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DESCRIPCION

Agonistas de receptores 3(R3) del péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP) y sus métodos de
uso farmacoldgicos.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a polipéptidos recién identificados y al uso de tales polipéptidos para fines terapéuticos.
Mais en particular, los polipéptidos de la presente invencién son ttiles para estimular la liberacién de insulina desde
las células beta pancredticas de una manera dependiente de glucosa, por lo que proporcionan una opcién terapéutica
para los individuos que padecen un trastorno metabdlico tal como diabetes o intolerancia a la glucosa, un estado
prediabético.

Antecedentes de la técnica relacionada

La diabetes se caracteriza por un metabolismo alterado de la glucosa que se manifiesta, entre otras cosas, por
una glucemia elevada en el paciente diabético. Los defectos subyacentes conducen a una clasificacién de la diabetes
en dos grupos principales: la diabetes tipo I, o diabetes mellitus insulinodependiente (DMID), que surge cuando los
pacientes carecen de células beta productoras de insulina en las glandulas pancredticas, y la diabetes tipo 2, o diabetes
mellitus no insulinodependiente (DMNID), que se da en pacientes con una funcién alterada de las células beta y con
alteraciones en la accién de la insulina.

Los pacientes diabéticos de tipo I se tratan actualmente con insulina, mientras la mayoria de los pacientes diabé-
ticos de tipo 2 se tratan con agentes que estimulan la funcién de las células beta o con agentes que incrementan la
sensibilidad tisular de los pacientes hacia la insulina. Con el tiempo, casi la mitad de los sujetos diabéticos de tipo
2 pierden la respuesta a estos agentes, y entonces se les debe administrar terapia de insulina. Los fairmacos usados
actualmente para tratar la diabetes tipo 2 incluyen:

Inhibidores de la alfa-glucosidasa (PRECOSE®, VOGLIBOSE™, y MIGLITOL®). Los inhibidores de la alfa-glu-
cosidasa reducen las oscilaciones de la glucosa postprandial retrasando la absorcién de la glucosa en el intestino. Estos
farmacos son seguros y proporcionan tratamiento para los sujetos diabéticos afectados de manera leve a moderada.
Sin embargo, se han informado efectos secundarios gastrointestinales en la bibliografia.

Sensibilizadores a insulina. Los sensibilizadores a insulina son farmacos que incrementan la respuesta del orga-
nismo a la insulina. Las tiazolidindionas tales como REZULIN™ (troglitazona) activan el receptor PPAR gamma y
modulan la actividad de un grupo de genes que no se ha descrito completamente. Aunque son eficaces, estos firmacos
se han asociado a hepatotoxicidad. Debido a la hepatotoxicidad, REZULIN ha sido retirado del mercado.

Secretagogos de insulina (sulfonilureas y otros agentes que actian mediante el canal de K+ dependiente de ATP).
Las SFUs son la terapia estandar para los diabéticos de tipo 2 que tienen una glucemia en ayunas leve a moderada.
Las SFUs tienen limitaciones, que incluyen la posibilidad de inducir hipoglucemia, aumento de peso, y tasas elevadas
de ineficacia primaria y secundaria. Del 10 al 20% de los pacientes tratados inicialmente no muestran un efecto
terapéutico significativo (fracaso primario). El fracaso secundario se manifiesta mediante una pérdida adicional del
20-30% del efecto terapéutico después de seis meses con una SFU. El tratamiento con insulina es necesario en un 50%
de los pacientes que responden a SFU después de 5-7 afios de terapia (Scheen, A.J., et al., Diabetes Res. Clin. Pract.
6:533-543 (1989)).

GLUCOPHAGE™ (metformina HCI) es una biguanida que disminuye la glucosa sanguinea disminuyendo la emi-
sién hepdtica de glucosa e incrementando la absorcién y utilizacion periférica de glucosa. El farmaco es eficaz para
disminuir la glucosa sanguinea en sujetos afectados de manera leve y moderada, y no tiene los efectos secundarios
de aumento de peso o la posibilidad de inducir hipoglucemia. Sin embargo, GLUCOPHAGE tiene varios efectos
secundarios que incluyen alteraciones gastrointestinales y acidosis lactica. GLUCOPHAGE est4 contraindicado en
pacientes diabéticos mayores de 70 afios y en sujetos con insuficiencia de la funcién renal o hepdtica. Finalmente,
GLUCOPHAGE tiene las mismas tasas de ineficacia primaria y secundaria de las SFUs.

El tratamiento con insulina se inicia después de que la dieta, el ejercicio y las medicaciones orales hayan fallado
en el control adecuado de la glucosa sanguinea. Este tratamiento tiene las desventajas de que es inyectable, puede
producir hipoglucemia y provoca aumento de peso.

Debido a los problemas asociados a los tratamientos actuales, se necesitan terapias nuevas para tratar la diabetes
tipo 2. En particular, se necesitan tratamientos nuevos para mantener la secrecion normal de insulina (dependiente de
glucosa). Dichos farmacos nuevos deberian tener las siguientes caracteristicas: depender de la glucosa para estimular
la secrecidn de insulina, es decir, producir la secrecion de insulina solamente en presencia de una glucosa sanguinea
elevada; tasas bajas de fracaso primario y secundario; y preservar la funcién de las células de los islotes. La estra-
tegia para desarrollar la terapia nueva descrita en esta memoria se basa en el mecanismo de sefializacién mediante
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), y en su efecto sobre la secrecion de insulina.
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El AMP ciclico es un regulador importante del proceso de secrecién de insulina. La elevacién de esta molécula
sefalizadora provoca el cierre de los canales de K+ tras la activacion de la ruta de la proteina quinasa A. El cierre de
los canales de K+ provoca la despolarizacién de la célula y la apertura posterior de los canales de Ca++, lo que a su
vez conduce a la exocitosis de los granulos de insulina. En ausencia de concentraciones bajas de glucosa se produce
poco efecto, si es que llega a producirse, sobre la secrecion de insulina (Weinhaus, A., et al., Diabetes 47: 1426-1435
(1998)). Los secretagogos como el péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (“PACAP”) y GLP-1 usan el
sistema de AMPc para regular la secrecién de insulina de una manera dependiente de glucosa (Komatsu, M., et al.,
Diabetes 46: 1928-1938, (1997)). Los secretagogos de insulina que funcionan a través de la elevaciéon del AMPc,
tales como GLP-1 y PACAP, son también capaces de incrementar la sintesis de insulina, ademds de incrementar la
liberacién de insulina (Skoglund, G. ef al., Diabetes 49: 1156-1164, (2000). Borboni, P. ef al., Endocrinology 140:
5530-5537, (1999)).

PACAP es un estimulador potente de la secrecidon de insulina dependiente de glucosa desde las células beta pan-
credticas. Se han descrito tres tipos de receptores de PACAP diferentes (R1, R2, y R3) (Harmar, A. et al., Pharmacol.
Reviews 50: 265-270 (1998)). PACAP no exhibe selectividad de receptor, y tiene actividades y potencias comparables
en los tres receptores. R1 estd localizado de manera predominante en el SNC, mientras R2 y R3 estdn mas distribuidos.
R2 esté localizado en el SNC asi como en el higado, pulmones e intestino. R3 estd localizado en el SNC, péncreas,
musculo esquelético, corazon, riiidn, tejido adiposo, testiculos y estdmago. Los trabajos recientes mantienen que R3
es responsable de la secrecion de insulina desde las células beta (Inagaki, N. ef al., PNAS 91: 2679-2683, (1994)). Esta
accion insulinotrépica de PACAP estd mediada por las proteinas Gs que unen GTP. La acumulacién de AMPc intra-
celular a su vez activa los canales de cationes no selectivos de las células beta, lo que incrementa [Ca++] y provoca la
exocitosis de los granulos secretores que contienen insulina.

PACAP es el miembro més reciente de la superfamilia de hormonas peptidicas metabdlicas, neuroendocrinas y
neurotransmisoras que ejercen su accion a través de la ruta de transduccién de sefiales mediada por AMPc (Arimura,
Regul. Peptides 37:287-303 (1992)). Los péptidos bioldgicamente activos se liberan del precursor biosintético en
dos formas moleculares, como un péptido de 38 aminoécidos (PACAP-38) y/o como un péptido de 27 aminodcidos
(PACAP-27) con un extremo carboxilo amidado (Arimura, anteriormente mencionado).

Las concentraciones mds elevadas de las dos formas del péptido se hallan en el cerebro y testiculo (revisado en
Arimura, anteriormente mencionado). La forma mads corta del péptido, PACAP-27, muestra un 68§% de homologia
estructural con el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP). Sin embargo, la distribucién de PACAP y VIP en el sistema
nervioso central indica que estos péptidos relacionados estructuralmente tienen funciones neurotransmisoras distintas
(Koves et al., Neuroendocrinology 54:159-169, (1991)).

Estudios recientes han demostrado los efectos bioldgicos diversos de PACAP-38, desde su papel en la reproduccion
(McArdle, Endocrinology 135:815-817 (1994)) hasta su capacidad de estimular la secrecién de insulina (Yada et al.,
J. Biol. Chem. 269:1280-1293 (1994)).

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido de 28 aminodcidos que se aislé por primera vez de intestino
delgado de cerdo (Said y Mutt, Science 169: 1217-1278, 1970; Patente de EE.UU. n°® 3.879.371). Este péptido per-
tenece a una familia de polipéptidos pequefios relacionados estructuralmente que incluye helodermina, secretina, las
somatostatinas, y glucagén. Los efectos bioldgicos de VIP estdn mediados por la activacién de proteinas receptoras
asociadas a la membrana que estdn acopladas al sistema de sefializaciéon de AMPc intracelular. Estos receptores se
conocian en un principio como VIP-R1 y VIP-R2, pero sin embargo mds tarde se descubrié que eran los mismos
receptores que PACAP-R2 y PACAP-R3. VIP exhibe actividades y potencias comparables en PACAP-R2 y PACAP-
R3.

Para mejorar la estabilidad de VIP en fluido pulmonar humano, Bolin et al (Biopolymers 37: 57-66, (1995)) pro-
dujo una serie de variantes de VIP disefiadas para incrementar el contenido helicoidal de este péptido y reducir la
degradacion proteolitica. Las sustituciones se centraron en las posiciones 8, 12, 17, y 25-28, que se suponia que no
eran importantes para la unién al receptor. Ademas, se afiadié la secuencia “GGT” al extremo C-terminal de las mutei-
nas de VIP con la esperanza de proteger de manera mds eficaz la hélice. Finalmente, para estabilizar adicionalmente
la hélice, se sintetizaron diversas variantes ciclicas (patente de EE.UU. n°® 5.677.419). Aunque estos intentos no iban
dirigidos hacia la selectividad por el receptor, produjeron dos andlogos (designados en esta memoria R3P0 y R3P4)
que tenian una selectividad por PACAP-R3 de mds de 100 veces (Gourlet et al., Peptides 18: 403-408, (1997); Xia et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 281: 629-633, (1997)).

GLP-1 se libera de la célula L intestinal después de una comida y funciona como una hormona incretina (es
decir, potencia la liberacién de insulina inducida por glucosa desde la célula beta pancredtica). Es un péptido de 37
aminodcidos, que se expresa de manera diferencial por el gen de glucagén, dependiendo del tipo de tejido. Los datos
clinicos que apoyan el efecto beneficioso de elevar los niveles de AMPc en las células 5 se han recogido con GLP-
1. Las infusiones de GLP-1 en diabéticos de tipo 2 escasamente controlados normalizaron sus glucemias en ayunas
(Gutniak, M., et al., New Eng. J. Med. 326:1316-1322. (1992)), y con infusiones mds largas mejoraron la funcién de
las células beta hasta la de los sujetos normales (Rachman, J. et al., Diabetes 45: 1524-1530, (1996)). Un informe
reciente ha demostrado que GLP-1 mejora la capacidad de las células S para responder a la glucosa en sujetos con
intolerancia a la glucosa (Byme M., et al., Diabetes 47: 1259-1265 (1998)). Todos estos efectos, sin embargo, tienen
una duracion corta debido a la corta semivida del péptido. Recientemente, Novo Nordisk ha interrumpido los ensayos
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clinicos con GLP-1. Este fracaso se ha debido supuestamente a una semivida del péptido muy corta en plasma, de
unos pocos minutos.

EXENDIN 4™. Amylin Pharmaceuticals estd llevando a cabo ensayos de fase I con EXENDIN 4 (AC2993), un
péptido de 39 aminoécidos identificado inicialmente en Monstruo de Gila. Los ensayos de fase II han comenzado
recientemente. Amylin afirma que los resultados preclinicos muestran una duracién de 4 horas de la eficacia, y eficacia
en modelos animales cuando se administra AC2993 de forma subcutdnea, oral y nasal. Sin embargo, a dosis de 0,2 y
0,3 ug/kg, la incidencia de cefaleas, hipotension postural, nduseas y vomitos fue significativa.

El documento US 5.677.419 se refiere a los andlogos ciclicos de VIP. Sin embargo, no hay una discusién sobre la
selectividad de estos andlogos para ninguno de los receptores de VIP.

Gourlet et al (European Journal of Pharmacology 348 (1998); pdginas 95 a 99) describe variantes de VIP en las
que se han mutado los aminoécidos de las posiciones 22 y 24. Se informé que las mutaciones en estas posiciones
produjeron variantes de VIP que no tenian selectividad de receptores en comparacioén con VIP, o que tuvieron una
afinidad menor por el receptor VIP2 (R3) que VIP.

El documento WO 98/02453 describe péptidos que tienen una selectividad mayor por el receptor VIP1 (R2) que
por el receptor VIP2 (R3).

Gourlet et al (Peptides, volumen 18, n°® 3, paginas 403-408 (1997)) describe y caracteriza un unico agonista poli-
peptidico para el receptor de VIP, RO25-1553.

Existe la necesidad de un péptido mejorado que tenga la actividad de secretagogo de insulina dependiente de
glucosa de PACAP, GLP-1, o EXENDIN 4, y que tenga menos efectos secundarios.

Esta invencién proporciona polipéptidos nuevos que funcionan in vivo como agonistas del receptor PACAP R3 (en
adelante, R3) y que son eficaces en el tratamiento de enfermedades y trastornos que se pueden mejorar mediante agen-
tes que tengan actividad agonista de R3. Preferiblemente, los polipéptidos de esta invencién son agonistas selectivos
de R3, que tienen una potencia mayor en R3 que en R2 y R1. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, estos poli-
péptidos estimulan la sintesis y la liberacién de insulina desde las células beta pancreéticas de una manera dependiente
de glucosa, con la reduccién posterior de la glucosa plasmadtica. Se demuestra que estos polipéptidos secretagogos de
insulina estimulan la liberacién de insulina en células de islotes de ratas y humanos in vitro e in vivo. A diferencia de
PACAP-27, estos polipéptidos secretagogos disminuyen también la glucosa sanguinea in vivo en mayor medida que
el control con vehiculo tras la sobrecarga de glucosa.

Los polipéptidos de la presente invencion proporcionan una terapia nueva para pacientes, por ejemplo, con tras-
tornos metabdlicos tales como los que resultan de una secrecion de insulina endégena disminuida, en particular los
diabéticos de tipo 2, o para pacientes con intolerancia a la glucosa, un estado prediabético que tiene una alteracién
leve de la secrecion de insulina.

En particular, un aspecto de la invencién es un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las ID SEC N°s:
47,72 a 82y 85 y los fragmentos, derivados y variantes de los mismos que muestran al menos una funcién bioldgica
que es sustancialmente la misma que la de los polipéptidos de las ID SEC N°s enumeradas (en conjunto, “polipéptidos
de esta invencion”), lo que incluye los equivalentes funcionales de los mismos. Una realizacién preferida de esta in-
vencién es un polipéptido de ID SEC N°: 72 y los fragmentos, derivados y variantes del mismo que muestran al menos
una funcién biolégica que es sustancialmente la misma que la de los polipéptidos de las ID SEC N°s enumeradas.

Otra realizacién de la invencion es un polinucledtido que codifica los polipéptidos de esta invencidn, y los vectores
y células hospedadoras relacionadas necesarias para expresar de manera recombinante los polipéptidos de esta inven-
cion. Estas secuencias polinucleotidicas y secuencias que no son parte de la invencién incluyen las identificadas como
ID SEC N°% 204, 207 a 211, 214 a 230, y 232 a 321.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido segtin la inven-
cién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona composiciones para terapia génica que comprenden un polinucleétido segtin la
invencién en combinacidn con un vehiculo para terapia génica terapéuticamente eficaz.

También se proporcionan anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen de manera selectiva a los poli-
péptidos de esta invencidn. Tales anticuerpos son ttiles para detectar los polipéptidos de esta invencion, y se pueden
identificar y producir mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, que incluyen los andlogos a los descritos
en el Ejemplo 17 mas adelante.

La invencion se dirige también a un método para tratar la diabetes y/o otras enfermedades o trastornos que se ven
afectados por los polipéptidos de esta invencidn, y preferiblemente se efectiia mediante la funcién de agonista de R3 de
los polipéptidos de esta invencion, en un mamifero, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
de cualquiera de los polipéptidos de la presente invencion a dicho mamifero.
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También se describen métodos para producir los polipéptidos de esta invencidn, tanto recombinantes como sintéti-
cos.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 representa las secuencias de aminodcidos de los polipéptidos de ID SEC N°S: 11 a 14, ID SEC N°: 18,
ID SEC N°s: 21 a 26, ID SEC N°s: 32 a 36, ID SEC N°: 40 a 53, ID SEC N°: 57 a 61, ID SEC N°: 63 a 99, ID SEC
N°: 102 a 119, ID SEC N°: 121 a 137, ID SEC N°: 139 a 177, ID SEC N°: 179, 180, ID SEC N°: 183 a 202, e ID
SEC N°: 322 a 341, que son los polipéptidos reivindicados.

La Fig. 2 es una alineacién de secuencias de mutantes de VIP y polipéptidos VIP nativos, PACAP38, GLP-1,
EXENDIN-4 y ejemplos de polipéptidos selectivos de R3. Los residuos conservados estdn en negrita y sombreados en
gris oscuro, mientras los cambios conservativos estdn sombreados en gris claro.

La Fig. 3 es un mapa de restriccién de un pldsmido tipico que contiene la fusién GST-péptido.

Las Figs. 4A-4B son grificos que muestran el efecto de GLP-1 o R3P3 sobre la liberacion de insulina desde islotes
de rata in vitro.

La Fig. 5 es un grafico que muestra el efecto del péptido R3P3 sobre la eliminacién de glucosa.

La Fig. 6 es un grafico de barras que muestra el efecto de PACAP y de los polipéptidos relacionados sobre el
contenido de agua intestinal en ratones Balb/C.

La Fig. 7 es un grafico de barras que demuestra que una dosis de 1 nmol/kg de R3P3, R3P12, R3P13, o GLP-1
incrementa la eliminacién de glucosa en ratas mediante una via de administracion subcutdnea.

La Fig. 8 describe las secuencias polinucleotidicas ID SEC N°s 54 a 56 y 203 a 301 que codifican los polipéptidos
de esta invencion.

Los primeros 6 nucleétidos representan el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Bam HI, seguido por
los siguientes 12 nucleétidos que codifican el sitio de reconocimiento del Factor Xa “IEGR”. Los ultimos 6 nucleétidos
representan el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Xho I o Eco RI precedidos por los 6 nucleétidos que
codifican los dos codones de parada. Los nucledtidos entre el sitio del Factor Xa y los codones de parada codifican la
secuencia de aminodcidos del polipéptido correspondiente. Los nucle6tidos entre los dos sitios de restriccion se clonan
en los sitios de restriccion correspondientes del vector pGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech). Las ID SEC N°s
se indican entre paréntesis.

La Fig. 9 muestra el efecto de PACAP-27, VIP y los agonistas selectivos del receptor sobre el ritmo cardiaco en
perros conscientes (véase el ejemplo 15).

La Fig. 10 muestra la detecciéon de R3P66 mediante anticuerpos policlonales producidos en conejos inmunizados
con la secuencia C-terminal de R3P66 (Ac-CRKOVAAKKYLQSIKNKRY-COOH), mediante el uso de ELISA.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Esta invencidn proporciona polipéptidos nuevos, y fragmentos, derivados y variantes de los mismos que muestran
al menos una funcién bioldgica que es sustancialmente la misma que la de los polipéptidos de la Fig. 1 (en conjunto,
polipéptidos de esta invencidn). Los polipéptidos de esta invencién funcionan in vivo como agonistas de R3 o de otra
forma en la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades o trastornos tales como diabetes, asma, hipertension, pro-
blemas reproductivos masculinos que incluyen motilidad del semen humano, enfermedades cardiovasculares, tdlceras,
y otros trastornos identificados en esta memoria, o funcionan de otra manera como se describe mds adelante en esta
memoria. Preferiblemente, los polipéptidos de esta invencién estimularan la liberacién de insulina desde las células
beta pancredticas de una manera dependiente de glucosa.

Los polipéptidos de esta invencién son agonistas de R3. Preferiblemente, son agonistas selectivos de R3 con una
selectividad de al menos 10 veces para R3 respecto de R2 y/o R1. Mas preferiblemente, son agonistas selectivos de
R3 con una selectividad de al menos 100 veces para R3 respecto de R2 y/o R1. Lo mds preferiblemente, estimulan
la liberacion de insulina al plasma de una manera dependiente de glucosa, sin inducir una estasis o incremento del
nivel de glucosa plasmadtica que es contraproducente para el tratamiento, por ejemplo, de la diabetes tipo 2. Ademas,
es preferible que los polipéptidos de esta invencién sean agonistas selectivos del receptor R3, por lo que provocan, por
ejemplo, un incremento de la liberacion de insulina al plasma, a la vez que son selectivos respecto de otros receptores
que son responsables de efectos secundarios desagradables o peligrosos, tales como la retencién gastrointestinal de
agua, y/o efectos cardiovasculares indeseables tales como un ritmo cardiaco incrementado. Se ha descubierto que la
secrecion de insulina mediada por R3 no provoca hipoglucemia, la activacién de R2 conduce a la liberacién de glucosa
al plasma que es contraproducente para el tratamiento de la diabetes tipo 2 y retencién gastrointestinal de agua, y la
activacion de R1 conduce a efectos cardiovasculares tales como un ritmo cardiaco incrementado.
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Los polipéptidos de esta invencidn proporcionan una terapia nueva para pacientes con secrecién de insulina endé-
gena disminuida o intolerancia a la glucosa, en particular diabetes tipo 2.

A. Discusion

PACAP, VIP, GLP-1 y Exendin-4 son polipéptidos capaces de estimular la liberacion de insulina de una manera
dependiente de glucosa. Sin embargo, este hecho por si solo no garantiza la reduccion de la glucosa in vivo. Ya que se
sabe que PACAP se une a los receptores PACAP-R1, -R2 y -R3, y se sabe que VIP se une a los receptores PACAP-R2
y -R3, se pensé que podian tener caracteristicas estructurales conservadas similares. La siguiente alineacién mediante
superposiciéon muestra las relaciones estructurales primarias:

ID SEC
N°
VIP 1 HSDAVFTDNY TRLRKQMAVK KYLNSILN-NH, 28 1
PACAP38 1 HSDGIFTDSY SRYRKQMAK KYLAAVLGKR YKQRVKNK-NH, 38 2
GLP-1 1 HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLKGR-NH; 30 3
Exendin4 1 HGEGTFTSDL SKQMEEEVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPS- 39 4

NH;

(en la que las abreviaturas de una letra de los aminodcidos se pueden hallar en Zubay, Biochemistry 2* ed., 1988,
MacMillan Publishing, Nueva York, pag. 33), y se definen mds adelante. Los polipéptidos de la presente invencién
y los polipéptidos que no son parte de la invencién (Fig. 1) estdn estrechamente relacionados con VIP en cuanto a
su estructura primaria, con la excepcién de ID SEC N°: 57-61, 66-69, y 176, 177, 179, 180, 183-202 que estdn mas
estrechamente relacionados con PACAP.

Los presentes inventores han creado un polipéptido nuevo que es un agonista de R3, preferiblemente un agonista
selectivo de R3, y/o que exhibe un efecto selectivo secretagogo de insulina dependiente de glucosa, en el que la
activacion selectiva del receptor PACAP R3 conduce de hecho a una ruta dependiente de glucosa para la secrecién
de insulina por las células beta pancredticas, con la reduccion concomitante de la glucosa in vivo. Desde ese punto
de vista, primero se estudiaron las estructuras de PACAP-27 y VIP en un intento de determinar los residuos que
tienen una mayor probabilidad de ser responsables de la selectividad por el receptor. Se sabe que PACAP y VIP no
reducen la glucosa in vivo, sino que, mas bien, estimulan la liberacién de glucosa desde el higado. Se ha demostrado
que la activacién de R2 incrementa los niveles plasmadticos de glucosa in vivo. Anteriormente, tanto PACAP como
VIP se han sometido a mutagénesis de manera exhaustiva por diversas razones. Por ejemplo, las deleciones en serie de
PACAP27 y PACAP38 desde ambos extremos confirmaron la importancia de ambos extremos para la unién al receptor
(Gourlet et al., Eur. J. Pharm. 287: 7-11, (1995); Gourlet et al., Regul. Peptides 62: 125-130, (1996)). La unién a
membranas de cerebro de rata y las actividades de adenilato ciclasa de las muteinas hibridas PACAP27/VIP implicé
la importancia de los residuos N-terminales de PACAP para el reconocimiento de PACAP-R1 (Ando et al., Biomed.
Pept. Proteins Nucleic Acids 2:41-46, (1996)). El incremento de la basicidad de Leu'’-PACAP27 y Leu!’-VIP haciendo
las mutaciones K15R, K20R, y K21R y la extension del extremo C-terminal con la secuencia “GKR” condujo a un
incremento de la duracién de la actividad relajante traqueal en conejillo de indias, que se propuso que era debida a la
proteccion de la unién a heparina (Kashimoto et al., Ann. NY Acad. Sci. 805: 505-510, (1996)). Gourlet et al. (Biochim.
Biophys. Acta 1314: 267-273, (1996)) demostré que la muteina Q16R de VIP y PACAP poseia afinidades mayores
que sus polipéptidos nativos respectivos por PACAP-R2 y R1, respectivamente. Gourlet et al. (Peptides 18: 1539-
1545, (1997)) desarroll6 un agonista selectivo de R2 de elevada afinidad produciendo el péptido quimérico sustituido
[K15, R16, L27] VIP(1-7)/GRF(8-27). La acilaciéon N-terminal y la sustitucién de D-Phe2 de este agonista selectivo
condujo a un antagonista selectivo de R2 potente (Gourlet et al., Peptides 18 1555-1560. (1997)). Las muteinas de
VIP Y22L e Y22A, pero no Y22F, exhiben una afinidad més baja por PACAP-R3, lo que sugiere la importancia de un
grupo aromdtico en la posicién 22 para la unién al receptor R3 pero no para la unién al receptor R2 (Gourlet, Eur, J.
Biochem. 348: 95-99, (1998)). Helodermina y helospectina, péptidos similares a VIP aislados del veneno de glandula
salival de lagartos, exhiben una selectividad de 100 veces por PACAP-R3 (Gourlet, Ann. NY Acad. Sci. 865: 247-252,
(1998)). El marcado mediante fotoafinidad de PACAP27 sustituyendo F6 e Y22 con p-benzoil-L-fenilalanina (pBz) o
K15, K20, y K21 con pBz, parecié indicar que K15 y F22 son mds cercanos a PACAP-R1 que F6, K20, y K21 (Cao
et al., Eur. J. Biochem. 244: 400-406, (1997); Cao et al., Ann. NY Acad. Sci., 865: 82-91, (1998)).

Los inventores de esta memoria han descubierto varios polipéptidos que provocan la estimulacion de la liberacién
de insulina de una manera dependiente de glucosa, y que provocan la reduccién de la glucosa in vivo. Esos polipéptidos
y los polipéptidos que no son parte de la presente invencidn tienen cierta similitud con VIP y PACAP. En particular,
una alineacion por superposicion muestra lo siguiente:
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ID SEC

N°
VIP 1 HSDAVFTDNY TRLRKQMAVK KYLNSILN-NH; 28 1
PACAP38 1 HSDGIFTDSY SRYRKQMAVK KYLAAVLGKRYKQRVKNK- 38 2

NH,

R3P1 Ac-HSDAVFTENY TKLRKQLAAK KYLNDLKKGG T-NH, 31 6
R3P3 1 HSDAVFTENY TKLRKQLAAK KYLNDLKKGG T 31 8
R3P12 1 HSDAVFTDNY TRLRKQLAAK KYLNDIKKGG T 31 15
R3P13 1 HSDAVFTDNY TRLRKQLAAK KYLNDIKK-NH, 28 16
R3P36 1 HSDAVFTDNY TRLRKQLAAK KYLNDIKKKR Y 31 32
R3P66 1 HSDAVFTDNY TRLRKQVAAK KYLQSIKNKR Y 31 72

Sin embargo, no existen ensefianzas en la bibliografia cientifica o de patentes que sugieran que las modificaciones
selectivas de las secuencias de VIP y PACAP conduzcan a un polipéptido con la capacidad de estimular la secrecién
de insulina de una manera dependiente de glucosa, y de reducir la concentracion plasmadtica de glucosa.

A continuacién se definirdn ciertas expresiones usadas en toda esta memoria descriptiva, y otras se definirdn a
medida que se utilicen. La abreviatura de una letra para un aminodcido particular, su aminodcido correspondiente, y
la abreviatura de tres letras son las siguientes: A, alanina (ala); C, cisteina (cys); D, 4cido aspartico (asp); E, acido
glutdmico (glu); F, fenilalanina (phe); G, glicocola (gly); H, histidina (his); I, isoleucina (ile); K, lisina (lys); L, leucina
(leu); M, metionina (met); N, asparagina (asn); P, prolina (pro); Q, glutamina (gln); R, arginina (arg); S, serina (ser);
T, treonina (thr); V, valina (val); W, tript6fano (trp); Y, tirosina (tyr).

La expresion “polinucledtido que codifica un polipéptido” abarca un polinucleétido que incluye solamente la se-
cuencia codificante del polipéptido, asi como un polinucledtido que incluye secuencias adicionales codificantes y/o no
codificantes. La presente invencion se refiere ademds a los polinucledtidos que hibridan con las secuencias descritas
anteriormente si existe una identidad entre las secuencias de al menos alrededor del 70%, preferiblemente al menos
alrededor del 90%, y més preferiblemente al menos alrededor del 95%. La presente invencion se refiere en particular
a polinucleétidos que codifican polipéptidos que hibridan en condiciones rigurosas a los polinucleétidos descritos an-
teriormente. Como se usa aqui, la expresion “condiciones rigurosas” significa “condiciones de hibridacién rigurosas”.
Preferiblemente, la hibridacién ocurrird solamente si existe una identidad entre las secuencias de al menos alrede-
dor del 90%, y preferiblemente alrededor del 95% al 97%. Los polinucleétidos que hibridan con los polinucleétidos
descritos anteriormente en una realizacion preferida codifican polipéptidos que mantienen sustancialmente la misma
funcién o actividad biolégica que el polipéptido maduro codificado por los cADNSs.

“Equivalente funcional” y “sustancialmente la misma funcién o actividad bioldgica” significa en cada caso que el
grado de actividad biolégica estd dentro de alrededor del 30% al 100% o mds de la actividad bioldgica mostrada por el
polipéptido con el que se estd comparando, cuando la actividad biolégica de cada polipéptido se determina mediante
el mismo procedimiento. Por ejemplo, un polipéptido que es equivalente funcionalmente a un polipéptido de la Fig.
1 es uno que cuando se analiza en el ensayo de proximidad con centelleo de AMP ciclico del Ejemplo Especifico 16,
muestra la acumulacién de AMPc en la linea de células CHO que expresan del receptor PACAP/VIP R2 (PACAP R3)
humano.

Un polipéptido de esta invencién que es un agonista de R3 es uno que muestra alrededor del 30% - 100% o mds de
actividad maxima de agonista de PACAP-27 R3 cuando se analiza con el protocolo del Ejemplo 16. Los polipéptidos
preferidos de esta invencidn que son agonistas selectivos de R3 respecto de los receptores PACAP R2 y R1 son aquellos
polipéptidos que muestran una proporcién de actividad de agonista de R3 respecto de R2 de alrededor de 10:1 o més, y
mads preferiblemente, alrededor de 100:1 o mds, y/o muestran una proporcion de actividad de agonista de R3 respecto
de la actividad en el receptor R1 de alrededor de 10:1 o mds, y mas preferiblemente, alrededor de 100:1 o mas cuando
el polipéptido se analiza con el protocolo del Ejemplo 16, mediante el uso de células que expresan los receptores
apropiados.

“Condiciones de hibridacién rigurosas” se refiere a una incubacién durante la noche de los dos fragmentos de
polinucledtidos a hibridar a 42°C en una disolucién que comprende formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 750 mM,
citrato sédico 75 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), disolucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y 20
pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y fragmentado, seguido de lavado de los filtros en SSC 0,1x a
alrededor de 65°C.
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Los términos “fragmento”, “derivado” y “variante”, cuando se refieren a los polipéptidos de la Fig. 1, significan
fragmentos, derivados y variantes de los polipéptidos que mantienen sustancialmente la misma funcién o actividad
biolégica de tales polipéptidos, como se describe adicionalmente mds adelante.

Un andlogo incluye un polipéptido que incluye dentro de €l la secuencia de aminodcidos del polipéptido de esta
invencion. El polipéptido activo de esta invencidn se puede escindir de los aminodcidos adicionales que completan
la molécula de propolipéptido mediante procesos naturales in vivo, o mediante procedimientos bien conocidos en la
técnica tales como escision enzimadtica o quimica. Por ejemplo, el péptido VIP nativo de 28 aminoacidos se expresa
de manera natural en forma de un polipéptido mucho mads largo que después se procesa in vivo para liberar el péptido
maduro activo de 28 aminodacidos.

Un fragmento es una porcién del polipéptido que mantiene una actividad funcional sustancialmente similar, como
se muestra en los modelos in vivo descritos en esta memoria mds adelante.

Un derivado incluye todas las modificaciones del polipéptido que preservan sustancialmente las funciones descritas
en esta memoria e incluyen una estructura adicional y una funcién concomitante, p.ej., polipéptidos PEGilados que
tienen una semivida mayor, polipéptidos de fusién que confieren una especificidad de seleccién de objetivo o una
actividad adicional tal como toxicidad para un objetivo deseado, como se describe mds adelante.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden ser polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturales purifica-
dos o polipéptidos sintéticos.

El fragmento, derivado o variante de los polipéptidos de la presente invencién puede ser (i) uno en el que uno
o mds de los residuos de aminoécidos estdn sustituidos con un residuo de aminoacido conservado o no conservado
(preferiblemente un residuo de aminodcido conservado), y tal residuo de aminoacido sustituido puede ser o no uno
codificado por el cédigo genético, o (ii) uno en el que uno o mds de los residuos de aminodcidos incluyen un grupo
sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro esta fusionado con otro compuesto, tal como un compuesto
para incrementar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminodcidos
adicionales estdn fusionados al polipéptido maduro, tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia que se
emplea para la purificacion del polipéptido maduro o una secuencia de propolipéptido, o (v) uno en el que la secuencia
del polipéptido estd fusionada con un polipéptido mayor, es decir, albimina humana, un anticuerpo o Fc, para una
duracién incrementada del efecto. Se considera que tales fragmentos, derivados y variantes y andlogos estdn dentro
del alcance de los expertos en la técnica a partir de las enseflanzas de esta memoria.

Preferiblemente, los derivados de la presente invencién contendran sustituciones conservativas de aminodcidos
(definidas mds adelante) hechas en uno o mas residuos de aminodacidos predichos, preferiblemente no esenciales. Un
residuo de aminodcido “no esencial” es un residuo que se puede alterar de la secuencia de tipo natural de una proteina
sin alterar la actividad biol6gica, mientras un residuo de aminodacido “esencial” es necesario para la actividad biol6gi-
ca. Una “sustitucion conservativa de aminodcido” es una en la que el residuo de amino4cido se sustituye con un residuo
de aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas la-
terales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen los aminodcidos con cadenas laterales bésicas
(p-¢j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p.ej., acido aspartico, dcido glutdmico), cadenas laterales
polares sin carga (p.ej., glicocola, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales apolares
(p-¢j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, tript6fano), cadenas laterales ramificadas
en beta (p.€j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p.ej., tirosina, fenilalanina, triptéfano, his-
tidina). Las sustituciones no conservativas no se harfan para residuos de aminoacidos conservados o para residuos de
aminodcidos presentes dentro de un dominio conservado de la proteina, tales como los residuos 19 y 27, en los que
tales residuos son esenciales para la actividad de la proteina, tal como para la actividad de R3 y/o para la selectividad
de R3. Los fragmentos o las porciones bioldgicamente activas incluyen fragmentos de polipéptidos adecuados para el
uso como un medicamento, para generar anticuerpos, como un reactivo de investigacion, y similares. Los fragmentos
incluyen péptidos que comprenden secuencias de aminodcidos suficientemente similares a, o derivadas de, las secuen-
cias de aminodcidos de un polipéptido de esta invencion y que exhiben al menos una actividad de ese polipéptido, pero
que incluyen menos aminodcidos que los polipéptidos de tamafio completo descritos en esta memoria. En general, las
porciones biolégicamente activas comprenden un dominio o motivo con al menos una actividad de los polipéptidos.
Una porcién biolégicamente activa de un polipéptido puede ser un péptido que tiene, por ejemplo, 5 0 mas aminoéa-
cidos de longitud. Tales porciones biol6gicamente activas se pueden preparar de manera sintética o mediante técnicas
recombinantes, y se puede analizar una o mds de las actividades funcionales de un polipéptido de esta invencién con
el uso de medios descritos en esta memoria y/o bien conocidos en la técnica.

Ademés, los derivados preferidos de la presente invencion incluyen polipéptidos maduros que se han fusionado
con otro compuesto, tal como un compuesto para incrementar la semivida del polipéptido y/o para reducir la inmuno-
genicidad potencial del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol “PEG”). En el caso de la PEGilacion, la fusion del
polipéptido a PEG se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido para un experto en la técnica. Por ejemplo,
la PEGilacioén se puede llevar a cabo mediante la introduccion primero de una mutacién de cisteina en el polipéptido,
seguido por una derivatizaciéon especifica de sitio con PEG-maleimida. La cisteina se puede afadir al extremo C-ter-
minal de los péptidos (Véase, por ejemplo, Tsutsumi et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 18 de jul. de 2000:97(15):8548-
53).
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Las variantes de los polipéptidos de esta invencién y los polipéptidos que no son parte de la presente invencién
incluyen polipéptidos que tienen una secuencia de aminoécidos suficientemente similar a la secuencia de aminoacidos
de las ID SEC N°s de la Fig. 1 o un dominio de los mismos. La expresion “suficientemente similar” significa una
primera secuencia de aminodcidos que contiene un nimero suficiente o minimo de residuos de aminodcidos idénticos
o equivalentes respecto de una segunda secuencia de aminodcidos, de forma que la primera y la segunda secuencia
de aminodcidos tienen un dominio estructural comin y/o una actividad funcional comtin. Por ejemplo, las secuencias
de aminodcidos que contienen un dominio estructural comuin que es idéntico en al menos un 45%, preferiblemente
alrededor de un 75% a un 98%, se definen esta memoria como suficientemente similares. Preferiblemente, las varian-
tes serdn suficientemente similares a la secuencia de aminodcidos de los polipéptidos preferidos de esta invencion.
Las variantes incluyen variantes de polipéptidos codificados por un polinucleétido que hibrida a un polinucleétido
de esta invencién o a un complemento del mismo en condiciones rigurosas. Tales variantes mantienen en general la
actividad funcional de los polipéptidos de esta invencién. Se pueden usar bibliotecas de fragmentos de los polinu-
cledtidos para generar una poblacion heterogénea de fragmentos para el cribado y la posterior seleccion. Por ejemplo,
se puede generar una biblioteca de fragmentos tratando un fragmento de PCR bicatenario de un polinucleétido con
una nucleasa en condiciones en las cuales se producen mellas solamente alrededor de una vez por molécula, des-
naturalizando el ADN bicatenario, renaturalizando el ADN para formar ADN bicatenario que puede incluir pares
codificantes/complementarios de productos mellados de manera diferente, eliminando las porciones monocatenarias
de las moléculas bicatenarias reformadas mediante tratamiento con nucleasa S1, y ligando la biblioteca de fragmentos
resultante en un vector de expresion. Mediante este método, se puede derivar una biblioteca de expresion que codifica
fragmentos N-terminales e internos de diversos tamafios del polipéptido de esta invencion.

Las variantes incluyen polipéptidos que difieren en la secuencia de aminodcidos debido a mutagénesis. Las va-
riantes que funcionan como agonistas de R3 se pueden identificar mediante el cribado de bibliotecas combinatorias
de mutantes, por ejemplo mutantes por truncamiento, de los polipéptidos de esta invencién en funcién de su actividad
agonista de R3.

En una realizacién, se genera una biblioteca heterogénea de andlogos mediante mutagénesis combinatoria de dcidos
nucleicos y estd codificada por una biblioteca génica heterogénea. Se puede producir una biblioteca heterogénea de
variantes, por ejemplo, ligando enzimaticamente una mezcla de oligonucledtidos sintéticos con secuencias genéticas de
manera que es expresable un grupo degenerado de secuencias de aminodcidos de las variantes potenciales en forma de
polipéptidos individuales, o, de manera alternativa, en forma de un grupo de proteinas de fusién mayores (por ejemplo,
para expresion en fagos) que contienen el grupo de las secuencias en ellas. Existe una diversidad de métodos que se
pueden usar para producir bibliotecas de variantes potenciales a partir de una secuencia oligonucleotidica degenerada.
La sintesis quimica de una secuencia genética degenerada se puede llevar a cabo en un sintetizador automético de
ADN, y el gen sintético se liga después en el vector de expresion apropiado. El uso de un grupo degenerado de genes
permite el suministro, en una mezcla, de todas las secuencias que codifican el grupo deseado de secuencias variantes
potenciales. Los métodos para sintetizar oligonucleétidos degenerados se conocen en la técnica (véase, p.ej., Narang
(1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al (1984) Science 198:1056; Ike
et al (1983) Nucleic Acid Res. 11:477).

Se conocen varias técnicas en la técnica para el cribado de los productos génicos de las bibliotecas combinatorias
producidas mediante mutaciones puntuales o truncamientos, y para el cribado de las bibliotecas de cADN en busca de
productos génicos que tienen una propiedad seleccionada. Tales técnicas son adaptables para el cribado rdpido de las
bibliotecas génicas generadas mediante la mutagénesis combinatoria de los polipéptidos agonistas de R. Las técnicas
mds ampliamente usadas, que son adaptables para el andlisis de alto rendimiento para cribar grandes bibliotecas
génicas, incluyen en general el clonado de la biblioteca génica en vectores de expresion replicables, la transformacién
de células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y la expresion de los genes combinatorios en condiciones
en las que la deteccidn de una actividad deseada facilita el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto
se detectd. Se puede usar la mutagénesis de conjunto recurrente (REM), una técnica que incrementa la frecuencia de
los mutantes funcionales en las bibliotecas, en combinacién con los ensayos de cribado para identificar las variantes
deseadas.

La invencién también proporciona polipéptidos quiméricos o de fusién. Los ejemplos incluyen los polipéptidos y
los polipéptidos que no son parte de la invencién descritos en las ID SEC N°s 18 y 172 que son fusiones de la secuencia
de seleccién de objetivo pancredtico “SWCEPGWCR” (Rajotte D., ef al (1998) J Clin Invest 102:430-437) con las
ID SEC N° 8 y 32, respectivamente. La secuencia de seleccién de objetivo estd disefiada para localizar la adminis-
tracién del polipéptido en el pancreas para minimizar los efectos secundarios potenciales. Los polipéptidos de esta
invencién pueden estar compuestos de aminodcidos unidos entre s{ mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos
modificados, es decir, isoésteres peptidicos, y pueden contener aminodcidos distintos de los 20 aminoacidos codifi-
cados genéticamente. Los polipéptidos se pueden modificar mediante procesos naturales, tales como procesamiento
postraduccional, o mediante técnicas de modificacién quimica que se conocen bien en la técnica. Tales modificaciones
estdn bien descritas en libros de texto basicos y en monografias mds detalladas, asi como en la abundante bibliografia
de investigacion. Las modificaciones se pueden dar en cualquier lugar de un polipéptido, lo que incluye el esqueleto
peptidico, las cadenas laterales de los aminodcidos y los extremos amino o carboxilo. Se apreciard que el mismo ti-
po de modificacidon puede estar presente en el mismo grado o en grados variables en varios sitios de un polipéptido
dado. Ademas, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones. Los polipéptidos pueden estar
ramificados, por ejemplo, como resultado de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin ramificaciones. Los
polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados puede ser el resultado de procesos naturales postraducciona-
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les, o se pueden producir mediante métodos sintéticos. Las modificaciones incluyen la acetilacién, acilaciéon, ADP-
ribosilacién, amidacion, union covalente de flavina, unién covalente de resto hemo, unién covalente de un nucleétido
o derivado de nucledtido, unién covalente de un lipido o de un derivado de lipido, unién covalente de fosfatidilino-
sitol, ciclacién por entrecruzamiento, formacion de enlaces disulfuro, desmetilacién, formacién de entrecruzamientos
covalentes, formacién de cisteina, formacién de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glicosilacién, for-
macién de anclajes de GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacion, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento
proteolitico, fosforilacién, prenilacion, racemizacion, selenilacion, sulfatacion, adicion mediada por ARN de transfe-
rencia de aminodcidos a proteinas tales como arginilacién, y ubiquitinacién. (Véase, por ejemplo, Proteins, Structure
and Molecular Properties, 2* ed., T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993); Posttranslational
Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson, ed., Academic Press, Nueva York, pags. 1-12 (1983); Seifter et al.,
Meth. Enzymol 182:626-646 (1990); Rattan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 663:48-62 (1992)).

Los polipéptidos de la presente invencién y los polipéptidos que no son parte de la presente invencidn incluyen
los polipéptidos de la Fig. 1 que tienen las ID SEC N°: 11 a 14, ID SEC N°: 18, ID SEC N°s: 21 a 26, ID SEC N°s:
32 a 36, ID SEC N°s: 40 a 53, ID SEC N°: 57 a 61, ID SEC N°: 63 a 99, ID SEC N°: 102 a 119, ID SEC N°s:
121 a 137. ID SEC N°: 139 a 177, ID SEC N°: 179, 180, ID SEC N°: 183 a 202, 322 a 341, asi como aquellas
secuencias que tienen variaciones insustanciales de secuencia a partir de ellas. Una “variacién insustancial” incluirfa
cualquier secuencia, sustitucién o variante de delecién que mantenga sustancialmente al menos una funcién biolégica
de los polipéptidos de esta invencion, preferiblemente la actividad agonista de R3, y mds preferiblemente la actividad
agonista selectiva de R3, y lo mas preferiblemente, la actividad secretora de insulina demostrada en esta memoria.
Estos equivalentes funcionales pueden incluir preferiblemente los polipéptidos que tienen al menos alrededor de un
90% de identidad con los polipéptidos de la Fig. 1, y mds preferiblemente al menos un 95% de identidad con los
polipéptidos de la Fig. 1, y atin mds preferiblemente al menos un 97% de identidad con los polipéptidos de la Fig. 1,
y también incluyen las porciones de tales polipéptidos que tienen sustancialmente la misma actividad bioldgica. Sin
embargo, cualquier polipéptido que tenga una variacién insustancial de la secuencia de aminoécidos de los polipéptidos
de la Fig. 1 que muestre equivalencia funcional como se describe adicionalmente en esta memoria estd incluido en la
descripcion de la presente invencion.

Como se conoce en la técnica, la “similitud” entre dos polipéptidos se determina comparando la secuencia de
aminodcidos y sus sustituciones de aminodcidos conservados de un polipéptido con la secuencia de un segundo poli-
péptido. Tales sustituciones conservativas incluyen las descritas anteriormente y las de Dayhoff en The Atlas of Protein
Sequence and Structure 5 (1978), y las de Argos en EMBO J., 8:779-785 (1989). Por ejemplo, los aminodcidos que
pertenecen a uno de los siguientes grupos representan cambios conservativos:

- ala, pro, gly, gln, asn, ser, thr;
- cys, ser, tyr, thr;

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

- lys, arg, his;

- phe, tyr, trp, his; y

- asp, glu.

La presente invencion también se refiere a los vectores que incluyen los polinucleétidos de la presente invencidn,
las células hospedadoras que se modifican genéticamente con los vectores de la invencién, y la produccién de los
polipéptidos de la invenciéon mediante técnicas recombinantes. Las células hospedadoras se pueden modificar gené-
ticamente (transducir o transformar o transfectar) con los vectores de esta invencién que pueden ser, por ejemplo,
un vector de clonado o un vector de expresion. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un pldsmido, una
particula viral, un fago, etc. Las células hospedadoras modificadas se pueden cultivar en medios nutritivos convencio-
nales modificados segtin sea apropiado para la activacion de los promotores, o para la seleccion de los transformantes.
Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las usadas previamente para la célula
hospedadora seleccionada para la expresion, y serdn evidentes para el técnico experto. El polinucleétido de la pre-
sente invencion se puede emplear para producir un polipéptido mediante técnicas recombinantes. Asi, por ejemplo, la
secuencia polinucleotidica se puede incluir en cualquiera de una diversidad de vehiculos de expresién, en particular
vectores o pldsmidos para la expresion de un polipéptido. Tales vectores incluyen secuencias de ADN cromosdmicas,
no cromosémicas y sintéticas, p.ej., derivados de SV40; pldsmidos bacterianos; ADN de fagos; plasmidos de levadu-
ras; vectores derivados de combinaciones de pldsmidos y ADN de fagos, ADN viral tal como vaccinia, adenovirus,
viruela aviar y pseudorrabia. Sin embargo, se puede usar cualquier otro vector o pldsmido con tal de que sea replicable
y viable en el hospedador.

La secuencia de ADN apropiada se puede insertar en el vector mediante una diversidad de procedimientos. En gene-
ral, la secuencia de ADN se inserta en un sitio apropiado de endonucleasa de restriccién mediante procedimientos co-
nocidos en la técnica. Se considera que tales procedimientos y otros procedimientos estdn dentro del alcance de los ex-
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pertos en la técnica. La secuencia de ADN del vector de expresion se une de manera operable a una/varias secuencia(s)
de control de la expresion apropiada(s) (promotor) para dirigir la sintesis del ARNm. Como ejemplos representativos
de tales promotores, se pueden mencionar: promotor LTR o SV40, el lac o trp de E. coli., el promotor P, de fago
lambda u otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en las células procaridticas o eucaridticas
o sus virus. El vector de expresion contiene también un sitio de unidn al ribosoma para la iniciacién de la traduccién y
un terminador de la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion.
Ademds, los vectores de expresion contienen preferiblemente un gen para proporcionar un rasgo fenotipico para la
seleccion de las células hospedadoras transformadas, tal como dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para
el cultivo de células eucaridticas, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli. El vector que contiene
la secuencia de ADN apropiada como se describié anteriormente en esta memoria, asi como un promotor o secuencia
de control apropiada, se puede emplear para transformar un hospedador apropiado, para permitir que el hospedador
exprese la proteina. Como ejemplos representativos de los hospedadores apropiados se pueden mencionar: células
bacterianas, tales como E. coli, Salmonella typhimurium. Streptomyces; células fungicas, tales como levadura; células
de insecto, tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de animales, tales como CHO, COS o melanoma de
Bowes; adenovirus; células vegetales, etc. Se considera que la seleccién de un hospedador apropiado estd dentro del
alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de esta memoria.

La presente invencién también incluye construcciones recombinantes que comprenden una o mas de las secuencias
de la invencién como se describieron en lineas generales anteriormente. Las construcciones comprenden un vector, tal
como un pldsmido o vector viral, en el que se ha insertado una secuencia de la invencion, en una orientacién directa
o inversa. En un aspecto preferido de esta realizacion, la construcciéon comprende ademds secuencias reguladoras, que
incluyen, por ejemplo, un promotor unido de manera operable a la secuencia. Los expertos en la técnica conocen un
gran nimero de vectores y promotores adecuados, y estan disponibles comercialmente. Los siguientes vectores se pro-
porcionan a modo de ejemplo. Bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS, phagescript, psiX174, pBluescript
SK, pBsKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTRC99A, pKK?223-3, pKK233-3, pDR540, PRITS
(Pharmacia). Eucariéticos: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, PSVL (Phar-
macia). Sin embargo, se puede usar cualquier otro pldsmido o vector con tal de que sea replicable y viable en el
hospedador. Las regiones promotoras se pueden seleccionar de cualquier gen deseado mediante el uso de vectores
con CAT (cloranfenicol transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son
pKK232-8 y pCMT7. Los promotores bacterianos nombrados particulares incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda P,
P. y trp. Los promotores eucariéticos incluyen el temprano inmediato de CMV, timidina quinasa de HSV, temprano
y tardio de SV40, LTRs de retrovirus, y metalotioneina-I de ratén. La seleccion del vector y del promotor apropiado
estd dentro del nivel de experiencia habitual en la técnica.

La presente invencion también se refiere a las células hospedadoras que contienen la construccién anteriormente
descrita. La célula hospedadora puede ser una célula eucaridtica superior, tal como una célula de mamifero, o una
célula eucaridtica inferior, tal como una célula de levadura, o la célula hospedadora puede ser una célula procaridtica,
tal como una célula bacteriana. La introduccién de la construccidn en las células hospedadoras se puede llevar a cabo
mediante transfeccidon con fosfato célcico, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, o electroporaciéon (Davis, L.,
Dibner, M., Battey, 1., Basic Methods in Molecular Biology, (1986)). Las construcciones en células hospedadoras se
pueden usar de una manera convencional para producir el producto génico codificado por la secuencia recombinante.
De manera alternativa, los polipéptidos de la invencién se pueden producir de manera sintética mediante sintetizadores
convencionales de péptidos.

Las proteinas maduras se pueden expresar en células de mamiferos, levaduras, bacterias o en otras células bajo
el control de promotores apropiados. También se pueden emplear sistemas de traduccién sin células para producir
tales proteinas mediante el uso de los ARNs derivados de las construcciones de ADN de la presente invencién. Los
vectores de clonado y expresion apropiados para el uso con hospedadores procariéticos y eucariéticos se describen en
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, (Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), cuya
descripcion se incorpora en esta memoria como referencia.

La transcripcion de un ADN que codifica los polipéptidos de la presente invencion mediante eucariotas superiores
se incrementa insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos que actian en cis
del ADN, habitualmente de alrededor de 10 a 300 pb, que actian sobre un promotor para incrementar su transcrip-
cion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 del lado retrasado del origen de replicacién (pb 100 a 270), un
potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, un potenciador de polioma del lado retrasado del origen de
replicacién, y potenciadores de adenovirus. En general, los vectores de expresién recombinantes incluirdn origenes
de replicacién y marcadores seleccionables que permiten la transformacién de la célula hospedadora, p.ej., el gen
de resistencia a ampicilina de E. coli y el gen TRP1 de S. cerevisiae, y un promotor derivado de un gen altamen-
te expresado para dirigir la transcripcién de una secuencia estructural en 3’. Tales promotores pueden derivarse de
operones que codifican enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), factor «, fosfatasa 4cida, o
proteinas de choque térmico, entre otras. La secuencia estructural heter6loga se monta en una fase apropiada con las
secuencias de traduccidn, iniciacidn y terminacién, y preferiblemente con una secuencia lider capaz de dirigir la se-
crecion de la proteina traducida hacia el espacio peripldsmico o el medio extracelular. De forma opcional, la secuencia
heteréloga puede codificar una proteina de fusion que incluye un péptido de identificacién en posicién N-terminal,
que confiere caracteristicas deseadas, p.ej., la estabilizacién o la purificacién simplificada del producto recombinante
expresado.
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Los vectores de expresion ttiles para el uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de ADN estructural
que codifica una proteina deseada junto con sefiales adecuadas de traduccidn, iniciacién y terminacién en un marco de
lectura operable con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas marcadores fenotipicos seleccionables
y un origen de replicacién para asegurar el mantenimiento del vector y, si se desea, para facilitar la amplificacién
dentro del hospedador. Los hospedadores procaridticos adecuados para la transformacion incluyen E. coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus,
aunque también se pueden emplear otras como se desee. Los vectores de expresion ttiles para el uso bacteriano pue-
den comprender un marcador seleccionable y un origen de replicacién bacteriano derivado de plasmidos disponibles
comercialmente que comprenden elementos genéticos del vector de clonado conocido pBR322 (ATCC 37017). Tales
vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y GEM1 (Pro-
mega Biotec, Madison, Wis., EE.UU.). Estas secciones de la “columna vertebral” de pBR322 se combinan con un
promotor apropiado y con la secuencia estructural a expresar.

Después de la transformacién de una cepa hospedadora adecuada y el cultivo de la cepa hospedadora hasta una
densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se desreprime por medios apropiados (p.ej., variacion de tempe-
ratura o induccién quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional. Las células se recogen generalmente
mediante centrifugacién, se homogeneizan por medios fisicos o quimicos, y el extracto bruto resultante se guarda para
la purificacién posterior. Las células microbianas empleadas en la expresion de las proteinas se pueden homogeneizar
mediante cualquier método conveniente, que incluye ciclos de congelacién-descongelacidn, sonicacion, homogeniza-
cién mecdnica, o el uso de agentes de lisis celular.

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células mamiferas para expresar proteinas recombi-
nantes. Los ejemplos de sistemas de expresién mamiferos incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifién de mono,
descritas por Gluzman, Cell 23:175 (1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compatible, por
ejemplo, las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresion mamiferos comprenderan un
origen de replicacion, un promotor y potenciador adecuados, y también cualquier sitio de unién al ribosoma necesario,
sitio de poliadenilacidn, sitios donantes y aceptores de corte y empalme, secuencias de terminacién transcripcional,
y secuencias no transcritas flanqueantes de 5’. Se pueden usar las secuencias de ADN derivadas del genoma viral de
SV40, por ejemplo, el origen de SV40, el promotor temprano, potenciador, sitio de corte empalme y de poliadenila-
cién, para proporcionar los elementos genéticos no transcritos necesarios.

Los polipéptidos de la presente invencion se pueden recuperar y purificar de los cultivos de células recombinantes
mediante métodos usados con anterioridad, que incluyen la precipitacién con sulfato aménico o etanol, extraccién con
dcidos, cromatografia de intercambio anidnico o catidnico, cromatografia con fosfocelulosa, cromatografia de interac-
cion hidrofébica, cromatografia de afinidad, cromatografia con hidroxiapatito y cromatografia con lectina. Se pueden
usar etapas de replegamiento de proteinas, segiin sea necesario, para completar la configuracién de la proteina madura.
Finalmente, se puede emplear la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para las etapas de purificacién
finales.

Los polipéptidos de esta invencién pueden ser el producto de procedimientos sintéticos quimicos, o se pueden
producir mediante técnicas recombinantes a partir de un hospedador procariota o eucariota (por ejemplo, median-
te células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos o de mamiferos en cultivo). Dependiendo del
hospedador empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos de esta invencidn pueden
estar glicosilados con carbohidratos de mamiferos o de otros eucariotas, o pueden estar sin glicosilar. Los polipéptidos
de esta invencién pueden incluir también un residuo de aminodcido de metionina inicial. Un polipéptido aislado o
purificado de esta invencidn, o una porcién bioldgicamente activa del mismo, estd sustancialmente exento de otro ma-
terial celular, o del medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente exento de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Preferiblemente, un polipéptido
aislado de esta invencion estd sustancialmente exento de material celular y tiene menos de alrededor del 30% (en peso
seco) de material no polipeptidico o contaminante. Cuando se produce de manera recombinante el polipéptido de esta
invencién o una porcién biolégicamente activa del mismo, preferiblemente el medio de cultivo representa menos de
alrededor del 30% del volumen de la preparacion de polipéptido. Cuando esta invencion se produce mediante sintesis
quimica, preferiblemente las preparaciones contienen menos de alrededor del 30% en peso seco de los precursores
quimicos o de productos quimicos que no son de la invencién.

Los polipéptidos de esta invencion se pueden aislar de manera conveniente como se describe en los ejemplos es-
pecificos mas adelante. Una preparacién de polipéptido purificado tiene una pureza de al menos alrededor del 70%;
preferiblemente, las preparaciones tienen una pureza del 85% al 99%. La pureza de las preparaciones se puede de-
terminar mediante cualquier medio conocido en la técnica, tal como electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y
cromatografia liquida/espectrometria de masas.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican un polipéptido de esta invencidn se pueden sintetizar, completa o
parcialmente, mediante el uso de métodos quimicos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Caruthers et al,
Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215 - 223, 1980; Horn et al, Nucl. Acids Res. Symp. Ser 225-232, 1980). El polinucleétido
que codifica el polipéptido se puede clonar después en un vector de expresion para expresar el polipéptido.

Como entenderan los expertos en la técnica, puede ser ventajoso producir secuencias nucleotidicas que codifican
el polipéptido que posean codones que no son los naturales. Por ejemplo, se pueden seleccionar los codones preferidos
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por un hospedador procaridtico o eucariético particular para incrementar la proporcién de expresion de polipéptido o
para producir un transcrito de ARN que tiene propiedades deseables, tales como una semivida que es mds larga que la
del transcrito generado a partir de la secuencia natural.

Las secuencias nucleotidicas descritas aqui se pueden modificar mediante el uso de métodos conocidos en general
en la técnica para alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por varias razones, que incluyen, pero sin limita-
cion, las alteraciones que modifican la finalizacién, el procesamiento y/o la expresion del polipéptido o del producto
de ARNm. Se puede usar el reordenamiento aleatorio del ADN mediante fragmentacién aleatoria y reconstruccién
mediante PCR de los fragmentos génicos y oligonucledtidos sintéticos para modificar las secuencias nucleotidicas.
Por ejemplo, se puede usar la mutagénesis dirigida para insertar sitios de restriccién nuevos, alterar los patrones de
glicosilacion, cambiar la preferencia por los c6dones, producir variantes de corte y empalme, e introducir mutaciones,
etc.

De forma alternativa, los polipéptidos de esta invencién se pueden producir mediante el uso de métodos quimicos
para sintetizar su secuencia de aminodcidos, tales como mediante sintesis peptidica directa con el uso de técnicas en
fase sdlida (véase, por ejemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149 - 2154, 1963; Roberge et al, Science, 269,
202 - 204, 1995). La sintesis polipeptidica se puede llevar a cabo mediante el uso de técnicas manuales o mediante la
automatizacion. La sintesis automatizada se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el uso del sintetizador de pépti-
dos 431A de Applied Biosystems (Perkin Elmer). Opcionalmente, los fragmentos del polipéptido se pueden sintetizar
por separado y combinarlos mediante el uso de métodos quimicos para producir una molécula de tamafio completo.

El polipéptido recién sintetizado se puede purificar sustancialmente mediante cromatografia liquida de alto rendi-
miento preparativa (véase, por ejemplo, Creighton, PROTEINS: STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES,
WH Freeman and Co., Nueva York, N.Y., 1983). La composicién de un polipéptido sintético de la presente invencién
se puede confirmar mediante el andlisis de los aminoacidos o secuenciacién mediante, por ejemplo, el procedimiento
de degradacién de Edman (véase Creighton, anteriormente mencionado). Ademads, cualquier porcion de la secuencia
de aminodcidos del polipéptido se puede alterar durante la sintesis directa y/o combinar mediante el uso de métodos
quimicos con secuencias de otras proteinas para producir un polipéptido variante o un polipéptido de fusion.

Los polipéptidos de la presente invencién, como resultado de la capacidad de estimular la secrecion de insulina de
las células de los islotes pancredticos in vitro, y de provocar una disminucién de la glucosa sanguinea in vivo, se pueden
emplear en el tratamiento de la diabetes tipo 2 (diabetes mellitus no insulinodependiente). Ademads, los polipéptidos se
pueden usar para evitar que los sujetos con intolerancia a la glucosa lleguen a desarrollar diabetes tipo 2. Ademads, los
polipéptidos de la invencién se pueden usar para el tratamiento del asma (Bolin et al, Biopolymer 37:57-66 (1995);
patente de EE.UU. n°® 5.677.419) (que demuestra que el polipéptido R3P0 es activo en la relajacién del misculo liso
traqueal de conejillos de indias); induccion de hipotension (VIP induce hipotension, taquicardia y rubefaccion facial en
los pacientes asmaticos (Morice, A.H., y Sever, P.S., Peptides 7:279-280 (1986); Morice, A., et al., The Lancet I, 1225-
1227 (1983)), problemas reproductivos masculinos (Siow, Y., et al., Effects of vasoactive intestinal peptide on human
sperm motility, Arch. Androl. jul-ago. de 1999; 43(1):67-71); como agente anti-apoptosis/neuroprotector (Brenneman
D.E,, et al., VIP neurotrophism in the central nervous system: multiple effectors and identification of a femtomolar-
acting neuroprotective peptide, Ann. N. Y. Acad. Sci. 11 de dic. de 1998; 865:207-12); cardioproteccion durante
episodios isquémicos (Kalfin R., er al., Protective role of intracoronary vasoactive intestinal peptide in ischemic and
reperfused myocardium, J. Pharmacol. Exp. Ther., feb. de 1994; 268(2):952-8; Das, D.K., et al., Coordinated role of
vasoactive intestinal peptide and nitric oxide in cardioprotection, Ann. N. Y. Acad. Sci. 11 de dic. de 1998; 865:297-
308), y finalmente como agente antiulceroso (Tuncel, et al., The protective effect of vasoactive intestinal peptide (VIP)
on stress-induced gastric ulceration in rats, Ann. N. Y. Acad. Sci., 11 de dic. de 1998; 865:309-22.

Los polipéptidos de la presente invencién se pueden emplear en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para producir una composicién farmacéutica para administracion parenteral. Tales composiciones compren-
den una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal
vehiculo incluye, pero sin limitacién, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y
las combinaciones de los mismos. La formulacion deberia ajustarse al modo de administracion. La invencion también
proporciona un envase o equipo farmacéutico que comprende uno o mds recipientes llenos de uno o mas ingredientes
de las formulaciones farmacéuticas de la invencién. En tal(es) recipiente(s) puede haber una nota en la forma prescrita
por un organismo publico que regule la fabricacién, el uso o la venta de productos farmacéuticos o biolégicos, y cuya
nota refleje la aprobacion por parte del organismo de la fabricacion, el uso o la venta para administracién humana.
Ademds, los polipéptidos de la presente invencién se pueden emplear junto con otros compuestos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar de una manera conveniente, tal como mediante via oral,
tépica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea, intranasal o intradérmica. Las composiciones farma-
céuticas se administran en una cantidad que es eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de la indicacién especifica.
En general, se administran en una cantidad de al menos alrededor de 350 ng (0,1 nmoles)/kg de peso corporal, y
en la mayoria de los casos se administran en una cantidad no mayor de alrededor de 35 pg (10 nmoles)/kg de peso
corporal por dia. En la mayoria de los casos, la dosis es de alrededor de 0,1 pg/kg hasta alrededor de 100 mg/kg de
peso corporal por dia, teniendo encuentra la via de administracién, sintomas, etc. Estas cifras no tienen en cuenta la
biodisponibilidad del péptido in vivo, en cuyo caso se puede usar mas o menos para alcanzar la dosis eficaz deseada.
Alguien de experiencia habitual en la técnica es capaz de determinar, por medio de experimentos de dosificacién u
otros medios convencionales, la cantidad aproximada a usar para producir una dosis eficaz.
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Un polipéptido de la invencién se puede emplear también de acuerdo con la presente invencién mediante la ex-
presién de tal polipéptido in vivo, lo cual se denomina a menudo “terapia génica”. Asi, por ejemplo, las células se
pueden modificar con un polinucleétido (ADN o ARN) que codifica el polipéptido ex vivo, y las células modificadas
se administran después al paciente a tratar con el polipéptido. Tales métodos se conocen bien en la técnica. Por ejem-
plo, las células se pueden modificar mediante procedimientos conocidos en la técnica mediante el uso de una particula
retroviral que contiene ARN que codifica el polipéptido de la presente invencion.

La administracién local de los secretagogos de insulina mediante el uso de la terapia génica puede proporcionar
el agente terapéutico en el drea seleccionada como objetivo, es decir, el pancreas. Por ejemplo, se usé un promotor
especifico de pancreas para crear un modelo de ratén de tumor pancreatico de las células beta (Hanahan, D., Heritable
formation of pancreatic beta-cell tumors in transgenic mice expressing recombinant insulin/simian virus 40 oncogenes,
Nature 315(6015):115-22 (1985)).

Se contemplan las metodologias de terapia génica tanto in vitro como in vivo. Se conocen varios métodos para
la transferencia de genes potencialmente terapéuticos a poblaciones celulares definidas. Véase, p.ej., Mulligan, “The
Basic Science Of Gene Therapy”, Science, 260: 926-31 (1993). Estos métodos incluyen:

1) Transferencia génica directa. Véase, p.ej., Wolff et al., “Direct Gene transfer Into Mouse Muscle In Vivo”,
Science, 247:1465-68 (1990);

2) Transferencia de ADN mediada por liposomas. Véase, p.ej., Caplen et al., “Liposome-mediated CFTR Gene
Transfer To The Nasal Epithelium Of Patients With Cystic Fibrosis”, Nature Med. 3: 39-46 (1995); Crystal, “The
Gene As A Drug”, Nature Med. 1:15-17 (1995); Gao y Huang, “A Novel Cationic Liposome Reagent For Efficient
Transfection Of Mammalian Cells”, Biochem. Biophys. Res. Comm., 179:280-85 (1991);

3) Transferencia de ADN mediada por retrovirus. Véase, p.ej., Kay et al., “In Vivo Gene Therapy Of Hemophilia
B: Sustained Partial Correction In Factor IX-Deficient Dogs”, Science, 262:117-19 (1993); Anderson, “Human Gene
Therapy”, Science, 256:808-13 (1992).

4) Transferencia de ADN mediada por virus de ADN. Tales virus de ADN incluyen los adenovirus (preferiblemente
los vectores basados en Ad-2 o Ad-5), herpesvirus (preferiblemente los vectores basados en el virus herpes simple),
y parvovirus (preferiblemente los vectores basados en parvovirus “deficientes” o no auténomos, més preferiblemente
los vectores basados en virus adeno-asociados, y lo mds preferiblemente los vectores basados en AAV-2). Véase, p.¢j.,
Ali et al., “The Use Of DNA Viruses As Vectors For Gene Therapy”, Gene Therapy, 1:367-84 (1994); la patente de
Estados Unidos 4.797.368, incorporada en esta memoria como referencia, y la patente de Estados Unidos 5.139.941,
incorporada en esta memoria como referencia.

La eleccién de un sistema de vector particular para transferir el gen de interés dependerd de una diversidad de
factores. Un factor importante es la naturaleza de la poblacién de células seleccionadas como objetivo. Aunque los
vectores retrovirales se han estudiado y utilizado de forma exhaustiva en varias aplicaciones de terapia génica, estos
vectores en general son inadecuados para infectar células que no se dividen. Ademads, los retrovirus pueden provocar
oncogenicidad. Sin embargo, los avances recientes en el campo de los vectores lentivirales pueden evitar algunas de
estas limitaciones. Véase Naldini et al, In vivo gene delivery and stable transduction of nondividing cells by a lentiviral
vector, Science 272:263-7 (1996).

Los retrovirus a partir de los cuales se pueden derivar los vectores plasmidicos retrovirales mencionados anterior-
mente incluyen, pero sin limitacion, el virus de la leucemia murina de Moloney, virus de necrosis esplénica, retrovirus
tales como el virus de sarcoma de Rous, virus de sarcoma de Harvey, virus de la leucosis aviar, virus de la leucemia
del giboén, virus de la inmunodeficiencia humana, adenovirus, virus de sarcoma mieloproliferativo, y virus de tumor
mamario. En una realizacion, el vector plasmidico retroviral deriva del virus de la leucemia murina de Moloney.

Los adenovirus tienen la ventaja de que tienen un amplio espectro de hospedadores, pueden infectar células en
reposo o diferenciadas definitivamente, tales como neuronas o hepatocitos, y no parecen ser esencialmente oncogéni-
cos. Véase, p.ej., Ali et al., anteriormente mencionado, pdg. 367. Los adenovirus no parecen integrarse en el genoma
del hospedador. Debido a que existen de forma extracromosémica, el riesgo de mutagénesis por insercién se reduce
enormemente. Ali ef al., anteriormente mencionado, pag. 373.

Los virus adeno-asociados exhiben ventajas similares a los vectores basados en adenovirus. Sin embargo, los VAAs
exhiben una integracion especifica de sitio en el cromosoma 19 humano (Ali ef al., anteriormente mencionado, pag.
377).

En una realizacién preferida, el ADN que codifica los secretagogos de insulina polipeptidicos de esta invencidn se
usa en la terapia génica de trastornos tales como la diabetes.

Segin esta realizacion, la terapia génica con ADN que codifica los secretagogos de insulina polipeptidicos o

muteinas de esta invencién se proporciona a un paciente que lo necesita, de manera concurrente con, o inmediatamente
después del diagnéstico.
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El técnico experto apreciard que se puede usar cualquier vector de terapia génica adecuado que contenga los
secretagogos de insulina polipeptidicos, ADN o ADN de un fragmento, derivado o variante de los secretagogos de
insulina polipeptidicos de acuerdo con esta realizacién. Las técnicas para construir tal vector son conocidas. Véase,
p.€j., Anderson, W.F., “Human Gene Therapy,” Nature, 392 25-30 (1998); Verma, LM., y Somia, N., “Gene Therapy
- Promises, Problems, and Prospects”, Nature, 389 239-242 (1998). La introduccién del vector que contiene el ADN
de los secretagogos de insulina polipeptidicos en la localizacion seleccionada como objetivo se puede llevar a cabo
mediante el uso de técnicas conocidas.

El vector incluye uno o mds promotores. Los promotores adecuados que se pueden emplear incluyen, pero sin
limitacién, el LTR retroviral; el promotor de SV40; y el promotor de citomegalovirus (CMV) humano descrito en
Miller, et al., Biotechniques, 7(9): 980-990 (1989), o cualquier otro promotor (p.ej., promotores celulares tales como
los promotores celulares eucaridticos que incluyen, pero sin limitacién, los promotores de histonas, de pol III, y de -
actina). Otros promotores virales que se pueden emplear incluyen, pero sin limitacién, los promotores de adenovirus,
promotores de timidina quinasa (TK), y los promotores de parvovirus B19. La seleccién de un promotor adecuado
serd evidente para los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas contenidas en esta memoria.

La secuencia de dcido nucleico que codifica el polipéptido de la presente invencion estd bajo control de un promotor
adecuado. Los promotores adecuados que se pueden emplear incluyen, pero sin limitacién, promotores adenovirales,
tales como el promotor tardio principal adenoviral; o promotores heter6logos, tales como el promotor de citomegalovi-
rus (CMV); el promotor del virus sincitial respiratorio (VSR); promotores inducibles, tales como el promotor MMT, el
promotor de metalotioneina; promotores de choque térmico; el promotor de albimina; el promotor de ApoAl; promo-
tores de globina humana; promotores de timidina quinasa virales, tal como el promotor de timidina quinasa de herpes
simple; LTRs retrovirales (que incluyen los LTRs retrovirales modificados descritos anteriormente); el promotor de /-
actina; y el promotor de la hormona del crecimiento humana. El promotor también puede ser el promotor nativo que
controla el gen que codifica el polipéptido.

El vector plasmidico retroviral se emplea para transducir las lineas celulares de empaquetamiento para formar 1i-
neas celulares productoras. Los ejemplos de células de empaquetamiento que se pueden transfectar incluyen, pero sin
limitacion, las lineas celulares PE501, PA317, P-2, ¥-AM, PA12, T19-14X, VT-19-17-H2, YCRE, YCRIP, GP+E-86,
GP+envAm12, y DAN, como se describen en Miller, Human Gene Therapy, 1: 5-14 (1990), que se incorpora en esta
memoria como referencia en su totalidad. El vector puede transducir las células de empaquetamiento por cualquier
medio conocido en la técnica. Tales medios incluyen, pero sin limitacidn, la electroporacion, el uso de liposomas, y
la precipitacién con CaPO,4. Como alternativa, el vector plasmidico retroviral se puede encapsular en un liposoma, o
acoplarlo a un lipido, y administrarlo después al hospedador. La linea celular productora genera particulas infeccio-
sas de vectores retrovirales que incluyen la(s) secuencia(s) de 4cido nucleico que codifica(n) los polipéptidos. Tales
particulas de vectores retrovirales se pueden emplear después para transducir células eucariéticas, in vitro o in vivo.
Las células eucaridticas transducidas expresaran la(s) secuencia(s) de dcido nucleico que codifica(n) el polipéptido.
Las células eucaridticas que se pueden transducir incluyen, pero sin limitacién, células precursoras embrionarias no
humanas, células de carcinoma embrionario, asi como células precursoras hematopoyéticas no humanas, hepatocitos,
fibroblastos, mioblastos, queratinocitos, células endoteliales y células epiteliales bronquiales.

Una aproximacién diferente a la terapia génica es la “terapia transcaridtica” en la que las células del paciente
se tratan ex vivo para inducir en los genes cromosémicos inactivos la produccién de la proteina de interés tras la
reintroduccién en el paciente. La terapia transcaridtica supone que el individuo tiene un complemento normal de genes
necesarios para la activacion. La terapia transcaridtica implica introducir un promotor u otra secuencia reguladora
exdgena capaz de activar los genes nacientes en el ADN cromosémico de las células del paciente ex vivo, cultivar
y seleccionar las células productoras de proteina, y después reintroducir las células activadas en el paciente con el
proposito de que se establezcan completamente. Las células “con el gen activado” producen después la proteina de
interés durante cierto periodo de tiempo significativo, quizds durante toda la vida del paciente. Las patentes de EE.UU.
n%s 5.641.670 y 5.733.761 describen con detalle este concepto, y se incorporan en esta memoria como referencia en
su totalidad.

Para que esta invencién se pueda entender mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos tienen fines
ilustrativos tnicamente, y no se deben interpretar como limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.
Todas las publicaciones mencionadas en esta memoria se incorporan como referencia en su totalidad.

Ejemplo 1
Protocolo para el Aislamiento de Islotes de Rata

Se usaron ratas Sprague Dawley (275-320 g) como fuente de islotes donantes. Brevemente, el pancreas se llen6
con 10 ml de Liberasa RI (Boehringer Manheim) reconstituida fria, se recogié y se incub6 con 5 ml adicionales de
disolucién de enzima en bafio de agua durante 30 minutos. La suspension de tejido se lavé dos veces con tampén
FBS/Hanks frio al 10% (Gibco), se resuspendio en 8 ml de ficoll al 25% (Sigma) y después se colocaron capas de 5 ml
de ficoll al 23%, 20% y 11%. Se extrajeron los islotes de la capa del 20% tras la centrifugacion, se lavaron dos veces
con tampén FBS/Hank frio al 10% y se resuspendieron en medio FBS/RPMI 1640 al 10% (Sigma).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307 534 T3

Ejemplo 2
Protocolo para el Andlisis de la Elevacion Inducida por el Polipéptido de los Niveles de Insulina en Ratas

Se hacen ayunar ratas Wistar durante la noche (17 h) y después se anestesian con pentobarbital (0,1 ml/100 g de
PC). Se inyecta glucosa (0,4 g/kg disuelta en un 1% de albimina humana-solucién salina) +/- péptido (disuelto en un
1% de albiumina humana-solucion salina) de forma intravenosa en la vena de la cola.

Se extrae sangre del ojo a las ratas 1 minuto después de la inyeccién, y se analiza la concentracion de insulina en
50-100 pl de plasma con el equipo de RIA de Linco (Linco Research, Inc., St. Charles, MO).

Ejemplo 3

Protocolo para la Determinacion del Efecto de los Polipéptidos sobre la Tolerancia a la Glucosa Intraperitoneal en
Ratas

Se hacen ayunar ratas Wistar durante la noche y después se anestesian con pentobarbital. Se extrajo sangre del ojo
a las ratas (tiempo cero) y se inyect6 el péptido (en un 1% de albiimina humana) en la vena de la cola. Cinco minutos
después se inyectd 1 g/kg de glucosa (en solucién salina) de forma intraperitoneal, y se extrajo sangre del ojo a las
ratas después de 15, 30 y 60 minutos. Se determinaron las concentraciones plasmaticas de glucosa mediante el uso del
autoanalizador Technicon Axon, seccién Bayer Diagnosics de Bayer Corporation, Tarrytown NY, utilizado mediante
el uso del método n® SM4-2143F90 “Glucosa”.

Ejemplo 4
Protocolo para la Determinacion del Efecto de los Péptidos sobre la Retencion Intestinal de Agua en Ratas

Se hicieron ayunar ratas macho durante 24 horas, y sus botellas de agua se retiraron durante 2 - 3 horas antes del
comienzo del experimento. Se inyecté de manera subcutdnea péptido o solucién salina en las ratas conscientes. Las
ratas se sacrificaron con CO, 10 minutos después de la administracién de la dosis, y el intestino delgado se extrajo y
se pesod (1). El intestino se abrid, el agua de la luz se absorbié con papel de filtro, y se volvié a pesar el intestino (2).
La cantidad de agua intestinal (g) = peso (1) - peso (2).

Ejemplo 5
Metodologia de Sintesis de Péptidos

Se sigui6 el siguiente procedimiento general para sintetizar algunos de los péptidos de la invencién. La sintesis
peptidica se llevé a cabo mediante la estrategia FMOC/t-Butilo (Peptide Synthesis Protocols (1994), volumen 35 de
Michael W. Pennington y Ben M. Dunn) en condiciones de flujo continuo mediante el uso de resinas de PEG-Polies-
tireno de Rapp-Polymere (Rapp-Polymere, Tubinga, Alemania). Al finalizar la sintesis, los péptidos se escinden de la
resina y se desprotegen mediante el uso de TFA/DTT/H,O/Triisopropil silano (88/5/5/2). Los péptidos precipitaron de
la mezcla de escision mediante el uso de éter dietilico frio. El precipitado se lavé tres veces con éter frio y después se
disolvi6 en 4cido acético al 5% antes de la liofilizacién. Los péptidos se comprobaron mediante cromatografia en fase
inversa en una columna YMC-Pack ODS-AQ (YMC, Inc., Wilmington, NC) en un sistema ALLIANCE® de Waters
(Waters Corporation, Milford, MA) mediante el uso de agua/acetonitrilo con un 3% de TFA en forma de un gradiente
del 0% al 100% de acetonitrilo, y mediante espectrometria de masas MALDI en un espectrometro de masas MALDI
VOYAGER DE™ (modelo 5-2386-00, PerSeptive BioSystems, Framingham, MA). Se afiadié una muestra de péptido
en tampon Matrix (50/50 dH,O/acetonitrilo con un 3% de TFA) a tamp6n Matrix 1/1. Los péptidos que no cumplen
los criterios de pureza de >95% se purifican mediante cromatografia en fase inversa en un sistema de HPLC Delta
Prep 4000 de Waters (Waters Corporation, Milford, MA).

Ejemplo 6
Clonado de péptidos

La expresién recombinante de VIP se ha intentado previamente con diversos resultados. Simoncsits et al (Eur. J.
Biochem. 178: 343-350, (1988)) expresé Leu'”, Gly?-VIP o Leu"’Gly* Lys* Arg®'-VIP como una fusién C-terminal
a la parte N-terminal del gen de $-galactosidasa de E. coli en E. coli. La eliminacién de la metionina de la posicién
17 elimina un sitio de escisién de CNBR. La adicién C-terminal de Gly o Gly-Lys-Arg se disefi6 para la amidacién
C-terminal in vivo potencial mediante PAMasa mamifera. Tras la escisién mediante CNBR de las proteinas de fusion
en la metionina introducida en posicién N-terminal de los mutantes de VIP, los mutantes de VIP libres se purificaron
y mostraron poseer actividades similares a las del VIP nativo, aunque las actividades se midieron solamente a las
concentraciones de saturacioén de los péptidos. Raingeaud et al (Biochimie 78: 14-25 (1996)) expresé VIP en forma
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de fusiones C-terminales poliméricas a glutatién S-transferasa (GST) en E. coli. Los péptidos de VIP poliméricos o
monoméricos libres se liberaron tras escisiones secuenciales mediante Factor Xa e hidroxilamina. La necesidad de
una escisién en dos etapas condujo a ineficacia y a una mezcla de productos. Los péptidos de VIP poliméricos o
monoméricos producidos mediante este método fueron menos activos que el VIP nativo. Una versién mejorada de la
construccién mediante el uso solamente de escisién con Factor Xa produjo un mutante de VIP con una extensién C-
terminal de siete residuos que también fue menos activo que el VIP nativo (Ottavi et al, Biochimie 80: 289-293 (1998)).
No se ha informado de la expresion de PACAP hasta la fecha. Para establecer un método robusto para la expresion
de PACAP, VIP, y sus mutantes, sus codigos genéticos se clonaron en posiciéon C-terminal respecto de GST con un
Unico sitio de reconocimiento para el Factor Xa que separaba el péptido monomérico y GST. El gen que codifica el
sitio de reconocimiento para el Factor Xa fusionado a la secuencia de ADN del péptido a producir se ha sintetizado
mediante la hibridacién de dos fragmentos de ADN monocatenarios solapantes (70-90meros), que contienen un sitio
para la enzima de restriccién Bam HI o Xho I inmediatamente en posicién 5’ respecto de la secuencia de ADN del gen
a clonar, seguido por la sintesis de ADN de las hebras opuestas por medio del fragmento grande de la ADN polimerasa
I (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD). La secuencia de ADN elegida para cada gen se basé en la traduccién
inversa de la secuencia de aminodcidos disefiada para cada péptido. En algunos casos, el gen que codifica el péptido se
genera mediante mutagénesis por PCR (Picard, V, et al., Nucleic Acids Res 22: 2587-91 (1994); Sambrook, J., Fritsch,
E. F,, y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Nueva York) de un gen ya producido mediante el método descrito anteriormente. El producto bicatenario se digiere
después con Bam HI y Xho Iy se liga en pGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech), que también se ha escindido
mediante Bam HI y Xho I. Las secuencias de ADN de los genes de los péptidos clonados se enumeran en la Figura 8.

Por ejemplo, cuando las secuencias de ADN de ID SEC N°s: 54, 55 y 56 (que no son secuencias polipeptidicas
proporcionadas por la invencién) se clonan en pGEX-6P-1, las siguientes secuencias polipeptidicas se expresan en
forma de fusiones con glutation S-transferasa (GST):

PACAP38: IEGRHSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK (ID SEC N°:2)
VIP: IEGRHSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN (ID SEC N°:1)
R3P3: IEGRHSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT (ID SEC N°:8)

Se muestra un mapa de restriccién de un pldsmido tipico que contiene la fusién GST-péptido en la Figura 3.

Ejemplo 7
Expresion Recombinante de Péptidos y Purificacion

Se cultivaron células BL21 (Stratagene) transformadas con los pladsmidos que contenian la fusién GST-péptido a
37°C hasta que la DOy, alcanzé 0,6 a 1,0, y se realiz6 la induccién mediante IPTG 1 mM (Life Technologies) durante
2 horas a 37°C. Se centrifugaron 2 L de las células a 7.700 g durante 15 minutos, se pesaron y se almacenaron a -20°C
durante al menos 3 horas. El sedimento celular congelado se resuspendi6é en 100 mL de PBS helado con 250 ul de
mezcla de inhibidor de proteasas (n° cat. P-8465, Sigma Chemical) por gramo de células, se sometié a sonicacion a
3x durante 1 minuto con paradas de 15 segundos. Los restos celulares se centrifugaron a 10.000 g durante 20 minutos.
El sobrenadante se mezcl6 con 2 mL de resina Glutation-Sefarosa 4B al 50% (Pharmacia) en un agitador durante
la noche a 4°C. Las resinas se centrifugaron a 1.500 g durante 15 minutos, se introdujeron en columnas vacias de
cromatografia Poly-Prep (Bio-Rad), se lavaron con 30 mL de PBS seguido de 10 mL de tampén de Factor Xa (CaCl, 1
mM, NaCl 100 mM, y Tris-HC1 50 mM, pH 8,0). El péptido se escindié de la columna mediante 60 unidades de Factor
Xa (Pharmacia) en 1 mL de tampén de Factor Xa durante la noche a 4°C, y se sometié a HPLC en C18 (Beckman
System Gold), mediante el uso de un bucle de 2 mL y a un caudal de 2 mL/min con el siguiente programa: 10 minutos
de tampén A (0,1% de TFA/H,0), 30 minutos de gradiente hasta el tampén B (0,1% de TFA/ACN), 10 minutos de
tampén A, 10 minutos de gradiente, y 10 minutos de tampon A. Las fracciones de los picos (1 mL cada una) se
recogieron y se cribaron mediante electroforesis en gel de Tricina-SDS al 10-20%. Las fracciones que contenian los
péptidos de la Tabla 1 se mezclaron y se secaron. Los rendimientos tipicos son de varios cientos de microgramos de
péptidos libres por litro de cultivo de E. coli. Se ha demostrado que los péptidos recombinantes tienen las mismas
actividades que sus versiones sintéticas.

La siguiente tabla contiene algunos polipéptidos seleccionados y polipéptidos de secuencias que no son parte de
la invencién producidos segtn el protocolo de sintesis de péptidos discutido anteriormente (Ejemplo 5), o de manera
recombinante como se describe en el Ejemplo 7. Los péptidos producidos mediante el método recombinante se indican
con una letra minudscula, “r”, delante del cédigo indicador del péptido. Los péptidos producidos tanto por medios
recombinantes como sintéticos se indican mediante asteriscos tras sus n°s de péptido. Los péptidos R3P0 y R3P4
fueron informados por Bolin, et al. (Biopolymers 37:57-66 (1995); patente de EE.UU. 5.677.419).
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TABLA 1

Péptido N° Secuencia ID SEC
N°:
R3PO Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNIeAAKKYLNDLKKGGT-NH, 5
R3P1 Ac-HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT-NH, 6
R3P2 Ac-HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT 7
rR3P3* HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT 8
R3P4 Ac-HSDAVFTEN(CH;0O-Y)TKLRKQNIeAAKKYLNDLKK-NH, | 9
R3P5 HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKK 10
R3P8 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKK-NH, 11
rR3P9* HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKGGT 12
R3P10 HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLLNGGT 13
R3P11- HSDAVFTDNYTKLRKQLAAKKYLNDILNGGT 14
R3P12* HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKGGT 15
R3P13 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKK-NH, 16
R3P14 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNDLKKGGT 17
R3P19 HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGTSWCEPGWCR| 18
R3P20 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNDIKKGGT 19
R3P21 HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDIKKGGT 20
R3P22 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKKGGT 21
R3P24 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKNGGT 22
R3P25 HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNSIKKGGT 23
R3P26 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKGGT 24
R3P29 HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDIKNGGT 25
R3P30 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKNGGT 26
R3P31 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKGG 27
R3P32 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKG 28
rR3P33* HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKK 29
R3P34 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKQ 30
R3P35 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKNQ 31
R3P36 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKKRY 32
rR3P41 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKK 33
rR3P42 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKN 34
rR3P43 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILK 35
rR3P44 HSDAVFTDNYTELRKQMAVKKYLNSILN 36
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rR3P45 HSDAVFTDNYTRLREQMAVKKYLNSILN 37
rR3P46 HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNSILN 38
rR3P47 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSILN 39
rR3P48 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNDILN 40
rR3P49 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKN 41
rR3P50 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSILK 42
rR3P51* HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKK 43
rR3P52 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKKRY 44
rR3P53* HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKKR 45
rR3P54 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKKK 46
rR3pP55* HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY 47
rR3P56 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKKRY 48
rR3P57 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKKR 49
rR3P58 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKK 50
rR3P59 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKRY 51
rR3P60 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKK 52
rR3P61 HSDAVFTDNYTRLRKQIAAKKYLQTIKK 53
R3P86 HSDGIFTESYSRYRKQMAVKKYLAALKKKRYKQRVKNK 57
R3P7 HSDAVFTENYTRLRKQMAVKKYLNSLKK-NH, 58
R3P15 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLSAVRHGQT-NH, 59
R3P16 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKQGGT-NH, 60
R3P17 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKKYLAAVRHG-NH, 61
R3P18 SWCEPGWCRHSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGT| 62
R3P23 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDILKGGT 63
R3P27 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDILNGGT 64
R3P28 HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDILKGGT 65
R3P37 HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKKGGT 66
R3P38 HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKK 67
R3P39 HSDGIFTDSYSRYRKQLAVKKYLAAVKK 68
R3P40 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKK 69
R3P62 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKK 70
R3P65 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKR 71
R3P66 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRY 72
R3P67 HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY 73
R3P68 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY 74
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R3P69 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLQSIKNKRY 75
R3P70 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNTIKNKRY 76
R3P71 HSDAVFTDQY TRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY 77
R3P72 HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY 78
R3P73 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAHKYLNSIKNKRY 79
R3P74 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKHYLNSIKNKRY 80
R3P75 HSDAVFTDQYTRLRKQLAAHKYLNTIKNKRY 81
R3P76 HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKHYLNTIKNKRY 82
R3P77 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKKKR 83
R3P78 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKKKR 84
R3P79 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY 85
R3P80 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKKR 86
R3P81 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKK 87
R3P82 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKNKRY 88
R3P83 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKKRY 89
R3P84 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKKR 90
R3P85 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKK 91
R3P86 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNK 92
R3P87 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKRY 93
R3P88 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKR 94
R3P89 HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKK 95
R3P92 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNKRY 97
R3P93 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNKR 98
R3P%4 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNK 99
rR3P97 HSDAVFTDNYTRLRKQMACKKYLNSIKNKR 100
rR3P98 HSDAVFTDNYTRLRKQMADKKYLNSIKNKR 101
rR3P99 HSDAVFTDNYTRLRKQMAEKKYLNSIKNKR 102
rR3P100 HSDAVFTDNYTRLRKQMAFKKYLNSIKNKR 103
rR3P101 HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIKNKR 104
rR3P102 HSDAVFTDNYTRLRKQMAHKKYLNSIKNKR 105
rR3P103 HSDAVFTDNYTRLRKQMAIKKYLNSIKNKR 106
rR3P104 HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNKR 107
rR3P105 HSDAVFTDNYTRLRKQMALKKYLNSIKNKR 108
rR3P106 HSDAVFTDNYTRLRKQMAMKKYLNSIKNKR 109
rR3P107 HSDAVFTDNYTRLRKQMANKKYLNSIKNKR 110
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rR3P108 HSDAVFTDNYTRLRKQMAPKKYLNSIKNKR 111
rR3P109 HSDAVFTDNYTRLRKQMAQKKYLNSIKNKR 112
rR3P110 HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIKNKR 113
rR3P111 HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIKNKR 114
rR3P112 HSDAVFTDNYTRLRKQMATKKYLNSIKNKR 115
rR3P113 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKR 116
rR3P114 HSDAVFTDNYTRLRKQMAWKKYLNSIKNKR 117
rR3P115 HSDAVFTDNYTRLRKQMAYKKYLNSIKNKR 118
rR3P116 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIANKR 119
rR3P117 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSICNKR 120
rR3P118 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIDNKR 121
rR3P119 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIENKR 122
rR3P120 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIFNKR 123
rR3P121 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIGNKR 124
rR3P122 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIHNKR 125
rR3P123 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIINKR 126
rR3P124 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIMNKR 127
rR3P125 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSINNKR 128
rR3P126 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNKR 129
rR3P127 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNKR 130
rR3P128 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIRNKR 131
rR3P129 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSISNKR 132
rR3P130 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSITNKR 133
rR3P131 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIVNKR 134
rR3P132 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIWNKR 135
rR3P133 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIYNKR 136
rR3P134 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNAR 137
rR3P135 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNCR 138
rR3P136 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNDR 139
rR3P137 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNER 140
rkR3P138 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNFR 141
rR3P139 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNGR 142
rR3P140 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNHR 143
rR3P141 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNIR 144
rR3P142 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNLR 145
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rR3P143 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNMR 146
rR3P144 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNNR 147
rR3P145 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNPR 148
rR3P146 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNQR 149
rR3P147 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNRR 150
rR3P148 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNSR 151
rR3P149 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNTR 152
rR3P150 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNVR 153
rR3P151 HSDAVFTDNY TRLRKQMAAKKYLNSIKNWR 154
rR3P152 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNYR 155
rR3P153 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKA 156
rR3P155 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKD 157
rR3P156 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKE 158
rR3P157 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKF 159
rR3P158 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKG 160
rR3P159 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKH 161
rR3P160 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKI 162
rR3P161 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKK 163
TR3P162 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKL 164
rR3P163 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKM 165
rR3P164 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKN 166
rR3P165 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKP 167
rR3P166 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKQ 168
rR3P167 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKS 169
rR3P168 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKT 170
rR3P169 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKV 171
rR3P170 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKW 172
rR3P171 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKY 173
R3P172 HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRYSWCEPGWCR | 174
R3P173 HSDAVFTDDYTRLRKEVAAKKYLESIKDKRY 175
PACH1 ESDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 176
PAC2 HKDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 177
PAC3 HSKGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 178
PAC4 HSDKIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 179
PACS5 HSDGKFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 180
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PAC6 HSDGIKTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 181
PAC7 HSDGIFKDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 182
PACS8 HSDGIFTKSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 183
PACS HSDGIFTDKYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 184
PAC10 HSDGIFTDSKSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 185
PAC11 HSDGIFTDSYKRYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 186
PAC12 HSDGIFTDSYSEYRKQMAVKKYLAAVL-NH, 187
PAC13 HSDGIFTDSYSRKRKQMAVKKYLAAVL-NH, 188
PAC14 HSDGIFTDSYSRYEKQMAVKKYLAAVL-NH, 189
PAC15 HSDGIFTIDSYSRYREQMAVKKYLAAVL-NH, 190
PAC16 HSDGIFTDSYSRYRKKMAVKKYLAAVL-NH, 191
PAC17 HSDGIFTDSYSRYRKQKAVKKYLAAVL-NH, 192
PAC18 HSDGIFTDSYSRYRKQMKVKKYLAAVL-NH, 193
PAC19 HSDGIFTDSYSRYRKQMAKKKYLAAVL-NH, 194
PAC20 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVEKYLAAVL-NH, 195
PAC21 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKEYLAAVL-NH, 196
PAC22 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKKLAAVL-NH, 197
PAC23 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYKAAVL-NH, 198
PAC24 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLKAVL-NH, 199
PAC25 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAKVL-NH, 200
PAC26 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAKL-NH, 201
PAC27 HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVK-NH, 202
rR3P174 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNRI 322
rR3P175 HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIKNRI 323
rR3P176 HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNRI 324
rR3P177 HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIKNRI 325
rR3P178 HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIKNRI 326
rR3P179 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNRI 327
rR3P180 HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIPNRI 328
rR3P181 HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIPNRI 329
rR3P182 HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIPNRI 330
rR3P183 HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIPNRI 331
rR3P184 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNRI 332
rR3P185 HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIQNRI 333
rR3P188 HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIQNRI 334
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rR3P187 HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIQNRI 335
rR3P188 HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIQNRI 336
rR3P189 HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIRNRI 337
rR3P190 HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIRNRI 338
rR3P191 HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIRNRI 339
rR3P192 HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIRNRI 340
rR3P193 HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIRNRI I 341
Ejemplo 8

Secrecion de insulina de islotes de rata

El péptido R3P3 (0,1-100 nM) estimula la secrecién de insulina de islotes de rata aislados de una manera de-
pendiente de glucosa. Estos estudios comparan los efectos sobre las células de los islotes del péptido R3P3 y GLP-
1.

Los islotes de rata se aislaron y se trataron con GLP-1 o R3P3 con glucosa 3 6 8 mM en el medio, de acuerdo
con el protocolo de islotes de rata descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Como se muestra en las Figuras 4A-4B, el
péptido R3P3, que no es parte de la presente invencidn, incrementa significativamente la liberacién de insulina de los
islotes de una manera dependiente de la concentracién, y su efecto es similar al de GLP-1, un secretagogo de insulina
conocido.

Ejemplo 9
Respuesta a insulina y glucosa in vivo

Como se muestra en las Tablas 2 y 3 mds adelante, los polipéptidos que activan el receptor R3 también potencian
el incremento inducido por glucosa de los niveles plasmaticos de insulina en comparacién con la glucosa sola. Este
incremento de la insulina provoca una disminucién concomitante de la glucosa plasmaética.

De acuerdo con el protocolo del Ejemplo 2 anterior, se anestesiaron ratas Wistar sometidas a ayuno durante la
noche con pentobarbital; se les inyectd i.v. glucosa + péptido y se extrajo sangre del ojo después de 1 minuto. N=12
ratas/grupo. El grafico de la Figura 5 muestra que el polipéptido R3P3, que no se proporciona en la presente invencion,
provoca un incremento de la eliminacién de glucosa que acompaiia al incremento de la secrecién de insulina. El
péptido o vehiculo se administré i.v., seguido de una carga de glucosa administrada i.p. de acuerdo con el Ejemplo 3.
La glucosa plasmadtica se monitorizé a lo largo del periodo de tiempo indicado. Como se muestra en el grafico, R3P3
acelerd notablemente la eliminacion de la glucosa sanguinea.

Ejemplo 10
Efectos secundarios de diarrea

Como se describi6 en el protocolo del Ejemplo 4 anterior, a las ratas sometidas a ayuno se les inyect? s.c. el péptido
indicado (5 nmol/kg o 22-24 nmol/kg). Cinco minutos después de la inyeccion, se administraron 0,3 ml de agua p.o.
Cinco minutos después de la dosis de agua, los animales se sacrificaron y se determind el contenido de agua del
intestino delgado. Como se muestra en la Figura 6, las inyecciones de VIP a las dos dosis provocaron un incremento
notable del contenido de agua de la luz del intestino delgado respecto del control de vehiculo (solucién salina). A la
dosis mas elevada, los péptidos R3 solamente provocaron un incremento muy pequefio (es decir, aproximadamente del
10%) en comparacién con VIP. A la dosis de 5 nmol/kg, los péptidos no produjeron ningiin cambio en el contenido de
agua del intestino delgado. El grado de retencién de agua se usé como indice de la activacién de R2 in vivo.
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Ejemplo 11
Efecto de los Péptidos sobre la Tolerancia a la Glucosa Intraperitoneal en Ratas

Se someti6 a ayuno a ratas Wistar durante la noche y después se anestesiaron con pentobarbital. Se extrajo sangre
del ojo a las ratas (tiempo cero) y se inyecté el péptido (en un 1% de albimina humana) de forma subcutinea. Cinco
minutos después se inyectd 1 g/kg de glucosa (en solucién salina) de forma intraperitoneal, y se extrajo sangre del ojo
a las ratas después de 30 minutos. Las concentraciones plasmaéticas de glucosa se determinaron mediante el uso del
autoanalizador Axon, y se muestran en la Figura 7.

La Figura 7 muestra que la glucosa plasmaética se elevé hasta 160 mg/dl por encima de la basal (100 mg/dl) en las
ratas tratadas con vehiculo 30 minutos después de la IPGTT (prueba de tolerancia a la glucosa IP). En las ratas a las que
se inyectaron los péptidos R3P3, R3P12 y R3P13 que no son parte de la presente invencion, esta elevacion de la glucosa
plasmatica se redujo de manera significativa, lo que confirma el efecto de produccion de insulina. A 1 nmoles/kg s.c.
el efecto de disminucién de la glucosa de cada péptido fue similar al observado con una dosis equivalente de GLP-1.

Ejemplo 12
Polipéptidos secretores de insulina dependiente de glucosa

La Tabla 2 contiene una lista de los péptidos que estimularon la liberacién de insulina in vivo en el ensayo IPGTT,
o in vitro por medio del ensayo de islotes de rata. Como muestran los datos, los péptidos incrementan la liberacién de
insulina mediada por glucosa in vivo e in vitro.

Insulina plasmatica: Los datos se expresan como % de la insulina plasmadtica un minuto después del IVGTT (0,4
g/kg de glucosa) con solucién salina, 0,1 nmol/kg de P51, P55, P60, P66 6 1 nmoles/kg de los otros péptidos que
incluyen los péptidos que no son parte de la presente invencion en ratas Wistar. La sangre se extrajo del ojo y la
insulina se midi6 con el equipo de RIA de insulina de ratas (Linco Research, Inc, St. Charles, MO).

Glucosa plasmadtica: Los datos se expresan como % del vehiculo de drea de glucosa plasmatica bajo la curva
después del IPGTT (1 g/kg de glucosa) tras el tratamiento con una dosis de 1 nmol/kg del péptido. Se ha informado que
PACAP27 induce la secrecion de insulina pero no afecta a las concentraciones plasmaticas de glucosa (Filipsson, K. e?
al., J. Clin. Endocrin. & Metabolism 82: 3093-3098 (1997)). Los presentes inventores han demostrado por primera vez
que esto se debe a que los efectos de R2 y R3 sobre la glucosa tienden a contrarrestarse entre si. El agonista selectivo
de R2 [K15, R16, L27]VIP(1-7)/GRF(8-27) (Gourlet, P. et al., Peptides 18:1539-45 (1997)), definido como R2P1,
incrementa la concentracién plasmadtica de glucosa un 14%, mientras los agonistas selectivos de R3 disminuyen la
concentracion plasmatica de glucosa un -20%. Por lo tanto, la selectividad por R3 parece ser un atributo deseable para
los medicamentos que se van a emplear para llevar a cabo una reduccién de la glucosa sanguinea, para el tratamiento
de la diabetes tipo 2.

Liberacién de insulina de los islotes: Se aislaron islotes de ratas Sprague-Dawley como se describié en el Ejemplo
1, y se trataron con vehiculo o con el péptido especificado (10 nM) durante 2 horas. La concentracién de insulina en el
medio se midi6 con el equipo de RIA de insulina de rata de Linco. La concentracién de glucosa en el medio fue 8 mM.
Los datos se expresan como % de la [insulina] en glucosa 8 mM sola. No se observaron incrementos inducidos por
el polipéptido de la concentracién de insulina con glucosa 3 mM; asf, la actividad de liberacién de insulina de estos
polipéptidos es dependiente de la glucosa. Se deberia indicar que la siguiente Tabla incluye datos de polipéptidos que
no son parte de la presente invencion.

TABLA 2
Péptido Insulina plasmatica Glucosa plasmatica  Liberacion de insulina de
(% de la basal) (% de la basal) los islotes
(% de ia basal)
iv s.C
PACAP27 320 186
R2P1 216 114
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R3PO 77 264
R3P1 480 73 250
R3P3 361 77 72 275
R3P9 221
R3P10 174
R3P12 302 76 324
R3P13 465 77 170
R3P19 285

R3P36 255 73 78

P51 259

P55 208

P60 283

R3P66 388 82 184
R3P77 388

R3P80 360

R3P81 302

Ejemplo 13

Composicion farmacéutica - Formulacion IV

Se produce una formulacién inyectable estéril a partir de 4 mg de un polipéptido de ID SEC N°: 72 y 1 litro de
solucidn salina estéril mediante el uso de un proceso de fabricacién bien conocido en la técnica.

Ejemplo 14
Composicion farmacéutica - Formulacion IV

Se produce una formulacién inyectable estéril que no es parte de la presente invencién a partir de 400 mg de un
polipéptido de ID SEC N° 174 y 1 litro de solucion salina estéril, mediante el uso de un proceso de fabricacién bien
conocido en la técnica.

Ejemplo 15

Efecto de PACAP27, VIP y agonistas peptidicos selectivos de receptores PACAP sobre el ritmo cardiaco en perros
conscientes

Protocolo

Se colocaron perros Beagle en un cabestrillo en el que habian sido entrenados para estar de pie hasta 3 horas. El
manguito del monitor del ritmo cardiaco se colocé alrededor de la cola del perro.

Se inyectd solucién salina en la vena cefdlica y se monitoriz6 el ritmo cardiaco cada 2 minutos para establecer
el valor inicial. Después de 10 minutos, se inyect6 el péptido, lo que incluye los péptidos que no son parte de la
invencidn, y se monitoriz6 el ritmo cardiaco cada 2 minutos durante los 20 minutos siguientes. Si el ritmo cardiaco era
normal en ese momento, se administraba una dosis mayor y se monitorizaba el ritmo cardiaco durante 20 minutos. El
area bajo la curva (ABC) durante los primeros 10 minutos de cambio del ritmo cardiaco inducido por el polipéptido
se representé como el % respecto del ABC con vehiculo frente a la concentracion de polipéptido. PACAP27 y el
agonista selectivo de R1 maxadilan (Moro, O. J. Biol. Chem. 272:966-970 (1997)) poseen una potencia similar en el
incremento del ritmo cardiaco. VIP, que activa tanto R2 como R3 pero no R1, el agonista selectivo de R2 R2P1, y los
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agonistas selectivos de R3 R3P0, R3P3, R3P19, R3P36, R3P51 y R3P53, son al menos 10 veces menos potentes que
PACAP27 o mazadilan. Asi, el efecto cardiovascular de PACAP27 se puede atribuir principalmente a la activacion de
PACAP-R1. Todos los péptidos son agonistas completos en sus receptores respectivos con afinidades comparables.
R3PO es el andlogo de Roche RO 25-1553 que se ha demostrado que exhibe una selectividad por PACAP-R3 de al
menos 100 veces respecto de R1 y R2 (Gourlet et al, Peptides 18:4030408 (1997)).

Ejemplo 16
SPA de AMP ciclico

Se colocaron células CHO que expresaban PACAP R3 en placas de 96 pocillos (Costar) a 8 x 10* células/pocillo y
se cultivaron a 37°C durante 24 horas en MEM + nucledsidos + glutamina (Gibco BRL), FBS del 10%, 100 pg/ml de
Pen/Estrep, 0,3 mg/ml de glutamina, HEPES 1 mM, 0,5 mg/ml de Geneticina (Gibco BRL). Los medios se eliminaron
y las placas se lavaron con PBS. Las células se incubaron con un péptido, en Hepes-PBS-BSA con 0,4 mg/ml de
inhibidor de tripsina de soja, 0,5 mg/ml de Bacitracina, IBMX 100 uM, durante 15 min a 37°C. Se cuantificé el
AMP ciclico en los extractos celulares mediante el uso del sistema de andlisis de cribado directo de SPA de AMPc
(Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ). Se ensayd la actividad de AMPc de los péptidos mostrados en la
Tabla 3.

La Tabla 3 informa de los resultados del SPA de AMPc in vitro en células CHO transfectadas con PACAP-R2
o PACAP-R3. CES50 se define como la concentracién del polipéptido a la que se alcanza el 50% de la actividad
maxima de PACAP27. “NA” indica que no se registraron actividades detectables. La “selectividad por R3” deriva
de la proporcion de CE50 en R2 frente a CE50 en R3. La mayoria de los siguientes polipéptidos estdn disefiados
basdndose en VIP, que se ha demostrado que carece de actividad en R1 (Vaudry D. et al., 2000, Pharmacological
Reviews, 52: 269-324). Por lo tanto, se cree que estos polipéptidos no poseen actividad apreciable en R1. Los péptidos,
y las secuencias que no son parte de la invencidn, disefiados basdndose en VIP incluyen las ID SEC N°: 6-53, 62-65 y
70-175. La Tabla 3 incluye algunos péptidos que no son parte de la presente invencion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Péptido

VIP
R3PO
R3P1
R3P2
R3P3
R3P5
R3P8
R3P9
R3P10
R3P11
R3P12
R3P13
R3P14
R3P19
R3P20
R3P21
R3P22
R3P24
R3P25
R3P26
R3P29
R3P30
R3P31
R3P32
R3P33
R3P34
R3P35
R3P36
R3P41
R3P42

ID SEC N°

~N O 0 =

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

ES 2307 534 T3

TABLA 3

0,1

> 100
> 100
> 1000
100
200
2

40

3

10

> 100
163
50
42
330
17
38
45
15
>100
> 100
20

> 100
84

> 100
> 100
> 100
> 90

0,3

28

CE50enR2, nM CE50enR3, nM

0,08
0,4
2

3
0,75

1,4

11

0,5

17
1,4
1.4
0.3
1,6
1,3
07

0,55
0.5
0.4
0,3
0,4
0,5
1,4
2,6
0.4

0,08

0,03

Selectividad por R3
1,3

> 250
> 50
> 300
130
30
1,5
20
0,3

3

> 200
33
3

30
230
60
24
34
20

> 180
> 200
50

> 300
200
> 200
>70
> 40
> 200
100
10
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R3P43
R3P44
R3P45
R3P46
R3P47
R3P48
R3P49
R3P50
R3P51
R3P52
R3P53
R3P54
R3P55
R3P56
R3P57
R3P58
R3P59
R3P60
R3P61
R3P6

R3P7

R3P15
R3P16
R3P17
R3P18
R3P23
R3P27
R3P28
R3P37
R3P38
R3P39
R3P40
R3P62
R3P65
R3P66
R3P67

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

ES 2307 534 T3

0,8

NA
0,4
0,7

0,7
23
> 100
500
>100
50
40
42
55
10
120
110
220

12
14

NA
10
6.4

71
17

1,4
180

80
100
100

29

0,08
1,3
NA

0,06

0,12

0,13

0,27

0,13

0,26
0,4
0,2
0,5

0,17
0,4

0,23

0,32

0,16

0,8
80

10

NA
0,43
0,8

2,3
0,5
0,7
1,8
0,6
04
0,3

30

90
> 250
2500
> 200
280
100
190
170
70
120
140

0,5

1,4

100
130
250
330
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R3P68
R3P69
R3P70
R3P71
R3P72
R3P73
R3P74
R3P75
R3P76
R3P77
R3P78
R3P79
R3P80
R3P81
R3P82
R3P83
R3P84
R3P85
R3P86
R3P87
R3P88
R3P89
R3P92
R3P93
R3P94
R3P98
R3P99
R3P100
R3P101
R3P102
R3P103
R3P104
R3P105
R3P106
R3P107
R3P108

74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
98
98
99
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
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130
90

> 100
56

> 100
50
90

> 150
> 150
200
250
100
88
50
10

2,5

90
0,6
0.9
0.9

NA
40
10

400
300
0,4
100

1000
1000

30

0,5
0,5
0,4
0,09
0,16
0,3
0,6
0,3
0,1
0,4
1,1
0,5
0,44
05
0,4
0,08
0,06
0,18
0,8
0,2
0,08
0,06
0,02
0,14
0,09
NA
1,0
0,3
1,0
60,0
0,05
0,2
0,3
0,1
200,0

300,0

260
190
> 250
660
> 600
170
150
> 500
> 1500
500
230
200
200
100
23
60
40
30
110

12
15
100
40
100

40

30

400

500

20
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R3P109
R3P110
R3P111
R3P112
R3P113
R3P114
R3P115
R3P116
R3P118
R3P119
R3P120
R3P121
R3P122
R3P123
R3P124
R3P125
R3P126
R3P127
R3P128
R3P129
R3P130
R3P131
R3P132
R3P133
R3P134
R3P136
R3P137
R3P139
R3P140
R3P141
R3P142
R3P143
R3P144
R3P145
R3P146
R3P147

112
113
114
115
116
117
118
119
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
139
140
142
143
144
145
146
147
148
149
150

ES 2307 534 T3

1000
100
1000
4

3
20
300
20
15
15
10
50
10

60
200
300

60

50

40

20

10

40
20
30
20
15
20

300
50
30

100

31

10,0
0,5
3,0
0,1
0,3
2,0
6,0
1,0
0,5
0,5
0,2
1,0
0.2
0,1
0,2
2,0
1,0
0,5
0,3
1,0
1,0
0,3
0,2
0,1
0,4
0,3
0,3
0,4
0.3
0,2
0.2
0,2
3,0
0,5
0,3
0,2

100
200
300
40
10
10
50
20
30
30
50
50
50
50
15
30
200
600
200
50
40
70
50
80
100
70
100
50
50
100
30
30
100
100
100
500
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R3P148
R3P149
R3P150
R3P153
R3P155
R3P156
R3P157
R3P158
R3P159
R3P160
R3P161
R3P162
R3P163
R3P164
R3P165
R3P166
R3P167
R3P168
R3P169
R3P170
R3P171
R3P172
R3P173
PAC1
PAC2
PAC3
PAC4
PACS
PAC6
PAC7
PACS8
PACS
PAC10
PAC11
PAC12
PAC13

151
152
153
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188

ES 2307 534 T3

30
40
40
40
40

100
50

6

200

100
60
20
40

100

150
50

300
60
60
20
80
77
NA

970
NA
NA
45
1,8
NA

NA
43
0,9

110
10

150

32

0,3
0,5
0,8
0,2
0,4
1,0
0,3
0,07
0,5
0,2
0,2
0,1
0.2
0,3
0,5
0,1
1,0
0,2
0,2
0,1
0,4
2,6
200
10
34
NA

0,7
NA
NA

47
0,7

27
140

0,5

100
80
50

200

100

100

170
90

400

500

300

200

200

300

300

500

300

300

300

200

200
29

97
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PAC14
PAC15
PAC16
PAC17
PAC18
PAC19
PAC20
PAC21
PAC22
PAC23
PAC24
PAC25
PAC26
PAC27
rR3P174
rR3P175
rR3P176
rR3P177
rR3P178
rR3P179
rR3P180
rR3P181
rR3P182
rR3P183
rR3P184
rR3P185
rR3P186
rR3P187
rR3P188
rR3P189
rR3P190
rR3P191
rR3P192
rR3P193

189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
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110
2,4
0,2
0,25
0,7
8

20
25
2
170
0,3
0,13
0,25
1,5
18
400
300
110
80
230
>100
280
280
> 150
10
180
70
>130
150
1,3
220
> 200
40
200

33

1,6
0,2
0,2
0,15
1,1
0,4
0,7
0,24
15
13
0,2
0,04
0,3
1,1
0,20
2,2
2,0
1,6
0,75
1,5
6,7
5,1
3.2
54
0,37
4,5
1,6
1,6
2,2
0,04
2,2
2,7
0,60
1.9

70
12

1,6
0,7
20
30
10
0,1
13
1,5

1.4
90
180
150
70
110
150
>20
50
90
> 30
30
40
44
>80
70
30
100
>80
60
110
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Ejemplo 17
Produccion de anticuerpos policlonales

Se llevé a cabo la sintesis del polipéptido Ac-CRKQVAAKKYLQSIKNKRY COOH en un sintetizador de péptidos
430A de Applied Biosystems mediante el uso de quimica fmoc con activacién con HBTU de los aminoacidos. El
péptido se escindié6 mediante el uso de una mezcla de un 84,6% de TFA, 4,4% de fenol, 4,4% de agua, 4,4% de
tioanisol, y 2,2% de etanoditiol. El péptido bruto se purificé mediante el uso de una columna de fase inversa C18 con
un gradiente de 0,1% de TFA/CH;CN. La determinacion de la pureza se llevé a cabo en un espectrometro de masas
MALDI PerSeptive V Biosystems Voyager DE Pro. El residuo de cisteina se acoplé a KLH mediante el equipo y el
protocolo Imject Maleimide Activated mcKLH de Pierce (Pierce, Rockford, IL). Los conejos se inmunizaron mediante
el uso del siguiente calendario de inmunizacién de antisuero policlonal:

Dia 0 - Extraccién de 10 ml para obtener el suero inicial

250 ug de cada péptido en 1 ml de emulsién de adyuvante completo de Freund,

0,1 ml/sitio X 10 sitios de forma subcutanea

Dia 14 - Refuerzo de 250 ug de cada péptido en 1 ml de emulsidon de adyuvante incompleto de Freund

0,1 ml/sitio X 10 sitios de forma subcutanea

Dia 21 - Extraccién de 35 ml

Dia 35 - Refuerzo de 250 g de cada péptido en 1 ml de emulsién de adyuvante incompleto de Freund

0,1 ml/sitio X 10 sitios de forma subcutanea

Dia 42 - Extraccién de 35 ml

Dia 56 - Refuerzo de 250 ug de cada péptido en 1 ml de emulsién de adyuvante incompleto de Freund

0,1 ml/sitio X 10 sitios de forma subcutinea

Dia 63 - Extraccién de 35 ml

Dia 77 - Refuerzo de 250 g de cada péptido en 1 ml de emulsién de adyuvante incompleto de Freund

0,1 ml/sitio X 10 sitios de forma subcutanea

Dia 84 - Extraccion final

Los anticuerpos se caracterizaron mediante el uso del siguiente protocolo

Se revistié una placa Immulon IIT (DYNATECH LABORATORIES, INC, Chantilly, Virginia) con péptido P66
(intervalo de 0,3-100 ng) en 100 w1 de tampén de revestimiento de EIA, 1,6 L de NaHCO; 0,1 M + 0,4 L de Na,CO;
0,1 M, de pH 9,5) durante 3 horas a temperatura ambiente (TA). La placa se impregné con 100 ul de 5% de leche TBS
Tween 20 (tris 10 mM de pH 8,0, NaCl 150 mM, 0,05% de Tween-20 (SIGMA P-1379)) durante 1 hora a TA y se
lavé 3 veces con TBS Tween. Se afiadi6 anticuerpo R3P66 al pocillo en 100 ul de un 5% de Bloto (TBS - Tween 20
+ 5% de leche) durante 2 horas a TA seguido de un lavado con TBS Tween (se repite el lavado 5 veces). Se afiadi6
anticuerpo secundario (conjugado de anticuerpo anti-conejo de cabra y fosfatasa alcalina de BioRad) al pocillo a una
dilucién 1:1000 en 100 w1 de 5% de Bloto durante 1 hora. La placa se lavé 5 veces con TBS Tween. Se afiadié fosfato
de p-nitrofenilo (SIGMA 104-105) 0,5 mg/ml de tamp6n de sustrato (Dietanolamina 1 M, MgCl,*6H,0 0,5 uM, pH
9,8 ¢c/HCI) en 100 ul y se incubd a TA durante 1 hora a O/N. Se ley6 1la DO 405 de la placa en un SPECTRAmax 250
(Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA).
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Para determinar si los conejos produjeron anticuerpos hacia el péptido

Ac-CRKQVAAKKYLQSIKNKRY-COOH de acuerdo con el ejemplo 17 reconoci6 el péptido R3P66 (ID SEC
N° 72), se llevé a cabo el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA). Cuando los anticuerpos reconocen
un péptido, se detecta una sefial a DO405. La Figura 10 muestra que estos anticuerpos reconocen R3P66 pero no
interaccionan con los péptidos homdélogos PACAP-27 o VIP hasta una concentracién de péptido de 30 ug.

Ejemplo 18
Hiperreactividad de las vias respiratorias en el modelo de asma agudo en primates

Los monos Cynomolgus macho (Macaca fascicularis) usados en este estudio se mantuvieron a una temperatura
y humedad constantes, con un ciclo de luz de doce horas. Se alimentaron dos veces al dia, excepto en los dias de
experimentacidn, cuando la alimentacién se detuvo la noche antes del procedimiento. El agua estuvo disponible a
voluntad en todo momento.

La hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR) (valor inicial) se midié 1 semana antes de la exposicién al
antigeno de control (sin tratamiento), y de nuevo 24 h tras la exposicion al antigeno. La hiperreactividad de las vias
respiratorias inducida por el antigeno se midié mediante una caida de la PC,, (la concentracién de metacolina nece-
saria para provocar un incremento del 100% de la resistencia pulmonar) a las 24 h en comparacién con el valor inicial.
Después de 2 semanas de descanso, se llevé a cabo otra medida del valor inicial de AHR. Una semana mds tarde, los
péptidos de esta invencién se administraron en forma de un aerosol, 10 minutos antes de la exposicién al antigeno.
Después de 24 h se volvié medir la AHR, y la caida de PC,y, con tratamiento se compard con aquella sin tratamiento.

Procedimiento experimental. En cada dia de experimentacién los animales se anestesiaron con una mezcla queta-
mina/xilazina (70:12 mg kg™ a 0,1 ml kg™") mientras estaban en su jaula. Mientras estaban inconscientes se llevaron al
laboratorio de primates, en el que se colocaron en posicién de dectibito supino en una manta de agua termostatizada en
una camilla. Se aplicé una pomada oftdlmica a cada ojo, y se nebulizaron 0,2 ml de lidocaina (2%) en la laringe y en el
fondo de la garganta. Las mandibulas se mantuvieron separadas mediante un separador de mandibula, y se inserté un
tubo endotraqueal de calibre 5,0 con manguito (con el extremo untado abundantemente con gel de xilocaina, 2%) con
la ayuda de un laringoscopio. El animal se coloc6 después en una silla de retencién especialmente disefiada de forma
que el animal estaba en una posicion ligeramente reclinada pero sentado en posicion erguida, sujetado solamente por
un collar alrededor del cuello. Una manta termostatizada con agua rodeaba al animal.

El tubo endotraqueal se conect6 a un ventilador Harvard ajustado para proporcionar 30-35 respiraciones por mi-
nuto. El flujo de aire se midi6 mediante un neumotacégrafo Fleisch y la opresion tordcica se midié mediante un
transductor de presién Validyne (como la diferencia entre la presion en el extremo distal del tubo ET y la presion
atmosférica).

El neumotacégrafo y el Validyne se conectaron a un preamplificador y después a un analizador respiratorio MI>.
Mediante el uso de las sefiales principales de flujo y presion, el analizador calculd la resistencia de las vias respiratorias
y la distensibilidad (asi como otros pardmetros respiratorios diversos). Se llev6 a cabo una medida inicial de 5-6
minutos para asegurar que las sefiales eran estables y que los valores de resistencia y distensibilidad estaban dentro de
los limites reconocidos.

Exposicion a antigenos: Esta fue una exposicién por inhalacién con Ascaris suum. El extracto suministrado de
Ascaris suum se diluy6 10 veces con PBS para proporcionar una disolucién de 1000 pg/ml. El aerosol se administrd
con un nebulizador de gotas Rainbow controlado a presién (Puritan-Bennett) conectado a un respirador Bird Mark 7A,
ajustado para suministrar 15 respiraciones por minuto. Se administraron 30 respiraciones de antigeno, tras lo cual se
monitorizé la broncoconstriccion aguda durante 15 min.

Tras la finalizacién de la exposicion se retird al animal del ventilador, y cuando pudo respirar por si mismo se liberd
de la silla de retencion y se colocé en posicién de decibito supino sobre la camilla. Cuando volvieron a aparecer los
reflejos normales (parpadeo, deglucién) junto con el tono muscular de las extremidades del animal se devolvié a su
jaula.

Administracién del péptido: Los péptidos en estudio se administraron mediante inhalacién como se describi6
anteriormente. La siguiente lista de péptidos incluye péptidos que no son parte de la presente invencion. Se diluyeron
disoluciones de reserva de los péptidos con agua estéril para alcanzar una concentracién de 0,5 pg/4 ul. A partir de
las medidas previas se habia demostrado que el nebulizador administra 4 ul/respiracién, y se ajusté el nimero de
respiraciones aplicado a cada animal para administrar la concentracién final correcta desde el nebulizador. Para cada
péptido, las concentraciones finales administradas fueron las siguientes:

R3P0 (ID SEC N°:5) - 0,6 ug/kg
R3P76 (ID SEC N°:82) - 3 ug/kg
R3PB2 (ID SEC N°:88) - 1,8 ug/kg
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Exposicion a metacolina: Se llevaron a cabo curvas de respuesta a dosis de metacolina para estudiar la hiperreac-
tividad de las vias respiratorias. En el modelo agudo, esto se midi6 a +24 horas y se comparé con la reactividad 7
dias antes del tratamiento. Se administré un aerosol de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) mediante el uso
de un nebulizador como se describi6 anteriormente. El aerosol se administré durante 15 respiraciones y después se
monitorizd la resistencia pulmonar durante diez minutos. Se preparé metacolina (Sigma) a una concentracién de 100
mg/ml en PBS, y esta disolucion de reserva se diluyé con PBS hasta un intervalo final de concentraciones de 0,1
mg/ml a 100 mg/ml. Se administré metacolina (0,1 mg/ml, 15 respiraciones) seguido de otros diez minutos de moni-
torizacion. Se administraron dosis sucesivas de metacolina con un incremento de dosis semilogaritmico en cada etapa
hasta que la resistencia pulmonar se dobld, o se hubo administrado la dosis mdxima de metacolina (100 mg/ml). El
valor inicial de resistencia (cero %) se considerd la resistencia alcanzada tras la administracion de PBS. El incremento
de la resistencia pulmonar (%) y las dosis de metacolina se introdujeron en una hoja de calculo y se calcul6 PC,q (la
dosis de metacolina que provoca un incremento del 100% de la resistencia) a partir de un gréafico de la dosis frente
a la resistencia. Estos valores se convirtieron en valores de log. El delta PC,y, (valor a +24 h - valor inicial) para el
estudio de tratamiento se comparé con el del estudio de control.

La Tabla 4 muestra los datos de PC,, para los tres péptidos. Como demuestran los datos, los péptidos son eficaces
contra la hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por antigeno, y asi pueden ser una terapia potencial para el
asma. Se deberia indicar que R3P0 (ID SEC N°: 5) y R3P82 (ID SEC N°: 88) no son parte de la presente invencion.

TABLA 4

Datos de PC\y para los tres estudios con péptidos

Péptido (dosis)
R3P0 (0,6 ya/mg) R3P76 (3,0 ya’kg) R3P82 (1,8 pa/kq)
Control Tratado Control Tratado Control Tratado

Delta Iog10 PCM

N 4 4 5 5 4 4
Media* -0,325 -0,150 -0,468 +0,047 -0,567 -0,067
DE 0,177 0,152 0,128 0,253 0,361 0,329
P (Tratado frente a 0,240 0,031 0,087
Control)

% de inhibicién de la
AHR inducida

*Cuanto mayor sea el valor negativo, mas hiperreactivo se hace el animal.

54 100 88

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la anterior memoria descriptiva se incorporan aqui como re-
ferencia. Diversas modificaciones o variaciones de las composiciones y los métodos de la invencién descritos serdn
evidentes para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance y del espiritu de la invencién. Aunque la invencién
se ha descrito con respecto a realizaciones especificas preferidas, se deberia entender que la invencién tal como se
reivindica no se deberia limitar excesivamente a tales realizaciones especificas. De hecho, se pretende que diversas
modificaciones de los modos anteriormente descritos de llevar a cabo la invencion, que son obvios para los expertos
en el campo de la biologia molecular o de campos relacionados, estén dentro del alcance de las siguientes reivin-
dicaciones. Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar mediante el uso nada mas que
de experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en esta
memoria. Se pretende que tales equivalentes estén abarcados por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las ID SEC N°s: 47, 72-82 y 85.

2. Un polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica de la reivindicacién 1, o una variante degenerada del
mismo.

3. Un vector que comprende un polinucleétido de la reivindicacién 2.
4. Una célula hospedadora aislada que comprende un vector de la reivindicacién 3.
5. Un método para producir un polipéptido de la reivindicaciéon 1 que comprende:

a) cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 4 en condiciones adecuadas para la expresion de dicho
polipéptido; y

b) recuperar el polipéptido del cultivo de células hospedadoras.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de la reivindicacién 1 en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Una composicion de terapia génica que comprende un polinucleétido de la reivindicacién 2 en combinacién con
un vector de terapia génica terapéuticamente eficaz.

8. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido se representa mediante la ID SEC N°: 72.
9. Un anticuerpo purificado que se une de manera especifica al polipéptido de la reivindicacién 1.

10. El uso de un agonista de PACAP R3 seleccionado del grupo que consiste en ID SEC N°s: 47, 72-82 y 85 para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno metabdlico en un mamifero.

11. EI uso segun la reivindicacién 10, en el que el agonista de PACAP R3 tiene una selectividad de al menos
alrededor de 100 veces por PACAP R3 respecto de PACAP R2 o PACAP R1.

12. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en el que el agonista de R3 es el polipéptido de la ID
SEC N°: 72.

13. El uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que dicho trastorno metabdlico es diabetes tipo
2.

14. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que dicha cantidad terapéuticamente eficaz oscila
de alrededor de 0,1 ug/kg a alrededor de 1 mg/kg.

15. El uso segiin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que dicho trastorno metabdlico es el estado
prediabético de intolerancia a la glucosa.

16. El uso de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los polipéptidos de la reivindicacién 1 para la
fabricacién de un medicamento para estimular la liberacién de insulina de una manera dependiente de glucosa en un
mamifero.

17. El uso de un péptido seleccionado del grupo que consiste en ID SEC N°s: 47, 72-82 y 85 para la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento de una enfermedad respiratoria en un mamifero.
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R3P10
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R3P25
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R3P36
rR3P41
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rR3P55
mR3PST
mR3P58
R3P59
R3PS0
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R3P7
R3P15
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R3P17
R3P23
R3P27
R3P28
R3P37
R3P38
R3P38
R3P40
R3P62
R3PBS
R3P66
R3PB7
R3P68
R3PE69
R3P70
R3P71
R3P72
R3P7T3
R3°74
R3P75
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HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSIKK-NH;
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLINGGT
HSDAVFTDNYTKLRKQLAAKKYLNDILNGGT

HSDAVFTENYTKLRKQLAAKKYLNDLKKGGTSWCEPGWCR

HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTONYTRLRKQLAAKKYLNDIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNSIKNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILK
HSDAVFTDNYTELRKQMAVKKYLNSILN
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNDILN
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKN
HSDAVFTDNYTRLEKQMAAKKYLINSILK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKIKYLNSIKKKRY
HSDAVFTONYTRLRKOMAAKICYLNSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTONYTRLRKOMAVKKYLNSIKKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAVKKYLNSIKKK
HSDAVFTONYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQIAAKKYLQTIKK

HSDGIFTESYSRYRKQMAVKKYLAALKKKRYKQRVKNK

HSDAVFTENYTRLRKQMAVKKYLNSLKK-NH,

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLSAVRHCGOT-NH;
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKQGGT-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVKKYLAAVRHG-NH,

HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNDILKGGT
HSDAVFTDNYTRLRKOLAAKKYLNDILNGGT
HSDAVFTDNYTRLRKQLAVKKYLNDILKGGT
HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKKGGT
HSDGIFTDSYSRYRKQLAAKKYLADVKK
RSDGIFTDSYSRYRKQLAVKKYLAAVKK
HSDGIFTDSYSRYRKOQMAVKKYLAAVKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLQSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKKYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAHKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKHYLNSIKNKRY
HSDAVFTDQYTRLRKQLAAHKYLNTIKNKRY
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R3P76
R3P77
R3P78
R3P79
R3PBO
R3PB81
R3P82
R3P83
R3PB4
R3P85
R3P86
R3P87
R3P88
R3P89
R3PS1
R3P82
R3P93
R3P94
rR3P99
rR3P100
rR3P101
rR3P102
rR3P103
rR3P104
rR3P105
rR3P106
rR3rP107
rR3P108
rR3P108
rR3P110
rR3P111
rR3P112
R3P113
R3P114
rR3P115
rR3P116
rR3P118
rR3rP118
rR3P120
rR3P121
rR3P122
rR3P123
rR3P124
rR3P125
rR3P126
rR3P127
rR3P128
rR3P129
mR3P130
rR3P131
rR3P132
R3P133
R3P134
rR3P136
rR3P137
rR3P138
rR3P139
rR3P140D
rR3P141
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HSDAVFTDQYTRLRKQLAAKHYLNTIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLNSIKNKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKNKRY
HSDAVETDNYTRLRKQVAAKKYLQEILKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKRY
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSILKK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAVKKYLQSIKNK
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNKRY
HSDAVFTONYTRLRKQVAAKKYLQSILNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSILNK
HSDAVFTDNYTRLRKQMAEKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAFKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAGKKYLNSIKNKR
HSDAVETDNYTRLRKOMAHKKYLNSIKNKR
HSDAVFTONYTRLRKQMAIKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQMALKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAMKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMANKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAPKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAQKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMATKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAWKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAYKKYLNSIKNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIANKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIDNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIENKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIFNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIGNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIHNKR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIINKR
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAAKKYLNSIMNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSINNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIGNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIRNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSISNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYENSITNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIVNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIWNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIYNKR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNAR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNDR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNER
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNFR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNGR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNHR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNIR
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HSDAVFTONYTRLRKOQMAAKKYLNSIKNLR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNMR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNNR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNPR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNGR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNRR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNSR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNTR
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNVR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNWR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNYR
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKA
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKD
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKE
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKF
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKG
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKH
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNK!
HSDAVFTONYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKK
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKL
HSDAVFTONYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKM
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKN
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKP
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKQ
HSDAVFTONYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKS
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKT
HEDAVFTONYTRLRKOQMAAKKYLNSIKNKY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNKW
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIKNKY

HSDAVFTDNYTRLRKQVAAKKYLQSIKNKRYSWCEPGWCR

HSDAVFTDDYTRLRKEVAAKKYLESIKDKRY
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIKNR!
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDONYTRLRKOMARKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIKNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAGKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMARKKYLNSIPNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMASKKYLNSIPNR!
HSDAVFTDNYTRLRKQMAAKKYLNSIQNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAGKKYLNSIQNRI
HSDAVFTDNYTRLRKQMAKKKYLNSIQNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMARKKYLNSIQNRI
HSDAVETDNYTRLRKQMASKKYLNSIONRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAAKKYLNSIRNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOQMAGKKYLNSIRNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMAKKKYLNSIRNRI
HSDAVFTDNYTRLRKOMARKKYLNSIRNRI
HSDAVFTDNYTRERKQMASKKYLNSIRNRI
ESDGIFTDSYSRYRKAOMAVKKYLAAVL-NH.
HKDGIFTDSYSRYRKOMAVKKYLAAVL-NH,
HSDKIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGKFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTKSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDKYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSKSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
HSDGIFTDSYKRYRKOMAVKKYLAAVL-NH,
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PAC12
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PAC1S
PAC18
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PAC18
PAC1S
PAC20
PAC21
PAC22
PACZ3
PAC24
PAC25
PAC26
PACZ7
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HSDGIFTDSYSEYRKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRKRKOQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYEKQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYREQMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKKMAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQKAVKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKOMKVKKYLAAVL-NH,
RHSDGIFTDSYSRYRKQMAKKKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVEKYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKEYLAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKOMAVKKKLAAVL -NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYKAAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLKAVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAKVL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAKL-NH,
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVK-NH,
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rPACAP 27 {ID SEC N©: 203)
GBGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGATGGTATCTTCACCGACTCCTACTCGAGGTACCGCAAGCAGAT
GGCTGTAAAGAAATATCTGGCTGCAGTTCTGTAATGACTCGAG

PACAP 38 {ID SEC N°: 54)
GBGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGATGGTATCTTCACCGACTCCTACTCTCGGTACCGCAAGCAGATG
GCTGTAAAGAAATATCTGGCTGCAGTCCTAGGCAAACGTTACAAGCAACGCGTTAAAAACAAGTAATGA
CTCGAG

VIP (ID SEC N© 35)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG

rR3F3 (ID SEC N°: 56)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGATGCTGTTTTCACCGAAAACTACACCAAGCTTCGTAAACAGCTG
GSCAGCTAAGAMATACCTCAACGACCTGAAAAAGGGCGGTACCTAATGACTCGAG

rR3PY (ID SEC No: 204)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAGGCGGTACCTAATGACTCGAG

rR3P12 (ID SEC N°: 205)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGCTG
GCTGCTAAGARATACCTGAACGACATCAAGAAAGGTGGCACCTAATGACTCGAG

rR3P33 (ID SEC N°: 206)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGCTG
GCTGCTAAGAAATACCTGAACGACATCAAGAAATAATGAC

. TR3P41 {ID SEC Ne°. 207)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3P42 (ID SEC N°: 208)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACTAATGACTCGAG

rR3P43 (ID SEC N°: 208)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACCGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAAATAATGACTCGAG

rR3P44 (ID SEC N°: 210)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGGAACTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTICCATCCTGAACTAATGACTCGAG

rR3P45 (ID SEC N°: 211)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTGAACAGAT
GGCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG

rR3P48 (1D SEC N®: 212)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGCTG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG
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rR3P47 (ID SEC N°: 213)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGCETAAACAGATS
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAACTAATGACTCGAG

rR3P48B (ID SEC N°: 214)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATGACATCCTGAACTAATGACTCGAG

rR3P43 (ID SEC N°: 215)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACTAATGACTCGAG

rR3P50 (ID SEC N°: 216)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCCTGAAATAATGACTCGAG

(R3P51 (iD SEC N°: 217}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTCTITICACCZACALCTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3P52 (ID SEC N°: 218)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTT T TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGCGTTACTAATGACTCGAG

rR3P53 {ID SEC N°; 218)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGT 1T TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGCGTTAATGACTCGAG

fR3P54 (ID SEC Ne: 220}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGTAATGACTCGAG

rZ3P55 (ID SEC N°: 221)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTiCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATICCATCAAGAACAAGCGTTACTAATGACTCGAG

rR3P355 (ID SEC N°: 222)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGCGTTACTAATGACTCGAG

rR3P57 (ID SEC N°: 223)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAAAAGCGTTAATGACTCGAG

rR3P38 (ID SEC N°: 224)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATICCATCAAGAAAAAGTAATGACTCGAG

tR3P39 {ID SEC N°: 225)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGTTAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACAAGCGTTACTAATGACTCGAG

rR3PE0 (ID SEC N°: 225)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGARAACAGGTT
GCTGCAAAGARATACCTGCAGTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3PE1 (ID SEC N°; 227)
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GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATC
GCTGCAAAGAAATACCTGCAGACTATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3PE2 (ID SEC N°: 228)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTBTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGGTT
GCTGCARAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAAATAATGACTCGAG

rR3PE5 (1D SEC Ne: 229)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTT 1TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATIC

rR3P71 (ID SEC Ne; 230)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACCAGTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAATTCCATCAAGAACAAGCGTTACTAATGACTCGAG

rR3P38 (1D SEC N°: 231)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGUTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTGACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATIC:

rR3P29 (1D SEC Ne: 232)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTTT 1 CACCCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCCTGAGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGLEGTTAATGAGAATTIC

rR3P100 (D SEC N°: 233)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTTTCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P101 (ID SEC N°: 234)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTGGCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P 102 (1D SEC N©. 235)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTCACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P1032 (ID SEC N°: 236)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTATCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTARATGAGAATTC

rR3P104 (1D SEC N 237)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGALAACAGATG
GCTAAAMAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATIC
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IR3P105 (ID SEC N° 238)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTICACCGACAACTACACGC GCTTAAGAAAACAGATG
GCTCTGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P106 (ID SEC Ne: 239)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTATGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P107 (ID SEC Ne: 240)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGLTTAAGAARACAGATG
GCTAACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATIC

fR3P108 (ID SEC Ne: 241)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTCCGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P108 {ID SEC N°: 242)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTCAGAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCG TTAATGAGAATTC

rR3P110 (ID SEC N°: 243)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTICACCGACAACTACACGCGCTTAAGALAACAGATG
GCTCGCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rP3P111 (ID SEC N°: 244)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGT 1 TICACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTTCCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGLGTTAATGAGAATTIC

rR3P112 (ID SEC Ne: 245)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTACCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P113 {ID SEC N°: 246)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGT I TICACCGACAACTACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
GCTGTGAAGAAATACCTGAACTCLATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P114 (1D SEC N°: 247)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAAC TACACGCGCTTAAGAAAACAGATG
CCTTGGAAGAAATACCTGAACT CCAT CAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rF3P115 (1D SEC N°: 248)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGCTTRAAGRAAACAGATG
GCTTACAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC
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rR3P116 (ID SEC N°: 248)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTT 1 TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAARCAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGCGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

1R3P118 (iD SEC N 250)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGACAACAAGCGTTAATGAGAATTC

fR3P118 (1D SEC N% 251)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCBACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P120 (ID SEC N°: 252)
GGATCCATCGAARGGTCGTCACTCCGACGCTGT11 TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCTICAACAAGCGTTAATGAGAATTC

R3P121 (ID SEC N°: 253)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGGCAACAAGCGTTAAGAGAATTC

R3P122 (iD SEC N°: 254)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGGCAACAAGCGTTAATBAGAATTC

rR3P123 (1D SEC N°: 255)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTITICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCARAGALATACCTGAACTCCATCATCAACAAGCGTTAATGAGAATIC

rR3P124 (ID SEC N°: 256)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTICACCGACAACTACACGCGICTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCATGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P125 (ID SEC Ne°: 257)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAACAACAAGCCTTAATGAGAATTC

rR3P125 (1D SEC N 25B)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGLGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCARARGARATACCTGAACTCCATCCCGAACAAGCGTTAATEAGAATTS

rR23P127 (ID SEC N°: 259)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGT I TTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCCAGAACAAGCGTTAATGAGAATTC
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rR3P128 (1D SEC N°: 280)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAGGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P129 (10 SEC Ne: 261) :
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCCTCTGCGTAAACAGATE
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAGCAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P130 (1D SEC N©. 262)
GGATCCATCGAAGGTUGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTRAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCACGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P{31 (ID SEC N*: 253) :
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCETAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCGTGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

fR3IP132 (ID SEC N¢; 254)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTT 1 TCACCGACAACTACACGCGTCTECGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCTGGAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P133 (1D SEC N° 265}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCTACAACAAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P134 (ID SEC N°: 2B6)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTCAACTCCATCAAGAACGCGCGTTAATGAGAATTC

fR3P136 (ID SEC N°: 267)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCG TCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACGACCGTTAATGAGAATTC

R3P137 {ID SEC Ne°: 258)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAARGAACGAACGTTAATGAGARATTC

(R3P13B (1D SEC N°: 269) :
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACTTCCGTTAATGAGAATTC

rR3P133 (1D SEC N% 270)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACGGCCGTTAATGAGAATTC
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rR3P140 (1D SEC N°: 271)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCACCGTTAATGAGAATTC

rR3P 141 (1D SEC N°: 272)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACATCCGTTAATGAGAATTC

fR3P 142 (ID SEC N°: 273)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCETCTGCGTALACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCTGCGTTAATGAGAATTC

rR3P143 (iD SEC N°: 274}

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAARGAACATGCGTTAATGAGAATTC

rR3P144 (1D SEC N°: 275) :

GGATCCATCEGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAACCGTTAATGAGAATTC

tR3P 145 (ID SEC Ne. 276)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGLGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCCGCGTTAATGAGAATIC

rR3P 146 (ID SEC Ne. 277)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCAGCGTTAATGAGAATTC

rR3P147 (ID SEC N°: 278B)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTCACCGACAALTACACGCGTCTGCGTARACAGATG
GCTGCALAGARATACCTGAACTCCATCAAGAACCGCCGTTAATGAGAATIC

rR3P 148 (ID SEC N°: 279)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCRACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAATACCTGAACTCCATCAAGAACAGCCGTTAATGAGAATTC

rR3P 143 (1D SEC N°: 280)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTCTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACACCCGTTAATGAGAATTC

fR3P150 {ID SEC N°: 289)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCARAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACGTGCGTTAATGAGAATTC
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(R3P151 (ID SEC Ne: 282)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCETAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACTGGCGTTAATGAGAATTC

rR3P152 (1D SEC N°: 283)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACTACCGTTAATGAGARTTC

rR3P153 (1D SEC Ne: 284)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACCCTGTTI TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGCGTAATGAGAATTC

rR3P155 (10 SEC N°: 285)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GUTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGACTAATGAGAATTC

rR3P156 (1D SEC Ne: 2BB)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGAGTAATGAGAATTC

R3P157 {ID SEC Ne: 287)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGTTCTAATGAGAATTC

rR3P158 (ID SEC N°: 288)
GGATCCATCGRAGGTCGTCACTCCGACGC TG TITTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGG GCTAATGAGAATTC

rR3P159 (1D SEC N°: 289)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGTCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCACTAATGAGAATIC

rR3P160 (ID SEC N°: 280}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT ICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGATCTAATGAGAATTC

rR3P161 (ID SEC Ne: 281)
ECATCCATCGAAGETCETCACTCCGEACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGAAG TAATGAGAATTC

rR3P162 (ID SEC N°: 292)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTARAACAGATG
GCTGCAAAGALATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCTGTAATGAGAATTC
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rR3P163 (ID SEC N°:233)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTITTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGATGTAATGAGAATTC

rR3P164 (I0 SEC N°:254)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGAACTAATGAGAATTC

fR3P165 (ID SEC N° 285)
. GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAALGAAATACCTGAACTCCATCARGAACAAGCCGTAATGAGAATTC

fR3P166 (ID SEC N°: 285)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGCAGTAATGAGAATTC

rR3P167 {ID SEC N 297)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGAGCTAATGAGAATTC

rR3P168 (ID SEC N°: 298)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGALATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGACCTAATGAGAATTC

R3P169 (ID SEC N°: 283)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGGTGTAATGAGAATTC

rR3P170 {ID SEC N°: 30D)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACLACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGARATACCTGAACTCCATCAAGRACAAGTGGTAATGAGAATTC

rR3P171 {ID SEC N> 301)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACAAGTACTAATGAGAATTC

fR3P174 (ID SEC N°: 302)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCARAGARATACCTGARCTCCATCAAGAACCGTATCTAATEACAATTIC

rR3P175 (ID SEC N°: 303)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGGCAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGTATCTARTGAGARTTC
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R3P178 (ID SEC N°: 304)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGLETGT T TTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCT33aAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P177 (1D SEC N°: 305)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTeocAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P178 (ID SEC Ne: 306)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTcAAGAAATACCTGAACTCCATCAAGAACCGTATCTAATGAGAATIC

1R3P179 (1D SEC N°: 307)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCoegAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P1B0 (ID SEC N°: 308)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTY TTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTogeAAGAAATACCTGAACTCCATCecoAACCGTATCTAATGAGAATTC

'R3P181 (1D SEC N°: 309)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCT53aAAGAAATACCTGAACTCCATCCogAACCG TATCTAATGAGAATTC

R23P182 (10 SEC N°: 310)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTT T ICACCGACAACTACACGCGTCTGECGTAAACAGATE
GCTcgeAAGAAATACCTGAACTCCATCeigAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P1863 (ID SEC Ne: 311}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTcAAGAAATACCTGAACTCCATCecgAACCGTATCTARTGAGAATTC

rR3P 184 (ID SEC N°: 312)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCCTAAMCAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCcagAACCGTATCTAATGAGAATTC

R385 (1D SEC N°: 313)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTggrAAGALATACCTGAACTCCATC@gAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P186 (iD SEC N°; 314)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTRTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCT33aAAGARATACCTGAACTCCATCCagAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P187 (1D SEC N°: 315)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGETGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTgrAAGARATACCTGAACTCCATCCagAACCGTATCTAATGAGAATTC

(R3P 188 (1D SEC N°: 315}
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTITTICACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTecAAGAAATACCTGAACTCCATCeagAACCGTATCTAATGAGAARTIC

R3P183 (ID SEC N°: 317)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTT TCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTGCAAAGAAATACCTGAACTCCATCctAACC G TATCTAATGAGAATIC

rR3P130 (ID SEC N°: 318)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTICACCCACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTggeAAGAAATACCTGAACT CCATCgtAACCGTATCTARTGAGRATTC
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tR3P191 (ID SEC N°:. 318)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTa5aAAGAAATACCTGAACTCCATCcatAACCGTATCTAATGAGAATTC

rR3P182 (1D SEC Ne: 320)
GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTTTCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTegcAAGAAATACCTGAACTCCATCctAACCGTATCTAATGAGAATTC

fR3P183 (ID SEC N°: 321)

GGATCCATCGAAGGTCGTCACTCCGACGCTGTTITCACCGACAACTACACGCGTCTGCGTAAACAGATG
GCTECAAGAAATACCTGAACTCCATCCgRACCGTATCTAATGAGAATTC

Figura 8
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