplo aminoguanidina, o un segundo inhibidor d&GGAlternativamente, si el efecto
terapéutico deseado es para el tratamiento dedaglas o sintomas asociados con diabetes,
o cualquier otra condicion que es resultado delesvaltos, o no controlados de glucosa en
sangre, puede ser ventajoso conjugar un agentpiagoopara el tratamiento de las secuelas
o sintomas de la afeccién. En la técnica se conejggnplos de agentes adecuados para la
formacion de inmunoconjugados, véase por ejemptigaimento WO 05/103081.

Usos terapéuticos de los anticuerpos

[0156] Debido a su interaccion con el glucagon, los preseanticuerpos son Utiles para
reducir los niveles de glucosa en sangre y tambééa el tratamiento de una amplia gama
de condiciones y trastornos en los que es bensficioloquear la interaccién de glucagén
con su receptor. Estos trastornos y afeccionesiséen seleccionar de cualquier trastorno

metabolico relacionado con el glucagon, que invelua sefalizacion del receptor de
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glucagon que resulta en la patofisiologia del orast, 0 en la respuesta homeostatica al
trastorno. Por lo tanto, los anticuerpos puederomnar uso, por ejemplo, para prevenir,
tratar o aliviar, enfermedades o afecciones o siasoasociados o0 secuelas, del sistema
endocrino, el sistema nervioso central, el sisten@mvioso periférico, el sistema
cardiovascular, el sistema pulmonar, y el siste@strgintestinal, al mismo tiempo que
reduce y o elimina uno o mas de los efectos secimsdao deseados asociados con los
tratamientos actuales. Los trastornos metabdlietacionados con el glucagén incluyen,
pero no se limitan a, diabetes tipo 1 y tipo 2paeidosis diabética, hiperglucemia, sindrome
diabético hiperosmolar hiperglucémico, hiperglucemerioperatoria, hiperglucemia en el
paciente internado en una unidad de cuidados imteshiperinsulinemia, hiperglucemia
postprandial, hiperglucemia asociada con quemadurasfarto de miocardio u otros
problemas/condiciones cardiacas, glucosa en aalteada (IFG), sindrome metabdlico,
hiper/hipo-calemia, mala razén LDL/HDL, trastorrdesla alimentacién, aumento de peso,
obesidad como consecuencia de diabetes, diabetdigitrima, diabetes gestacional,
complicaciones diabéticas tardias, micro/macrosalburia, nefropatia, retinopatia,
neuropatia, tlceras del pie diabético, problemasadrizacion de heridas, intolerancia a la
glucosa (IGT), sindromes de resistencia a la inauBindrome X, glucagonomas, trastornos
gastrointestinales, obesidad, diabetes como coeseieude la obesidad, etc. La presente
invencion proporciona ademas; un método para tcatagiciones resultantes de exceso de
glucagon en un mamifero; un método de inhibicioiodeefectos de elevacion de la glucosa
por glucagon en un mamifero; un método para inhiba respuesta celular mediada por
glucagon en un mamifero, o un método para redunivel glucémico en un mamifero que
comprende administrar a un mamifero en necesidatictie tratamiento de una cantidad
inhibidora de glucagdn de un anticuerpo anti-GQ fragmento biolégicamente activo del

mismo.

[0157] En una forma de realizacion, los anticuerpos gedaente invencion se pueden usar
para prevenir la apariciéon de hiperglucemia, pemgjlo, hiperglucemia inducida por el

estrés, o para reducir la probabilidad de aparidérhiperglucemia en un paciente, 0 se
pueden usar para reducir la gravedad de una erdadreafeccion que resulta en parte de
los niveles elevados de glucosa en sangre. Sergplague los anticuerpos anti-GCG de la

presente invencion se puedan utilizar en un antg@ttratamiento de casos agudos, ya sea
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solos, 0 en combinacion con un segundo agenteéigtiap, por ejemplo, insulina. En una
forma de realizacién, los anticuerpos anti-GCG @edpn usar como terapia cronica para
disminuir la glucosa en sangre o para mantenenilades normales de glucosa en sangre

cuando se usan solos o con un segundo agenteutcapél como la insulina.

[0158] Los presentes anticuerpos son efectivos en la cettude la glucosa en sangre, tanto
en ayuno como en la fase postprandial. En cieoiasas de realizacion de la invencion, los
presentes anticuerpos se utilizan para la pregaral® una composicion farmacéutica para
el tratamiento de la diabetes tipo 2. En aun obtran& de realizacion adicional de la
invencion, los presentes anticuerpos se utilizana e preparacion de una composicion
farmacéutica para retrasar o prevenir que unagraotia a la glucosa progrese a diabetes
tipo 2. En aun otra forma de realizaciéon de laimwén, los presentes anticuerpos se utilizan
para la preparacion de una composicion farmacéyidza retrasar o prevenir que una
diabetes no requirente de insulina progrese a @islvequirente de insulina. En una forma
de realizacion adicional de la invencion, los pnése anticuerpos se utilizan para la
preparacion de una composicion farmacéutica paratamiento de la diabetes de tipo 1.

[0159] En otra forma de realizacion, los anticuerpos dénl@ncion son utiles para el
tratamiento de la hiperglucemia por estrés resigdtda la exposicion de un paciente a una
cualquiera o mas factores de estrés, o a un estimdlictor de estrés, o a un estimulo
elevador de la glucosa seleccionado del grupo qasiste en diabetes preexistente tipo 1 o
tipo 2, deshidratacion hiperténica; infusion deogassores de catecolamina; tratamiento con
glucocorticoides; obesidad; envejecimiento; adnacson excesiva de dextrosa; nutricion
parenteral, nutricion enteral, pancreatitis; septi@; derrame cerebral; traumatismo
craneoencefalico; hipotermia; hipoxemia; uremierpsis; anestesia; estancias hospitalarias
preoperatoria 0 postoperatoria (hiperglucemia peratoria); admision a una sala de
emergencia, un centro de trauma, o una unidadidadns intensivos; estancias hospitalarias

prolongadas; procedimientos quirdrgicos; una infetm una enfermedad crénica.

[0160] Se contempla que los anticuerpos de la invencigousdan utilizar en un entorno
agudo (para uso a corto plazo), o para uso aargs plazo (crénico). Tal tratamiento puede

ir acompanado de terapia con insulina, u otra iafapoglucemiante.
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Terapias de combinacion

[0161] Las terapias de combinacién pueden incluir un aatfmo anti-GCG de la invencion
y cualquier agente terapéutico adicional que sal@ummbinar ventajosamente con un
anticuerpo de la invencion, o con un fragmentodgimlamente activo de un anticuerpo de la

invencion.

[0162] Por ejemplo, se puede emplear un segundo agemlijgétdico para ayudar en la
disminucién adicional de los niveles de glucospam reducir al menos un sintoma en un
paciente que sufre de una enfermedad o afecciOrsgearacteriza por altos niveles de
glucosa en sangre, tal como la diabetes mellitassdgundo agente puede ser seleccionado
de, por ejemplo, de un un antagonista del receggoglucagéon (como se describe, por
ejemplo, en US8545847), u otro antagonista de Gi@ €jemplo, otro anticuerpo anti-
glucagon diferente o un anticuerpo anti-GCGR o nimbidor de molécula pequeia de
glucagon o GCGR), o pueden incluir otros restaptanticos Utiles para el tratamiento de la
diabetes, u otras enfermedades o afecciones aae@ad, o resultantes de, niveles elevados
de glucosa en sangre, o metabolismo alterado dgulsa; o agentes Utiles para el
tratamiento de las complicaciones a largo plazaiadas con niveles elevados y/o no
controlados de glucosa en sangre. Estos agentiesyancbiguanidas, que disminuyen la
produccion de glucosa en el higado y aumentannsitsbdad a la insulina (por ejemplo,
metformina), o sulfonilureas, que estimulan la picmdn de insulina (por ejemplo,
gliburida, glipizida). Los tratamientos adicionatéggidos a mantener la homeostasis de la
glucosa, incluyendo agonistas de los PPAR gamnm@aqtian como sensibilizadores a la
insulina (por ejemplo, pioglitazona, rosiglitazama)os inhibidores de la alfa glucosidasa,
que retardan la absorcion de almidon y la producdé glucosa (por ejemplo, acarbosa,
voglibosa). Los tratamientos adicionales incluyeatamientos inyectables tales como un
analogo o agonista del péptido 1 similar al glucag&LP-1), por ejemplo, BYETTA®,
(Exenatida) o VICTOZA® (liraglutida). Otro tratanm® puede ser con SYMLIN®
(pramlintida), que es un analogo de la amilingpequero péptido hormonal que es liberado
en el torrente sanguineo por las células betagharpas junto con la insulina después de una
comida. Al aumentar la amilina endogena, la pratmdinayuda en la absorcion de la glucosa

al disminuir el vaciado gastrico, promoviendo laciesdad a través de receptores
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hipotalamicos (receptores diferentes que para Gl.B4hhibiendo la secrecion inapropiada
de glucagon. Otros compuestos que se pueden usanmdrinacion con los anticuerpos de la
invencién incluyen los inhibidores de la dipeptjaiptidasa IV, (inhibidores de DPP-4), que
reducen los niveles de glucagon y glucosa en saBfjraecanismo de los inhibidores de
DPP-4 es aumentar los niveles de incretinas (GyP&lP), que inhiben la liberacion de
glucagon, lo que a su vez aumenta la secreciénsidina, disminuye el vaciado gastrico, y
disminuye los niveles de glucosa en sangre. Los@ges de inhibidores de DPP-4 incluyen
saxagliptina (Onglyza®), sitaliptina (JANUVIA®) vy ildagliptina (Galvus®). Otros
compuestos que se pueden usar en combinacidénsantiouerpos de la invencién incluyen
inhibidores del co-transportador 2 de sodio-glud@aLT2), que bloguean la reabsorcion
de glucosa en el rifibn, aumentan la excrecionutmgh y disminuyen los niveles de glucosa
en sangre. Los ejemplos de inhibidores de SGLTIRyera INVOKANA ™ (canaglifozina),
FORXIGA® (dapagliflozina), empagliflozina, ipragbkina y tofogliflozina.

[0163] En ciertas formas de realizacién, la composiciéadguincluir un segundo agente
seleccionado del grupo que consiste en secretaghigtistitos a sulfonilureas, insulina,
analogos de insulina, polipéptidos de exendinagdnistas de receptores adrenérgicos beta
3, estatinas y combinaciones que contienen estatin&ibidores de la absorcion de
colesterol y, antagonistas del colesterol LDL, gotéstas de la proteina de transferencia de
éster de colesterilo, antagonistas de los receptdeela endotelina, antagonistas de la
hormona de crecimiento, sensibilizadores de lalimsumiméticos o agonistas de amilina,
antagonistas de los receptores de cannabinoidesistays del péptido similar al glucagén de
tipo 1, melanocortinas, agonistas del receptoladeormona concentradora de melanina,

IRSNs, e inhibidores de la proteina tirosina fasfat

[0164] En ciertas otras formas de realizacion, la terdgi@ombinacién pueden incluir la
administracion de un segundo agente para contrarresialquier potencial efecto(s)
secundario(s) resultante de la administraciéon deamticuerpo de la invencién, si se
produce(n) tal(es) efecto(s) secundario(s). Rampjo, en el caso de que cualquiera de los
anticuerpos anti-GCG aumente los niveles de lipma®mlesterol, puede ser beneficioso
administrar un segundo agente para disminuir lesles de lipidos o colesterol, usando un

agente tal como un inhibidor de la HMG-CoA reduatgeor ejemplo, una estatina tal como
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atorvastatina, (Lipitor®), fluvastatina (Lescol®lpvastatina (Mevacor®), pitavastatina
(Livalo®), pravastatina (Pravachol®), rosuvastati(@restor®) y simvastatina (Zocor®).
Alternativamente, los anticuerpos de la invencepgeden combinar con un agente tal como
Vytorin®, la cual es una preparacion de una edtaton otro agente, como por ejemplo

ezetimiba/simvastatina.

[0165] En ciertas formas de realizacidn, puede ser baosfiadministrar los anticuerpos
de la invencién en combinacién con uno cualquienads de los siguientes: (1) niacina, la
cual aumenta el catabolismo de las lipoproteind$; fipratos o acidos carboxilicos
anfipaticos, los cuales reducen el nivel de liptgiras de baja densidad (LDL), mejoran los
niveles de las lipoproteinas de alta densidad (HOb¥ niveles de TG, y reducen el nimero
de infartos no fatales, y (3) activadores del fad®transcripcion LXR que tiene un papel
en la eliminacion de colesterol, tal como el 22rtxicolesterol, o una estatina con una resina
de la bilis (por ejemplo, colestiramina, colestjpabtlesevelam), una combinacion fija de
niacina mas una estatina (por ejemplo, niacina lowastatina), o con otros agentes
reductores de lipidos tales como ésteres etilieoadilos grasos omega 3 (por ejemplo,

omacor).

[0166] Ademas, el segundo agente terapéutico puede ser aunmas de otro
inhibidor/antagonista de glucagén o un inhibidaidgonista del receptor de glucagon
(GCGR), asi como inhibidores de otras moléculasestacomo la proteina 3 de
tipo angiopoyetina (ANGPTL3), proteina 4 de tipgiapoyetina (ANGPTL4), proteina 5
de tipo angiopoyetina (ANGPTL5), proteina 6 de @pgiopoyetina (ANGPTL6), y proteina

8 de tipo angiopoyetina (ANGPTL8) que estan invadas en el metabolismo de los lipidos,
en particular, en la homeostasis del colesterologdriglicéridos. Los inhibidores de estas
moléculas incluyen moléculas pequefias y anticuegjpesse unen especificamente a estas

moléculas y bloquean su actividad.

[0167] En ciertas formas de realizacidn, puede ser baosfi@administrar los anticuerpos
de la invencién en combinacion con un anticuerpe gctla para reducir los niveles de
lipidos o los niveles de colesterol, tal como, peoolimitado a, por ejemplo, cualquier
anticuerpo anti-PCSK9 (proproteina convertasa ksibt@i/kexina tipo 9), tal como los

descritos en US2010/0166768 (ahora US8062640)sOamticuerpos anti-PCSK9 se
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describen en US2010/0040611, US2010/0041102, U%2040610, US2010/0113575,
US2009/0232795, US2009/0246192, US2010/0233177, 0088142352,
US2009/0326202, US2010/0068199, US2011/0033465, 0BR027287,
US2010/0150937, US2010/0136028 y WO2009/055783.

[0168] En ciertas formas de realizacion, puede ser beosfiadministrar los anticuerpos
anti-GCG de la invencién en combinacién con un@aidcleico que inhiba la actividad de
PCSK®9 (proproteina convertasa subtilisina/kexipa 8), tal como una molécula antisentido,
un ARN de cadena doble, o una molécula de ARNsimBjos ilustrativos de moléculas de
acido nucleico que inhiben la actividad de PCSK9 describen en las patentes
US2011/0065644, US2011/0039914, US2008/0015162300B0173473.

[0169] ElI (los) componente(s) terapéuticamente activo(dici@nal(es) se puede(n)

administrar antes de, simultaneamente con, o degpeiéla administracion del anticuerpo
anti-GCG de la presente invencion. Para los propsie la presente divulgacion, dichos
regimenes de administracion son considerados caamnhinistracion de un anticuerpo anti-

GCG “en combinacién con” un segundo component@éeiticamente activo.
Regimenes de administracion

[0170] De acuerdo con ciertas formas de realizacion dedaente invencion, se pueden
administrar multiples dosis de un anticuerpo arfid30 una composicion farmacéutica que
comprende una combinacion de un anticuerpo anti-GCQualquiera de los agentes
terapéuticamente activos adicionales que se memtiemel presente documento) a un sujeto
durante un determinado periodo de tiempo. Los nostaig acuerdo con este aspecto de la
invenciéon comprenden la administracién secuenciah aujeto de mdltiples dosis de un
anticuerpo anti-GCG de la invenciéon. Tal como se ars este documento, “administracion
secuencial’” o “administrar secuencialmente” sigaifque cada dosis de anticuerpo anti-
GCG se administra al sujeto en un punto diferentesletiempo, por ejemplo, en dias
diferentes separados por un intervalo predeterroifpdr ejemplo, horas, dias, semanas o
meses). La presente invencién incluye métodos quemprenden administrar

secuencialmente al paciente una dosis Unica irdeialn anticuerpo anti-GCG, seguida de
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una o mas dosis secundarias del anticuerpo anti;@@cionalmente seguida por una o

mas dosis terciarias del anticuerpo anti-GCG.

[0171] Los términos “dosis inicial”, “dosis secundarias™dpsis terciarias,” se refieren a la

secuencia temporal de la administracion del amjpmuanti-GCG de la invencién. Por lo

tanto, la “dosis inicial” es la dosis que se adstmial comienzo del régimen de tratamiento
(también conocida como la “dosis de referencia3;dosis “secundarias” son las dosis que
se administran después de la dosis inicial; y tssis” terciarias son las dosis que se
administran después de que las dosis secundaodasTas dosis iniciales, secundarias y
terciarias pueden contener la misma cantidad deuanpo anti-GCG, pero en general

pueden diferir entre si en términos de la frecueedei administracion. En ciertas formas de
realizacion, sin embargo, la cantidad de anticuarpeGCG contenida en las dosis iniciales,
secundarias y/o terciarias varia (por ejemplo,tagles incremental o decrementalmente
segun el caso) durante el curso del tratamienta@idéftas formas de realizacion, dos o0 mas
(por ejemplo, 2, 3, 4, o 5) dosis se administrarlezcomienzo del régimen de tratamiento
como “dosis de carga”, seguidas de dosis posterigue se administran sobre una base

menos frecuente (por ejemplo, “dosis de mantenitoign

[0172] En ciertos ejemplos de formas de realizacion derdgente invencion, cada dosis
secundaria y/o terciaria se administra 1 a 26 ¢pmplo, 1, 1 %, 2, 2Y%%, 3, 3%, 4,4 Y%, 5,
5%, 6, 6%, 7, 7%, 8, 8 %2, 9, 9 %, 10, 10 Y2, 11,112, 12 %, 13, 13%, 14, 14 Y4, 15, 15 %,
16, 16 %, 17, 17 Y2, 18 , 18 Y, 19, 19 %, 20, 204222Y%, 22, 22%, 23, 23V, 24, 24%, 25,
25Y%, 26, 26Y%2, 0 mas) semanas despueés de la domsdiatamente anterior. La frase “la
dosis inmediatamente anterior,” como se usa emeslepte documento, significa, en una
secuencia de multiples administraciones, la dasasndicuerpo anti-GCG, que se administra
a un paciente antes de la administracion de laesitpidosis en la secuencia, sin dosis

intermedias.

[0173] Los métodos de acuerdo con este aspecto de lacidvepuede comprender

administrar a un paciente cualquier nimero de dss@indarias y/o terciarias de un
anticuerpo anti-GCG. Por ejemplo, en ciertas foradesealizacion, solo se administra una
sola dosis secundaria al paciente. En otras fodeagalizacion, se administran dos o0 mas

(por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 mas) dosisisdarias al paciente. Del mismo modo, en
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ciertas formas de realizacion, se administra sél dosis terciaria al paciente. En otras
formas de realizacién, se administran dos o masgjpmplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 mas) dosis
terciarias al paciente. El régimen de administragidede llevarse a cabo indefinidamente
durante la vida util de un sujeto en particularhasta que tal tratamiento ya no sea

terapéuticamente necesario o ventajoso.

[0174] En formas de realizacion que implican multiplesisicsecundarias, cada dosis
secundaria puede administrarse con la misma fre@igne las otras dosis secundarias. Por
ejemplo, cada dosis secundaria se puede admira$fpaciente 1 a 2 semanas 0 1 a 2 meses
después de la dosis inmediatamente anterior. Dwhmmmodo, en las formas de realizacion
gue implican mdultiples dosis terciarias, cada dosisiaria se puede administrar con la
misma frecuencia que las otras dosis terciariasefeomplo, cada dosis terciaria se puede
administrar al paciente 2 a 12 semanas despuéa desls inmediatamente anterior. En
ciertas formas de realizacion de la invencionrégudencia en la que se administran a un
paciente las dosis secundarias y/o terciarias pwedar en el curso del régimen de
tratamiento. La frecuencia de administracion tambpigede ser ajustada durante el curso del
tratamiento, después del examen clinico, por unicoédependiendo de las necesidades

individuales del paciente.
Usos Diagndstico de los Anticuerpos

[0175] Los anticuerpos anti-GCG de la presente invencainbtén se pueden usar para
detectar y/o medir GCG en una muestra, por ejenppl@, fines diagndsticos. Para ejemplo,
un anticuerpo anti-GCG, o fragmento del mismo, puaeser usado para diagnosticar una
condicion o enfermedad que se caracteriza pordeesidn aberrante (por ejemplo, la sobre-
expresion, la sub-expresion, la falta de expres@&in,) de GCG. Ejemplo de ensayos
diagndsticos para GCG puede comprender, por ejerppleer en contacto una muestra,
obtenida de un paciente, con un anticuerpo anti-@€fa invencion, en donde el anticuerpo
anti-GCG se etiqueta con un marcador detectableléamla indicadora o se utiliza como un

ligando de captura para aislar selectivamente tdepra GCG de las muestras de los
pacientes. Alternativamente, un anticuerpo antGG@ marcado se puede utilizar en

aplicaciones diagnosticas en combinacion con unwaTpo secundario que esta en si mismo

marcado de forma detectable. EI marcador detectabi@lécula indicadora puede ser un
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radiois6topo, tal coméH, 4C, 32P, *°S, 0'29; un resto fluorescente o quimioluminiscente,
tal como isotiocianato de fluoresceina, rodaminanaenzima, tal como, fosfatasa alcalina,
B-galactosidasa, peroxidasa de rabano picantejferlasa. Ejemplos ilustrativos de ensayos
especificos que se pueden utilizar para detectaedir GCG en una muestra, incluyen el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELI&&)ioinmunoensayo (RIA), y

clasificacién de células activadas por fluoresa@(@ACS).

[0176] Las muestras que pueden ser utilizado en los essdiggndsticos de GCG de
acuerdo con la presente invencion incluyen cuatdajelo o muestra de fluido obtenida de
un paciente, la cual contenga cantidades detestaelg@roteina GCG, o fragmentos de la
misma, en condiciones normales o patoldgicas. @énente, se mediran inicialmente los
niveles de GCG en una muestra particular obtenedardpaciente sano (por ejemplo, un
paciente no aquejado de una enfermedad o afecsidciada con niveles o actividad
anormales de GCG) para establecer una linea lukesagferencia o estandar, del nivel de
GCG. A continuacién, éste nivel basal de GCG sa@wemparar con la niveles de GCG
medidos en muestras obtenidas de individuos qe®ssecha padecen una enfermedad o

afeccion relacionada con GCG, o sintomas asocizmotal enfermedad o afeccion.
EJEMPLOS

[0177] Antes de describir los presentes métodos, debeagotto que esta invencién no se
limita a métodos particulares, y a las condicioeggerimentales descritas, ya que tales
métodos y condiciones pueden variar. Se debe estéamahbién que la terminologia usada
en este documento sélo tiene el propésito de dmstormas de realizacion particulares, y
no pretende ser limitante, ya que el alcance derésente invencion estara limitado
Gnicamente por las reivindicaciones adjuntas. Se lecho esfuerzos para asegurar la
exactitud con respecto a los numeros utilizados émmplo, cantidades, temperatura, etc.)
pero deberian tenerse en cuenta la presencia Igimoa errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique lo contréam partes son partes en peso, peso
molecular es peso molecular promedio, la tempeaxasiren grados centigrados y la presion

es la atmosférica o proxima a la atmosférica.
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[0178] A menos que se defina lo contrario, todos los téositécnicos y cientificos usados
en este documento tienen el mismo significado oquierede cominmente un experto con
conocimientos normales en la técnica a la que pecte esta invencion. En el presente
documento, el término “alrededor de”, cuando se arsaeferencia a un valor numérico
indicado en particular, significa que el valor peedriar desde el valor sefialado en no mas
de 1%. Por ejemplo, tal como se usa en el presEtigmento, la expresion “alrededor de
100" incluye 99 y 101 y todos los valores internosdipor ejemplo, 99,1; 99,2; 99,3; 99,4,

etc.).

[0179] Aunque en la practica o ensayo de la presente anwese pueden usar cualesquiera
métodos y materiales similares o equivalentes aléssritos en el presente documento, a
continuacion se pasa a describir los métodos yriabge preferidos. Todas las publicaciones

mencionadas en el presente documento se incorpqgtarpor referencia en su totalidad.
Ejemplo 1. Generacion de Anticuerpos Anti-GCG

[0180] Los anticuerpos anti-GCG se obtuvieron inmunizandon ratén
VELOCIMMUNE® (es decir, un raton disefiado genéticamente gupmemde ADN que
codifica las regiones variables de cadena pestdarg kappa de inmunoglobulina humana)
con un inmunégeno que comprende GCG humano. Laugstp inmunitaria de los
anticuerpos se monitoriz6 mediante un inmunoensagecifico para GCG. Cuando se logré
una respuesta inmunitaria deseada, se generaios gaticuerpos anti-GCG completamente
humanos a partir de células B positivas al antigenmo se describe en el documento US

2007/0280945A1, que se incorpora aqui por refesemcisu totalidad.

[0181] Ciertas propiedades bioldgicas de los ejemplogrétisos de los anticuerpos anti-
GCG generados de acuerdo con los métodos de estplejse describen en detalle en el

conjunto de ejemplos se muestra a continuacion.

Ejemplo 2. Secuencias de acido nucleico y aminoaoglde la region variable de cadena

pesada y ligera

[0182] La Tabla 1 muestra los identificadores de secueteiaminoacidos de las regiones

variables de cadena pesada y ligera y CDR de losuarpos anti-GCG seleccionados de la
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invencion. Los correspondientes identificadoreseat®iencia de acido nucleico se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 1: Identificadores de Secuencias de Amina&cid

SEQ ID NOs:
Designacién
de HCVR HCDR HCDR HCDR LCVR LCDR LCDR LCDR

Anticuerpo 1 2 3 1 2 3

H1H059P 2 4 6 8 10 12 14 16
H4H10223P 18 20 22 24 26 28 30 32
H4H10231P 34 36 38 40 42 44 46 48
H4H10232P 50 52 54 56 58 60 62 64
H4H10236P 66 68 70 72 74 76 78 80
H4H10237P 82 84 86 88 90 92 94 96
H4H10238P 98 100 102 104 106 108 110 112
H4H10250P 114 116 118 120 122 124 126 128
H4H10256P 130 132 134 136 138 140 142 144
H4H10270P 146 148 150 152 154 156 158 160

Tabla 2: Identificadores de Secuencias de Acidde\tms

SEQ ID NOs:
Designacion
de HCVR HCDR HCDR HCDR LCVR LCDR LCDR LCDR

Anticuerpo 1 2 3 1 2 3
H1H059P 1 3 5 7 9 11 13 15
H4H10223P 17 19 21 23 25 27 29 31
H4H10231P 33 35 37 39 41 43 45 47
H4H10232P 49 51 53 55 57 59 61 63
H4H10236P 65 67 69 71 73 75 77 79
H4H10237P 81 83 85 87 89 91 93 95
H4H10238P 97 99 101 103 105 107 109 111
H4H10250P | 113 115 117 119 121 123 125 127
H4H10256P | 129 131 133 135 137 139 141 143
H4H10270P | 145 147 149 151 153 155 157 159

[0183] En el presente documento los anticuerpos se deaomirmalmente de acuerdo con
la siguiente nomenclatura: prefijo de Fc (por ejempHUH", “MM”, “IH2M”, etc.),
seguido de un identificador numérico (por ejemplN223”, “10231", “10232", etc.),
seguido de un sufijo “P” o “N”, como se muestralan Tablas 1 y 2. De este modo, de

acuerdo con esta nomenclatura, un anticuerpo megadkminado en el presente documento,



64

por ejemplo,” H4H10270P”, etc. El prefijo H4H ersldesignaciones de los anticuerpos
utilizados en el presente documento indican isotspecifico de la regién Fc del

anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo “H4H” tiema Fc de 1IgG4 humana, un anticuerpo
“H1M” tiene una Fc de IgG4 de ratdn, y un anticeeid2M” tiene una Fc de IgG2 de raton,

(todas las regiones variables son totalmente husm@mao se indica mediante la primera ‘H’

en la designacion de los anticuerpos). Como apgeaiaa persona con conocimientos
ordinarios en la técnica, un anticuerpo que tienesaotipo Fc especifico, se puede convertir
en un anticuerpo con un isotipo de Fc diferente gemplo, un anticuerpo con una Fc de
IgG1 de ratdn se puede convertir a un anticuerpow® IgG4 humana, etc.), pero en
cualquier caso, los dominios variables (incluyeredoCDR) -que estan indicadas por los
identificadores numéricos que se muestran en |BER34d y 2- seguiran siendo los mismos,
y es de esperar que las propiedades de union déaticas o sustancialmente similares

independientemente de la naturaleza del dominio Fc.
Ejemplo 2. Analisis de Utilizacion de Genes Varialels

[0184] Para analizar la estructura de los anticuerpos ugidds, se clonaron y se
secuenciaron los acidos nucleicos que codificalneg variables de anticuerpo. A partir de
la secuencia de acido nucleico y la secuenciagitadie aminoacidos de los anticuerpos, se
identificd el uso del gen para cada region varigleleadena pesada (HCVR) y cada region
variable de cadena ligera (LCVR). La Tabla 3 m@estruso de genes para anticuerpos

seleccionados de acuerdo con la invencion.

Tabla 3
HCVR LCVR

AbPID VH D JH VK JK
H1HO059P 3-30 2-2 4 4-1 1
H4H10223P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10231P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10232P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10236P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10237P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10238P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10250P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10256P 3-30 3-3 4 4-1 2
H4H10270P 3-30 3-3 4 4-1 2
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Ejemplo 3. Afinidades de union y constantes cinéts de anticuerpos monoclonales
humanos anti-GCG derivadas mediante resonancia ddgsmones superficiales

[0185] Los valores de las constantes de disociacion eililau(Kp) para anticuerpos anti-
GCG purificados que se unen a GCG humana se detmoni utilizando un ensayo de
biosensor de resonancia de plasmones superfi@aléi€mpo real usando un instrumento
Biacore 4000. La superficie del sensor Biacore exévaltizé con un anticuerpo de raton
monoclonal anti-Fc humana (GE Healthcare, # BR-18@8para capturar cada anticuerpo
monoclonal anti-GCG. Se inyectaron diferentes cotmaeiones de GCG humana (Phoenix
Pharmaceuticals, # 028-02) sobre la superficieucaga de anticuerpo monoclonal anti-
GCG con una velocidad de flujo 30pL/min. La uni@QICG a los anticuerpos monoclonales
capturados se monitoreo durante 4 minutos mieldrdsociacion se monitoreo durante 10
minutos en tampon de corrida HBST (HEPESO 0,01 MpKINaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,

0,05% vl/v surfactante P20). Los experimentos dezagan a 25 °C y 37 °C.

[0186] Las constantes de velocidad de asociackany( disociacion Kq¢) se determinaron
procesando y ajustando los datos a un modelo @& dni utilizando software de ajuste de
curva Scrubber 2.0c. Las constantes de union deidgon en equilibrio (K) y semividas
de disociacion (t2) se calculan a partir de lastzories de velocidad cinética como:

In(2)

Ko (M) =kd/ka, y t¥2 (min) = ———

[0187] Los parametros cinéticos de asociacion para difeseanticuerpos monoclonales
anti-GCG que se unen a reactivos GCG humanos@ 237 °C se muestran en las Tablas

4y 5, respectivamente.
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°C.
Unién a GCG Humano a 25|°C

Anticuerpo ks kd Kb t1/2

(1/Ms) (1/s) (M) (min)
H4H10236P 3,08E+06 7,46E-04 2,42E-10 15
H4H10237P 4,96E+06 1,03E-03 2,08E-10 11
H4H10238P 3,89E+06 6,20E-04 1,60E-10 19
H4H10250P 3,32E+06 9,39E-04 2,83E-10 12
H4H10256P 7,72E+06 5,82E-04 7,53E-11 20
H4H10270P 4,80E+06 7,32E-04 1,53E-10 16
H4H10223P 9,36E+06 5,41E-04 5,78E-11 21
H4H10231P 7,39E+06 6,85E-04 9,27E-11 17
H4H10232P 3,19E+06 2,31E-04 7,24E-11 50

H1HO059P 2,50E+06 1,78E-03 7,15E-10 6

Tabla 5: Cinética de unién de anticuerpos anti-GCQue se unen a GCG humano a 37

°C.
Unién a GCG Humano a 25|°C
Anticuerpo ks kd Kb t1/2
(1/Ms) (1/s) (M) (min)
H4H10236P 4,25E+06 8,80E-03 2,08E-09 1
H4H10237P 7,53E+06 6,83E-03 9,07E-10 2
H4H10238P 4,94E+06 2,74E-03 5,55E-10 4
H4H10250P 5,58E+06 7,08E-03 1,27E-09 2
H4H10256P 7,90E+06 2,48E-03 3,14E-10 5
H4H10270P 6,77E+06 3,78E-03 5,59E-10 3
H4H10223P 6,40E+06 2,23E-03 3,47E-10 5
H4H10231P 2,40E+06 2,45E-03 1,01E-09 5
H4H10232P 4,61E+06 1,47E-03 3,18E-10 8
H1HO059P 4,90E+06 2,36E-02 4,78E-09 0,5

[0188] Como se muestra en la Tabla 4, todos los anticaaapt-GCG se unieron a GCG
humano a 25 °C con valoresie que iban desde 57,8 pM a alrededor de 715 pM. GGano
muestra en la Tabla 5, todos los anticuerpos a@tsGe unieron a GCG humano a 37 °C

con valores d&p que iban desde 314 pM a alrededor de 4,78 nM.
Ejemplo 4. Bioensayo de GCG con células HEK293/CRE¢iferasa/ hGCGR

[0189] GCGR es un receptor acoplado a la proteina G ygando, el glucagén (GCG),
estimula la actividad de la adenilato ciclasa aésade @s y el recambio de fosfoinositol
través de Gq (Jiang y Zhang, (2003), Amer. J. Bhyg&tndocrinol. y Metabolism, 1 de abril,

Vol. 284, No. E671-E678). Se desarrollo un bioengagra detectar la activacion a través de
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Gas, con la consiguiente elevacion de los niveles AMPc, y la activacion
transcripcional. Se generaron lineas celulares HBKz#ara expresar de forma estable de
GCGR humano de longitud completa (hGCGR; amino&cidd77 del nimero de acceso
NPO000151 0.1) junto con un indicador de lucifeff@@amento de respuesta a AMPc (CRE,
4X)-luciferasa-IRES-GFP]. Se aislo la linea celulestable (células HEK293/CRE-
luc/hGCGR) y se mantuvieron en DMEM que conteniaSF8 10%, NEAA, y
penicilina/estreptomicina/L-glutamina.

[0190] Para el bioensayo, se sembraron células HEK293/M8BEGCGR en placas de 96
pocillos de ensayo a 10.000 células/pocillo en owediajos en suero (OPTIMEM que
contiene 0,1% de FBS), y se incubaron a 37 °C e@6%aurante la noche. El dia siguiente,
se diluyé GCG humano (Phoenix Pharmaceuticals,84022 en forma seriada a 1: 3 desde
10 nM a 0,0002 nM y se afiadi6 a las células. Tamb&afiadio un control que contenia
tampdn de dilucion pero no GCG a una muestra ddaselPara medir la inhibicion, los
anticuerpos anti-GCG se diluyeron en serie a Esg8le 100 nM a 0,002nM y se afiadieron a
las células incluyendo una muestra control queombenia anticuerpo con una concentracion
constante de 40 pM de GCG. Después de 5,5 horasutgacion a 37 °C en 5% de &6e
detectd la actividad de luciferasa usando un lestoplacas Victor X (Perkin Elmer). Los
resultados fueron analizados mediante regresidmeal (logistica de 4 parametros) con el
software Prism 6 (Graph Pad).

[0191] Como se muestra en la Tabla 6, los 10 anticuerpsc&E£G probados inhibieron
completamente la activacion de las células HEK2BE@Qc/hGCGR a una concentracion
de 40 pM de GCG con valores dedtjue van desde 7,3 pM a 910 pM. El anticuerpgpsot
de control no demostr6 ningun bloqueo medible yG&G activd la linea celular
HEK293/CRE-Luc/hGCGR con un valor €fle 53 pM.
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Tabla 6: Inhibicion de la activacion de GCG de célias HEK293/CRE-luc/hGCGR
mediante anticuerpos anti-GCG

CEso de GCG [M] 5,3E-11
Concentracién constante de GCG usada 40 pM
para probar los anticuerpos
Anticuerpos Clso [M]
H4H10223P 9,5E-12
H4H10231P 7,3E-12
H4H10232P 2,3E-11
H4H10236P 2,5E-10
H4H10237P 3,4E-11
H4H10238P 1,8E-11
H4H10250P 3,4E-11
H4H10256P 1,8E-11
H4H10270P 2,2E-11
H1HO59P 9,1E-10
Anticuerpo isotipo de control No blogueador

Ejemplo 5. Efecto de una dosis Unica de H4H10223R eaton con obesidad inducida

por dieta en un modelan vivo de diabetes tipo 2

[0192] Los efectos de una sola dosis de un anticuerpea@ especifico de la invencion,
H4H10223P, sobre los niveles de glucosa en saegietermin6é en un modelo en ratdén de
obesidad inducida por dieta (DIO) de diabetes 2ipBl modelo DIO se desarroll6 mediante
la alimentacidn de ratones con una dieta alta asagr(60% kcal) (HFD) a partir de las 5-6
semanas de edad. Después de alrededor de 6 seroanas HFD, los ratones desarrollaron
anomalias metabdlicas, incluyendo resistencia gdalina, intolerancia a la glucosa y
obesidad. Veintitrés ratones C57BL/6 machos desemde edad (granjas Taconic, Inc., B6-
M) se pusieron bajo una HFD a las 5 semanas deyeslaanantuvieron en la dieta durante
los subsiguientes 4 meses. A los 7 meses de edaditbnes se dividieron en 4 grupos de 2
a 4 animales. Cada grupo recibi6 una Unica inyacsibcutanea de H4H10223P a 3 mg/kg
(n =5), 10 mg/kg (n = 3) 0 30 mg/kg (n = 2) o umieuerpo isotipo de control, que no se
une a ninguna proteina de ratdn conocida, a 30g1(g/k 5). En los dias 2, 4, 7 y 9 después
de la dosificacion de anticuerpos, se recolectanolestras de sangrados de cola de los
ratones, los niveles de glucosa en sangre de lastrag de sangrado de cola se determinaron
utilizando ACCU-Chek® Compact Plus (Roche, 075174004 ). Para cada animal en cada
punto de tiempo se calcul6 el porcentaje de reduate la glucosa en sangre a partir de los

niveles medios de glucosa en sangre del gruportteotoLa reduccion porcentual promedio
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de glucosa en sangre se calcul6 para cada grupataeiento. La Tabla 7 resume los niveles
medios de glucosa en sangre de cada grupo de ieatarri_os resultados, expresados como
(media £ SEM) de la reduccion porcentual de la@dacen sangre, se muestran en la Tabla
8.

[0193] Como se muestra en las Tablas 7 y 8, los ratoatsdtrs con una dosis Unica de
H4H10223P a 30 mg/kg mostraron reducciones sigtifias en los niveles de glucosa en
sangre en todos los puntos de tiempo medidos, mpamcion con los ratones inyectados
con anticuerpo isotipo de control. Los ratonesttas con una dosis Unica de H4H10223P a
3 mg/kg mostraron una reduccion significativa enrloveles de glucosa en sangre en el dia
2 en comparacion con los ratones inyectados caouanpo isotipo de control, pero no se
observaron reducciones significativas a esta @wosligs otros puntos de tiempo medidos. Los
ratones tratados con una dosis Unica de H4H10223Prag/kg mostraron una reducciéon
significativa en los niveles de glucosa en sangrel@lia 2 en comparacion con los ratones
inyectados con anticuerpo isotipo de control, glsgervaron tendencias de reduccion a esta
dosis en los otros puntos de tiempo medidos.

Tabla 7: Niveles de glucosa en sangre (mg/dL) da gaupo de tratamiento

Tiempo Nivel de glucosa en sangre (mg/dL)
(dias) Control H4H10223P
30 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg 30 mg/kg
0 2106 2098 209 £ 10 209 £ 12
2 192 +8 172 +7 164 +7 142 +5
4 168 + 10 181 +6 152 +18 137 +2
7 178 +12 173 +8 169 +3 1491
9 17410 179 +4 170 + 30 155 +7

Tabla 8: Porcentaje de reduccion de los nivelegldeosa en sangre de cada grupo de

tratamiento en comparacion con el tratamiento aérabde isotipo

Tiempo Reduccion de glucosa en sangre (%)
(dias) H4H10223P

3 mg/kg 10 mg/kg 30 mg/kg
2 10+ 3 14 +4 26 £2
4 -8+3 9+11 18+1
7 315 512 16+1
9 -3+3 2+17 11+4
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Ejemplo 6. El efecto de dosis multiples (administi@on crénica) de los anticuerpos anti-
GCG, H4H10223P y H4H10231P en un modelo en ratén deesidad inducida por dieta
in vivo de diabetes tipo 2

[0194] Se determinaron los efectos crénicos de los amposgeanti-GCG especificos de la
invencion, H4H10223P y H4H10231P, sobre los nivdkeglucosa en sangre en un modelo
en ratbn de obesidad inducida por dieta-(DIO) dabelies tipo 2. Como se sefiald
anteriormente, el modelo DIO se desarrollo alimedidaa los ratones con una dieta con un
alto contenido en grasas (60% kcal) (HFD) comenzandirededor de la 5 a 6 semanas de
edad.

[0195] En un experimento (Estudio 1), trece ratones C5@Bhdchos (Taconic Farms, Inc.,
# B6-M) se pusieron bajo una HFD a las 5 semanadd y se mantuvieron en la dieta
durante los subsiguientes 21 semanas. A las 26ssna edad, los ratones se dividieron en
2 grupos de 5 o 8 animales. Cada grupo recibiocigaes subcutaneas de H4H10223P
(n=5; 30 mg/kg), o un anticuerpo isotipo de confnct 8; 30 mg/kg), que no se une a ninguna
proteina de raton conocida, cada cinco dias. Aies2, 6, 9, 13, 16 y 20 después de la dosis
inicial de anticuerpos, se recolectaron sangradosaia de los ratones. Los niveles de
glucosa en sangre de las muestras de sangradeale ke determinaron utilizando ACCU-
Chek® Compact Plus (Roche, # 075177294001). Seldadt porcentaje de reduccion de la
glucosa en sangre desde los niveles medios desgliemosangre del grupo de control para
cada animal en cada punto de tiempo. La reduc@dseptual media de la glucosa en sangre

se calcul6 para el grupo H4H10223P en cada puntiemigo.

[0196] La Tabla 9 resume los niveles medios de glucosaamgre de cada grupo de
tratamiento y la reduccion porcentual media deagaen sangre del grupo H4H10223P.

[0197] En otro experimento (Estudio 2), treinta y un ra®C57BL/6 machos se pusieron
bajo una HFD a las 5 semanas de edad y se mam@arla dieta por las subsiguientes 11
semana. A las 16 semanas de edad, los ratonesviséeerdn en 4 grupos de 7 u 8
animales. Cada grupo recibid inyecciones subcusadeaH4H10223P (30 mg/kg; n = 8),
H4H10231 P (5 0 30 mg/kg; n = 8), o el anticuegmiipo de control (30 mg/kg; n =7), cada
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cinco dias. Alos dias 1,4, 7,11, 15y 20 despleda dosificacion inicial de anticuerpos se

recogieron muestras de sangrado de cola de lasesato

[0198] La Tabla 10 resume los niveles medios de glucosasaegre de cada grupo de
tratamiento.

[0199] La Tabla 11 resume las reducciones porcentualemméd glucosa en sangre a partir

de los niveles medios de glucosa del grupo de alopdira cada grupo de tratamiento.

Tabla 9: (Estudio 1) Niveles de glucosa en sangres ¢ada grupo de tratamiento y
porcentaje de reduccion en los niveles de glucosa gangre en el grupo H4H10223P en

comparacion con el grupo de control

Tiempo Control H4H10223P (30 mg/kg)
(dias) Nivel de glucosa en Nivel de glucosa en % de reduccién
sangre sangre
(mg/dL) (mg/dL)
0 211 +7 211 +6 0+3
2 212 + 24 146 +9 31+4
6 200 +7 154+ 6 23+3
9 174 +8 148+ 7 15+4
13 182 +12 144+ 5 21+3
16 158 +5 122+ 5 23+3
20 155 +11 139+ 9 10+6

Tabla 10: (Estudio 2) Niveles de glucosa en sang(eng/dL) para cada grupo de
tratamiento

Tiempo Control H4H10223P H4H10231P H4H10231P
(dias) (5 mg/kg) (30 mg/kg)

0 225+10 225+10 225+10 225+10

1 206 +11 214 +5 172 +3 192+7

4 194 +4 152 +7 156 £ 5 141+£5

7 215+8 191+6 1815 167 +6

11 199+6 164 +8 160+ 8 149+6

15 227 +10 222 +14 219 +17 191+5

20 204 +£5 183+9 1805 1717
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Tabla 11: (Estudio 2) Porcentaje de reduccion en $oniveles de glucosa en sangre en

comparacion con el grupo control para cada grupo dgatamiento.

Tiempo H4H10223P H4H10231P H4H10231P

(dias) (5 mg/kg) (30 mg/kg)

0 05 04 05

1 -4x£2 172 73

4 22+3 20+ 3 272

7 113 162 23+3

11 184 204 25+3

15 316 4+ 8 162
Resultados

[0200] Como se muestra en las Tablas 9 y 10, H4H10223BH1B231P disminuyeron
significativamente los niveles de glucosa en sarlgre maximos porcentajes de reduccion
de glucosa en sangre fueron de 31% para el grupti®62R3P en el estudio 1, 22% para el
grupo H4H10223P en el estudio 2, y 27% para elgtpH10231P en el estudio 2 (Tablas
9y11).



