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DESCRIPCION
Compuestos de GLP-1 unidos a polietilenglicol.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de GLP-1 unidos covalentemente a una o mas moléculas de
polietilenglicol o a un derivado del mismo y a composiciones relacionadas utiles en el tratamiento de afecciones o
trastornos que se benefician de la disminucién de la glucosa en sangre, la disminucién de la ingesta de alimentos, la
disminucion del vaciado gastrico o intestinal o la disminucion de la motilidad géstrica o intestinal.

Antecedentes de la invencién

El péptido-1 similar al glucagén (GLP-1) induce numerosos efectos bioldgicos tales como estimulaciéon de la
secrecion de insulina, inhibicion de la secrecion de glucagon, inhibicion del vaciado gastrico, inhibicién de la
motilidad gastrica o la motilidad intestinal, potenciacién de la utilizacion de glucosa e induccién de la pérdida de
peso. Ademas, el GLP-1 puede actuar para prevenir el deterioro de las células B pancreaticas que se produce a
medida que progresa la diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM). Una caracteristica significativa de
GLP1 es su capacidad de estimular la secrecién de insulina sin el riesgo asociado de hipoglucemia que se observa
cuando se usa terapia con insulina o algunos tipos de terapias orales que actian aumentando la expresion de
insulina.

La utilidad de la terapia que implica péptidos de GLP-1 esta limitada por el hecho de que el GLP1( 1-37) es poco
activo y los dos péptidos truncados naturales, GLP-1 (7-37)OH y GLP-1(736) NH., se aclaran rapidamente in vivo y
tienen semividas extremadamente cortas in vivo. Se sabe que la dipeptidil-peptidasa IV (DPP-IV) producida de
forma enddgena inactiva los péptidos GLP-1 circulantes eliminando los residuos de histidina y de alanina en el
extremo N y es una causa principal de la corta semivida in vivo.

Se han llevado a cabo varios enfoques para ampliar la semivida de eliminacion de un péptido GLP-1 o reducir el
aclaramiento del péptido del cuerpo al tiempo que se mantiene una actividad biolégica. La patente de EE.UU. n°
5,705,483 ensefia andlogos del péptido de GLP-1 resistentes a la degradacién por la DPP-IV mediante la
incorporacion de modificaciones en el extremo N del péptido. Un enfoque alternativo para extender la semivida de
los péptidos de GLP-2 es la derivacion, en la que los grupos acilo grandes que previenen el acceso de la DPP-IV al
extremo N del péptido estan unidos a varios aminoacidos de GLP-1 (véase la solicitud de patente internacional n°®
PCT/DK97/00340, presentada el 22 de agosto de 1997 titulada “Derivados de GLP-1 Publicada como documento
WQ098/08871, que reivindica beneficio de las solicitudes DK provisionales n° 0931/96 presentada el 30 de agosto de
1996, 1259/96 presentada el 8 de noviembre de 1996 y 1470/96 presentada el 20 de diciembre de 1996).

Analogos concretos de GLP-1 se describen en la solicitud de patente de EE.UU. N° de serie 60/346474 presentada
el 8 de enero de 2002, y 60/405,097 presentada el 21 de agosto de 2002, ahora solicitud internacional n°
PCT/US03/00001, presentada el 3 de enero de 2003, publicada como documento WO03/058203, todas tituladas
"Analogos extendidos del péptido 1 similar al glucagon". Estas solicitudes describen analogos de GLP-1 (7-37)OH en
los que varios aminoacidos, cuando se afiaden al extremo C, dan analogos del péptido GLP-1 con una semivida
extendida y menor aclaramiento que los de la molécula nativa. Ademas, en la solicitud de patente de EE.UU. n° de
serie 60/314,573 presentada el 23 de agosto de 2001, ahora solicitud internacional n® PCT/US02/21325, presentada
el 14 de agosto de 2002, publicada como documento WO03/018516, titulada "Analogos del péptido 1 similar al
glucagon" describe analogos del péptido GLP-1 con potencia aumentada. La exendina-4 puede actuar en el receptor
del GLP-1 in Vitro sobre ciertos tipos de células, incluidas las células secretoras de insulina. [Goke, y col., J. Biol.
Chem., (1993) 268:19650-19655]. Moléculas de exendina PEGilada y agonistas de exendina concretas se describen
en la solicitud internacional numero PCT/US00/11814, publicada como WO00/66629.

Si bien varios enfoques han dado como resultado compuestos de GLP-1 con una semivida mas larga o mayor
potencia que la del GLP-1 nativo, se necesitan enfoques adicionales que puedan usarse solos 0 en combinacién con
enfoques conocidos para disminuir mas el aclaramiento del compuesto de GLP-1 y aumentar la semivida del
compuesto de GLP-1, optimizando asi su capacidad para ser util como agente terapéutico que se puede administrar
un numero minimo de veces durante un periodo de tiempo prolongado. La unién covalente de una o mas moléculas
de polietilenglicol a un péptido pequefio bioldgicamente activo tal como GLP-1 o la exendina-4 plantea el riesgo de
introducir caracteristicas adversas tales como inestabilidad en la molécula y reduccién de la bioactividad tan alta
como para hacer que la molécula sea inadecuada para usar como agente terapéutico. No obstante, la presente
invencion se basa en el hallazgo de que la unién covalente de una o mas moléculas de PEG a residuos concretos de
un compuesto de GLP-1 tiene como resultado un compuesto de GLP-1 PEGilado biolégicamente activo con una
semivida extendida y menor aclaramiento en comparacion con los del GLP-1 nativo o Vals-GLP-1 (0 exendina-4
nativa para los péptidos de exendina-4 modificados de la invencién).

Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la invenciéon tienen mayor utilidad como agente terapéutico, asi como
mayor comodidad de uso que el GLP-1 nativo porque conservan toda o una porcién de la actividad biolégica del
GLP-1 nativo, aunque tienen una mayor semivida y/o menor aclaramiento en comparacion con los del compuesto de
GLP-1 nativo o los del Valg-GLP-1 (7-37)OH. ElI GLP-1 (7-37) tiene una semivida en suero de solo 3 a 5 minutos. El
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GLP-1 (7-36) amida tiene un tiempo de accion de aproximadamente 50 minutos cuando se administra por via
subcutanea. Incluso los analogos y derivados del GLP-1 que son resistentes a la escision con proteasa enddgena
no tienen semividas lo bastante largas para evitar repetidas administraciones durante un periodo de 24 horas. Los
compuestos de GLP-1 PEGilados de la invencion pueden tener una semivida superior a 24 horas, lo que permite
menos administraciones del compuesto de GLP-1 PEGilado al tiempo que mantienen un nivel alto en sangre del
compuesto durante un periodo de tiempo prolongado. Dichos compuestos de GLP-1 PEGilados se pueden usar
terapéuticamente para tratar a sujetos con trastornos, incluidos, entre otros, diabetes, obesidad, anomalias gastricas
y/o de la motilidad intestinal y anomalias del vaciado gastrico y/o intestinal, siendo una ventaja concreta que los
compuestos de GLP-1 PEGilados de la invenciéon requieren menos dosis durante un periodo de 24 horas, lo que
aumenta la comodidad en un sujeto que necesite dicha terapia y la probabilidad de que el sujeto cumpla los
requisitos de dosificacion.

Sumario de la invencién

La invencion descrita en el presente documento proporciona compuestos de GLP-1 unidos covalentemente a una o
mas moléculas de polietilenglicol (PEG) o un derivado del mismo en el que cada PEG esta unido a un aminoacido de
Cys, lo que tiene como resultado compuestos de GLP-1 PEGilados con una semivida de eliminacion de como
minimo una hora, preferentemente de como minimo 3, 5, 7, 10, 15, 20 horas y, mas preferentemente, de como
minimo 24 horas. Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencién tienen, preferentemente, un valor
de aclaramiento de 200 mi/h/kg o menos, o, mas preferentemente, 180, 150, 120, 100, 80, 60 mi/h/kg o0 menos, v,
mas preferentemente, menos de 50, 40 o 20 ml/h/kg.

De acuerdo con la presente invencidon se proporciona un compuesto de GLP-1 PEGilado que comprende la
secuencia de aminoacidos de Férmula IV (SEC ID N° 6)

Xaaz-Xaag-Glu-Gly-Xaa,;-Xaa;;-Thr-Ser- Asp-Xaa -Ser-Xaa; g-Xaa) - Xaao-Glu-
Xaapy-Xaa)3-Xaars-Xaays-Xaars-Xaayr-Phe-Ile-Xaas,-Trp-Leu-Xaa;3-Xaass-Xaazs-
Xaass-Xaas7-Xaasg-Xaasze-Xaa-Xaas - Xaass-Xaass-Xaass-Xaass-Xaase-Xaas7
Formula IV (SEQ ID NO: 6)
en la que:

Xaar es: L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina, homobhistidina, a-
fluorometil-histidina o a-metil-histidina;

Xaas es: Val;

Xaaises: Thr;

Xaa12 es: Phe, Trp o Tyr;

Xaaiees: Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys;
Xaaig es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val;
Xaaig es: Tyr, Trp o Phe;

Xaayo es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

Xaap; es: Gly, Glu, Asp o Lys;

Xaays es: GIn;

Xaay es: Ala;

Xaays es: Ala, Val, lle o Leu;

Xaags es: Lys;

Xaayz es: Glu, lle o Ala;

Xaasg es: Ala o Glu;

Xaass es: Val o lle;

Xaass es: Lys, Asp, Arg o Glu;

Xaass es: Gly;
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Xaasg es: Gly, Pro o Arg;
Xaasy es: Gly, Pro o Ser;
Xaasg es: Ser, Pro, His o Cys;
Xaasg es: Ser, Arg, Thr, Trp o Lys;
Xaayo es: Ser o Gly;
Xaass es: Ala, Asp, Arg, Glu, Lys o Gly;
Xaayz es: Pro, Ala, NH2 o esta ausente;
Xaaus es: Pro, Ala, NH2 o esta ausente;
Xaaus es: Pro, Ala, Arg, Lys, His, NH2 o est4 ausente;
Xaaus es: Ser, His, Pro, Lys, Arg, Cys, NH; o esta ausente;
Xaase es: His, Ser, Arg, Lys, Cys, NHz o esta ausente; y
Xaasy es: His, Ser, Arg, Lys, NHz o esta ausente;
y en la que:

2 o 1 residuos de Cys estan unidos covalentemente a una molécula de PEG; y siempre que si , Xaass, Xaasa,
Xaass 0 Xaass esta ausente, cada aminoacido cadena abajo esta ausente; y a condicion de que haya 2 o 1 Cys
en la molécula.

Preferentemente, el compuesto de GLP-1 PEGilado de acuerdo con la presente invencion no difiere de GLP-1 (7-
37)OH en mas de 3 aminoacidos dentro de los aminoacidos 7-37.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un compuesto de GLP-1 PEGilado de acuerdo
con la presente invencién para usar como medicamento.

Preferentemente, el compuesto de GLP-1 PEGilado es para usar en el tratamiento de la diabetes no dependiente de
insulina, la obesidad, ictus, infarto de miocardio, sindrome del intestino irritable o dispepsia funcional y, mas
preferentemente, para usar en el tratamiento de la diabetes no dependiente de insulina u obesidad.

Preferentemente, los polimeros de polietilenglicol (“PEG”) usados en la invencién tienen pesos moleculares entre
500 y 100.000 daltons, mas preferentemente entre 20.000 y 60.000 daltons, mas preferentemente entre 20.000 y
40.000 daltons, pueden ser moléculas lineales o ramificadas, y pueden ser derivados de polietilenglicol como se ha
descrito en la técnica

La presente invencion divulga un procedimiento de estimulacion del receptor de GLP-1 en un sujeto que necesite
dicha estimulacion, en el que dicho procedimiento comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz
de un compuesto de GLP-1 PEGilado descrito en el presente documento. Los sujetos que necesitan dicha
estimulacion del receptor de GLP-1 incluyen aquéllos con diabetes no dependiente de insulina, hiperglucemia
inducida por estrés, obesidad, trastornos de la motilidad géastrica y/o intestinal o del vaciado, incluidos, por ejemplo,
sindrome del intestino irritable y dispepsia funcional.

Descripcion detallada de la invencion

El péptido 1 de tipo glucagéon (GLP-1) es un péptido de 37 aminoacidos secretado por las células L del intestino en
respuesta a la ingestion de alimento. En la técnica se han descrito numerosos analogos y derivados de GLP-1. La
presente invencion describe modificaciones de los compuestos de GLP-1 que dan como resultado una semivida de
eliminacion extendida y/o menor aclaramiento. La incorporacion de 1 o 2 restos de cisteina en sitios particulares de
aminoacidos del péptido proporciona un grupo tiol al que se puede unir covalentemente un polietilenglicol (PEG) o
un derivado de PEG, lo que tiene como resultado un compuesto de GLP-1 PEGilado con una semivida de
eliminacion extendida y/o menor aclaramiento. El GLP-1 (7-37)OH tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°
1:
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7 8 9 i0 11 12 13 14 15 16 17
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Gly-Phe-

29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly (SEQ ID NO:1)

Con el término “polipéptido” o “péptido” como se usa en el presente documento se pretende indicar cualquier forma
estructural (p. ej., forma primaria, secundaria o terciaria) de una secuencia de aminoacidos que comprende mas de 5
restos de aminoacidos, que puede o no estar modificados adicionalmente (p. ej., acetilados, carboxilados,
fosforilados, lipidados o acilados). El término “nativo” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a una que se encuentra en la naturaleza. Con el término “nativo” se pretende abarcar
las variantes alélicas del polipéptido en cuestion.

El término “aminoéacido” se usa en la presente memoria descriptiva en su sentido mas amplio e incluye aminoacidos
naturales asi como aminoacidos no naturales, incluidos variantes y derivados de aminoacidos. Un experto en la
técnica reconocera, en vista de esta amplia definicion, que la referencia a un aminoacido en la presente memoria
descriptiva incluye, por ejemplo, aminoacidos L proteogénicos naturales; aminoacidos D; aminoacidos quimicamente
modificados tales como variantes y derivados de aminoacidos; aminoacidos no proteogénicos naturales tales como
norleucina, B-alanina, ornitina etc.; y compuestos sintetizados quimicamente que tienen propiedades conocidas en la
técnica como caracteristicos de los aminoacidos. Ejemplos de aminoacidos no naturales incluyen o-metil
aminoacidos (p. €j., (a-metil alanina), D-aminoacidos, aminoacidos similares a la histidina (p. ej., 2-amino-histidina,
B-hidroxi-histidina, homobhistidina, a-fluorometil-histidina y o-metil-histidina), aminoacidos que tienen un metileno
adicional en la cadena lateral (aminoacidos “homo") y aminoacidos en los que un grupo funcional de &acido
carboxilico en la cadena lateral se sustituye con un grupo de acido sulfénico (p. ej. acido cisteico). Preferentemente,
no obstante, los compuestos de GLP-1 de la presente invencién sélo comprenden aminoacidos naturales, excepto si
en la presente memoria descriptiva se proporcione especificamente lo contrario.

La expresion “compuesto de GLP-1", como se usa en el presente documento, incluye GLP-1 nativo, [GLP-1 (7-
37)OH o GLP-1 (7-36)NH:], analogos de GLP-1, derivados de GLP-1, fragmentos biolégicamente activos de GLP-1,
GLP-1 extendido o un analogo o fragmento de un péptido de GLP-1 extendido (véase, por ejemplo, el documento
WO03/058203), analogos de exendina-4 y derivados de exendina-4, que comprenden uno o dos restos Cys en
posiciones concretas del péptido, como se ha descrito en el presente documento.

Como se realiza habitualmente en la técnica, al extremo amino del GLP-1 (7-37)OH nativo se le ha asignado un
numero de residuo 7 y al extremo carboxi, el nimero 37. Los otros aminoacidos en el polipéptido estan numerados
de forma consecutiva, como se muestra en la SEC ID N° 1. Por ejemplo, la posicién 12 es fenilalanina y la posicion
22 es glicina en la molécula nativa.

Un “fragmento de GLP-1" o "fragmento de un compuesto de GLP-1", como se usa en el presente documento, es un
polipéptido biolégicamente activo obtenido tras el truncamiento de uno o mas aminoacidos del extremo N y/o el
extremo C de un compuesto de GLP-1. La nomenclatura usada para describir GLP-1 (7-37)OH se aplica a los
fragmentos de GLP-1. Por ejemplo, GLP-1 (9-36)OH indica un fragmento de GLP-1 obtenido truncando dos
aminoacidos del extremo N y un aminoacido del extremo C. Los aminoacidos en el fragmento se indican con el
mismo numero que el correspondiente aminoacido en GLP-1 (7-37)OH. Por ejemplo, el acido glutamico N-terminal
de GLP-1 (9-36)OH esta en la posicion 9; la posicion 12 esta ocupada por fenilalanina; y la posicidon 22 esta ocupada
por glicina, como en GLP-1 (7-37)OH.

Los compuestos de GLP-1 incluyen anéalogos de GLP-1 y analogos de exendina-4. Para que quede claro, “analogos
de exendina-4”, como se incluye en los “compuestos de GLP-1" siempre tienen uno o dos restos de Cys.
Preferentemente, un analogo de GLP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-37)OH o un péptido de GLP-
1 extendido como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. n° 60/346474 presentada el 1 de agosto de 2002,
0 60/405,097 presentada el 21 de agosto de 2002 publicada como documento WO03/058203, ambas tituladas
"Analogos extendidos del péptido 1 similar a glucagén” o un fragmento del mismo, modificado de forma que 1, 2, 3,
4, 5 o 6 aminoacidos difieren del aminoacido en la correspondiente posicion de GLP-1 (7-37)OH o un fragmento de
GLP-1 (7-37)OH o modificado de forma que 0, 1, 2, 3, 4, 5 o 6 aminodacidos difieren del aminoacido en la
correspondiente posicién de un péptido de GLP-1 extendido.

El término “PEGilado”, cuando se refiere a un compuesto de GLP-1 de la presente invencion, se refiere a un
compuesto de GLP-1 que estd quimicamente modificado mediante unidn covalente de una o mas moléculas de
polietilenglicol o un derivado del mismo. Ademas, se pretende que el término “PEG” se refiera a polietilenglicol o a
un derivado del mismo como los conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, las patentes U.S. n° 5.445.090;
5.900.461; 5.932.462; 6.436.386; 6.448.369; 6.437.025; 6.448.369; 6.495.659; 6.515.100 y 6.514.491). En los
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compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion, el PEG (o un derivado del mismo) esta covalentemente
unido a uno o mas restos de cisteina del compuesto de GLP-1. Opcionalmente, las moléculas de PEG pueden estar
unidas al compuesto de GLP-1 a través de una molécula ligadora o espaciadora (véanse las moléculas
espaciadoras de ejemplo descritas en la patente de EE.UU. 6,268,343).

En la nomenclatura usada en el presente documento para designar compuestos de GLP-1, el aminoacido
sustituyente y su posicién se indican seguidas del nombre del péptido parental. Por ejemplo, Gluz>-GLP-1 (7-37)OH
designa un compuesto de GLP-1 en el que la glicina normalmente encontrada en la posicién 22 de GLP-1 (7-37)OH
se ha sustituido con acido glutamico; ValgGluz-GLP-1 (7-37)OH (o VgE2-GLP-1 (7-37)OH) designa un compuesto
de GLP-1 en el que la alanina normalmente encontrada en la posicion 8 y la glicina normalmente encontrada e la
posicion 22 de GLP-1 (7-37)OH se han sustituido con valina y acido glutamico, respectivamente. Valg-exendina 4
designa un compuesto de GLP-1 en el que la serina normalmente encontrada en la posicion 8 de la exendina 4 se
ha sustituido con una valina. Preferentemente, los compuestos de GLP-1 de la invencién tienen actividad
insulinotropica.

“Actividad insulinotrépica” se refiere a la capacidad para estimular la secrecion de insulina en respuesta a niveles de
glucosa elevados, lo que causa la captacion de glucosa por las células y la disminucion de los niveles de glucosa en
plasma. La actividad insulinotrépica se puede evaluar mediante procedimientos conocidos en la técnica, incluidos el
uso de ensayos in vivo e in vitro que miden la actividad de unién del receptor de GLP-1 o la activacién del receptor,
por ejemplo, ensayos en los que se usan células de los islotes pancreaticos o células de insulinomas, como se
describe en la patente EP 619.322, expedida a Gelfand y col, y la patente de EE.UU. n° 5.120.712,
respectivamente. Rutinariamente la actividad insulinotrépica en seres humanos se mide midiendo los niveles de
insulina o los niveles de péptido C.

Para los fines de la presente invencién se usa un ensayo de sefializacion de receptor de GLP-1 in vitro para
determinar si un compuesto GLP-1 PEGilado de la presente invencion presentara actividad insulinotropica in vivo. La
actividad insulinotropica es una actividad que se puede usar para demostrar que el compuesto de GLP-1 PEGilado
es biolégicamente activo.

“Potencia in vitro”, tal como se usa en el presente documento, es la medida de la capacidad de un péptido para
activar el receptor de GLP-1 en un ensayo basado en células. La potencia in vitro se expresa como la “CEsgy”, que es
la concentracion eficaz de compuesto que tiene como resultado el 50% de la actividad en un experimento de
respuesta a una Unica dosis. Para los fines de la presente invencion, la potencia in vitro se determina usando un
ensayo de fluorescencia que emplea células HEK-293 que expresan de forma estable el receptor de GLP-1 humano.
Estas células HEK-293 tienen un vector de ADN integrado de forma estable que tiene un elemento de respuesta de
AMPc (CRE) que guia la expresion del gen de la B-lactamasa (BLAM). La interaccion de un compuesto de GLP-1 (o
un agonista) con el receptor inicia una sefial que da como resultado la activacion del elemento de respuesta de
AMPc y la posterior expresion de la B-lactamasa. El sustrato CCF2/AM de B-lactamasa que emite fluorescencia
cuando es escindido por la B-lactamasa (PanVera LLC) se puede afiadir después a las células que se han expuesto
a una cantidad especifica de agonista de GLP-1 para proporcionar una medida de la potencia del agonista del GLP-
1. El ensayo se describe adicionalmente en Zlokarnik y col. (1998) Science 279:84-88. Los valores de CEso para los
compuestos indicados en el Ejemplo 4 se determinaron usando el ensayo BLAM descrito en lo que antecede. Los
valores relativos de la potencia in vitro se pueden establecer empleando Valg-GLP-1(7-37)OH o GLP-1 nativo como
control y asignando al control un valor de referencia de 100%.

El término “semivida en plasma” se refiere al tiempo en el cual la mitad de las moléculas relevantes circulan en
plasma antes de su aclaracién. Un término que se usa como alternativa es “semivida de eliminacién”. Los términos
“extendida” o “mas prolongada” usados en el contexto de semivida en plasma o semivida de eliminacién indican que
existe un incremento estadisticamente significativo de la semivida de un compuesto de GLP-1 PEGilado respecto a
la de la molécula de referencia (p. €j., la forma no PEGilada del péptido o del péptido nativo), como se determina en
condiciones comparables. Preferentemente, un compuesto de GLP-1 PEGilado de la presente invencidn tiene una
semivida de eliminacion de como minimo una hora, mas preferentemente de como minimo 3, 5, 7, 10, 15, 20 horas
y, mas preferentemente de como minimo 24 horas. La semivida comunicada en el presente documento en el
Ejemplo 5 es la semivida de eliminacion; es lo que corresponde a la velocidad de eliminacion terminal en regresion
log-lineal. Los expertos en la técnica apreciaran que la semivida es un parametro derivado que cambia como funcion
del aclaramiento y del volumen de distribucion.

El aclaramiento es la medida de la capacidad del cuerpo para eliminar un farmaco. A medida que el aclaramiento
disminuye debido a, por ejemplo, modificaciones en un farmaco, cabria esperar que la semivida aumentara. No
obstante, esta relacion reciproca sélo es exacta cuando no hay cambios en el volumen de distribuciéon. Una relacion
aproximada util entre la semivida terminal log-lineal (1), el aclaramiento (C) y el volumen de distribucion (V) viene
dada por la ecuacion: t12~ 0,693 (V/C). El aclaramiento no indica cuanto farmaco se esta eliminando sino el volumen
de fluido biolégico, como sangre o plasma, que tendria que estar completamente libre de farmaco para representar
la eliminacion. El aclaramiento se expresa en forma de volumen por unidad de tiempo. Los compuestos de GLP-1
PEGilados de la presente invencion tienen, preferentemente, un valor de aclaramiento de 200 ml/h/kg o menos, o,
mas preferentemente, 180, 150, 120, 100, 80, 60 mil/h/kg o menos, y, méas preferentemente, 50, 40 o 20 ml/h/kg o
menos (véase el Ejemplo 5).
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Una vez que se ha preparado y purificado un péptido para su uso en la invencion, se modifica uniendo
covalentemente al menos una molécula de PEG a los restos de Cys. Es dificil dotar a moléculas peptidicas o
proteicas delicadas de nuevas propiedades adecuadas uniendo polimeros son producir pérdida de su funcionalidad.
En la técnica se han descrito una amplia variedad de procedimientos para conjugar covalentemente PEG y no se
pretende que el procedimiento especifico usado para la presente invencién sea limitante (para un articulo de
revision, véase Roberts, M, y col. Advanced Drug Delivery Reviews, 54:459-476, 2002). La PEGilacion de proteinas
puede superar muchos de los problemas farmacolégicos y toxicolégicos/inmunolégicos asociados con el uso de
péptidos y proteinas como agentes terapéuticos. No obstante, para cualquier péptido individual no esta caro si la
forma PEGilada del péptido tendra una pérdida significativa de la bioactividad en comparaciéon con la forma no
PEGilada del péptido.

La bioactividad de las proteinas PEGiladas puede efectuarse mediante factores tales como: i) el tamafio de la
molécula de PEG; ii) los sitios de union concretos; iii) el grado de modificacion; iv) las condiciones de acoplamiento
adversas; V) si se usa un ligador para la unién o si el polimero se une directamente; vi) generacion de coproductos
dafinos; vii) dafos producidos por el polimero activado; o viii) retencién de la carga. Segun la reaccion de
acoplamiento usada, en concreto, la modificacidon polimérica de las citocinas ha tenido como resultado reducciones
espectaculares de la bioactividad. [Francis, G.E., y col., (1998) PEGylation of cytokines and other therapeutic
proteins and peptides: the importance of biological optimization of coupling techniques, Intl. J. Hem. 68:1-18].

Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion tienen una actividad bioldgica in vitro que es al
menos un 0,5 % de la del GLP-1 nativo o, mas preferentemente, de la de Valg-GLP-1 (7-37)OH. Mas
preferentemente, el compuesto de GLP-1 PEGilado de la presente invencion tiene una actividad biolégica in vitro
que es al menos un 1% o un 3 % de la del GLP-1 nativo o, mas preferentemente, de la de Valg-GLP-1 (7-37)OH.
Dicha actividad bioldgica se puede determinar mediante el ensayo de potencia in vitro como se describe en el
presente documento (Ejemplo 4) o mediante otros ensayos de GLP-1 conocidos en la técnica. Aunque algunos
compuestos de GLP-1 PEGilado de la invencidon pueden tener actividad biolégica menor que la del GLP-1 nativo o
de Valg-GLP-1 (7-37)OH medido en un ensayo concreto; esta disminucion de la actividad se compensa por la
semivida extendida del compuesto y/o menor valor de aclaramiento, e incluso puede ser una caracteristica favorable
para un compuesto de GLP-1 con una semivida de eliminacion extendida.

También se contempla que las posiciones del péptido de GLP-1 que se ha encontrado que alojan un resto de
cisteina sin eliminar actividad bioldgica pueden sustituirse con una cisteina en la posicion analoga de la exendina-4 y
tiene como resultado un analogo de la exendina 4 todavia capaz de unirse al receptor de GLP-1. No hay mas de 2 o
1 aminoacido Cys por analogo de exendina 4 de la invencion.

En su forma tipica, el PEG es un polimero lineal con grupos hidroxilo terminales y tiene la féormula HOCH,CHa-
(CH2CH20)n-CH>CH2-OH, en la que n es de aproximadamente 8 a aproximadamente 4000. El hidrégeno terminal
puede estar sustituido con un grupo protector tal como un grupo alquilo o alcanol. Preferentemente, el PEG tiene
como minimo un grupo hidroxi, mas preferentemente es un grupo hidroxi terminal. Es este grupo hidroxi el que
preferentemente se activa para que reaccione con el péptido. Hay muchas formas de PEG Utiles para la presente
invencion. En la técnica existen numerosos derivados de PEG que son adecuados para uso en la invencion.
(Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5,445,090; 5,900,461; 5,932,462; 6,436,386; 6,448,369; 6,437,025;
6,448,369; 6,495,659; 6,515,100 y 6,514,491 y Zalipsky, S. Bioconjugate Chem. 6:150-165, 1995). La molécula de
PEG unida covalentemente a los compuestos de GLP-1 de la presente invencion no esta limitada a ser de un tipo
concreto. Preferentemente, el peso molecular del PEG es de 500-100.000 daltons y mas preferentemente de
20.000-60.000 daltons y, muy preferentemente, de 20.000-40.000 daltons. El PEG puede ser lineal o ramificado y los
compuestos de GLP-1 PEGilados de la invencion pueden tener 1 0 2 moléculas de PEG unidas al péptido. Lo mas
preferentemente es que haya una molécula de PEG por molécula de compuesto de GLP-1 PEGilado. También se
contempla que ambos extremos de la molécula de PEG pueden estar funcionalizados para reticular dos o mas
compuestos de GLP-1 juntos.

La presente invencion proporciona compuestos de GLP-1 con una o mas moléculas de PEG unidas covalentemente
a los mismos. Un procedimiento para preparar los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion implica
el uso de PEG-maleimida para unir directamente PEG a un grupo tiol del péptido. La introduccién de una
funcionalidad tiol se puede lograr afadiendo o insertando un resto Cys sobre o en el péptido en las posiciones
descritas en lo que antecede. También se puede introducir una funcionalidad tiol en la cadena lateral del péptido (por
ejemplo, acilacién del grupo g-amino de lisina de un acido que contiene tiol). Un procedimiento de PEGilacion de la
presente invencion utiliza la adicion de Michael para formar un ligador tioéter estable. La reaccion es altamente
especifica y tiene lugar en condiciones suaves en presencia de otros grupos funcionales. Se ha usado PEG
maleimida como polimero reactivo para preparar conjugados de PEG-proteina bioactivos bien definidos. Es
preferible que el procedimiento use un exceso molar de un compuesto de GLP-1 que contiene tiol en relacién con
PEG maleimida para guiar la reaccién hasta que se complete. Preferentemente, las reacciones se realizan a un pH
entre 4,0 y 9,0, a temperatura ambiente durante de 15 a 40 horas. El exceso de péptido que contiene tiol no
PEGilado se separa facilmente del producto PEGilado mediante procedimientos de separacion convencionales. Las
condiciones de ejemplo requeridas para la PEGilacion de compuestos de GLP-1 se presentan en el Ejemplo 1. La
PEGilacion de cisteina se puede realizar usando PEG maleimida o PEG maleimida bifurcado.
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Los compuestos de GLP-1 tienen diversas actividades bioldgicas. Por ejemplo, se ha descubierto que el GLP-1
estimula la liberacion de insulina, de modo que produce que las células capten glucosa y se reduzcan los niveles de
glucosa en suero [véase, por ejemplo, Mojsov, S., (1992) Int. J. Peptide Protein Research, 40:333]. El GLP-1 es
particularmente prometedor como tratamiento de la diabetes mellitus no insulina dependiente (DMNID), ya que
supone riesgo de hipoglucemia como los actuales tratamientos para la DMNID. EI GLP-1 también se contempla
como tratamiento de la obesidad, el sindrome del intestino irritable y la dispepsia funcional.

Se contempla que un uso de un compuesto de GLP-1 PEGilado de la presente invencion incluye el uso en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la diabetes no dependiente de insulina, obesidad, ictus, infarto
de miocardio, sindrome del intestino irritable o dispepsia funcional. La PEGilacién de un compuesto de GLP-1 se
puede combinar con otras modificaciones conocidas en la técnica para incrementar la semivida del GLP-1 (véase,
por ejemplo, el documento WO03/058203) y, de este modo, incrementar la semivida del compuesto todavia mas que
la PEGilacion sola o el otro procedimiento solo.

Como se usa en el presente documento, “compuesto de GLP-1" también incluye sales farmacéuticamente
aceptables de los compuestos que se describen en el presente documento. Un compuesto de GLP-1 de esta
invencion puede poseer grupos funcionales suficientemente acidos, suficientemente basicos o ambos, y, de acuerdo
con esto reaccionar con cualquiera de un nimero de bases inorganicas, y acidos inorganicos y organicos, para
formar una sal. Los acidos de uso habitual para formar sales de adicién de acido son acidos inorganicos, tales como
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfurico, acido fosférico y similares, y acidos organicos,
tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenil-sulfénico, acido
carbonico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acético y similares. Ejemplos de sales acidas
adecuadas incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato,
metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formato,
isobutirato, caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
butina-1,4-dioato, hexin-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato,
metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, gamma-
hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato,
mandelato y similares.

Sales de adicion de bases incluyen las derivadas de bases inorganicas, tales como amoniaco o hidréxidos de
metales alcalinos o alcalino térreos, carbonatos, bicarbonatos y similares. Por tanto, dichas bases utiles en la
preparacion de las sales de la presente invencion incluyen hidroxido sédico, hidroxido potasico, hidréxido aménico,
carbonato potasico y similares.

Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencién son particularmente adecuados para administracion
parenteral, también se pueden liberar por via oral, mediante administracién nasal o mediante inhalacion. La
administracion parenteral puede incluir, por ejemplo, administracion sistémica tal como inyeccion intramuscular,
intravenosa, subcutanea o intraperitoneal. Los compuestos de GLP-1 PEGilados se pueden administrarse al sujeto
junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutico aceptable como parte de una composicion farmacéutica
para tratar las enfermedades que se han comentado en lo que antecede. La composicion farmacéutica puede ser
una solucion o, si se administra por via parenteral, una suspension del compuesto de GLP-1 o una suspension del
compuesto de GLP-1 en complejo con un cation de metal divalente tal como cinc. Vehiculos farmacéuticos
adecuados pueden contener ingredientes inertes que no interaccionan con el péptido o derivado peptidico. Pueden
emplearse técnicas de formulacién farmacéutica estandar tales como las que se describen en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Entre los vehiculos farmacéuticos adecuados
para administracion parenteral se incluyen, por ejemplo, agua estéril, solucién fisioldgica salina, solucién salina
bacteriostatica (soluciéon salina que contiene 0,9% mg/ml de alcohol bencilico), solucidon salina tamponada con
fosfato, solucién de Hank, Ringer lactato y similares. Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa,
dextrosa, sacarosa, trehalosa, sorbitol y manitol.

Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la invencion pueden formularse para administracion de modo que los
niveles en plasma sanguineo se mantienen dentro del intervalo eficaz durante prolongados periodos de tiempo. La
principal barrera para una liberacién oral eficaz del péptido es la mala biodisponibilidad debido a la degradacion de
los péptidos por los acidos y las enzimas, la mala absorcion a través de las membranas epiteliales y la transicion de
los péptidos a una forma insoluble tras la exposicion al ambiente de pH acido en el tracto digestivo. Los sistemas de
liberacion oral para los péptidos tales como los abarcados por la presente invencion se conocen en la técnica. Por
ejemplo, los compuestos de GLP-1 PEGilados se pueden encapsular usando microesferas y, después, se pueden
liberar oralmente. Por ejemplo, los compuestos de GLP-1 PEGilados se pueden encapsular en microesferas
compuestas por un polimero biodegradable, biocompatible disponible comercialmente, poli(lactida-co-glicélido)-
COOH vy aceite de oliva como carga. Véase Joseph y col. (2000) Diabetologia 43:1319-1328. Otros tipos de
tecnologia de microesfera también estan disponibles comercialmente tales como Medisorb® y Prolease® polimeros
biodegradables de Alkermes. Los polimeros Medisorb® se pueden producir con cualquiera de los isémeros de
lactida. Las proporciones lactida:glicélico se pueden variar entre 0:100 y 100:0, lo que permite un amplio abanico de
propiedades de polimero. Esto permite el disefio de sistemas de liberacion y dispositivos implantables con tiempos
de resorcion variables entre semanas y meses. Emisphere también ha publicado numerosos articulos que tratan la
tecnologia de liberacién oral para péptidos y proteinas. Por ejemplo, véase el documento WO 9528838 de Leone-
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bay y col, que divulga vehiculos especificos compuestos por aminoacidos modificados para facilitar la absorcion.

Los compuestos de GLP-1 PEGilados descritos en el presente documento se pueden usar para tratar a sujetos con
una amplia variedad de enfermedades y afecciones. Los compuestos de GLP-1 PEGilados abarcados por la
presente invencion ejercen sus efectos bioldgicos actuando en un receptor denominado “receptor de GLP-1” (véase
Dillon y col. (1993) Cloning and Functional Expression of the Human Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1 ) Receptor,
Endocrinology, 133:1907-1910). Los sujetos con enfermedades y/o afecciones que responden favorablemente a la
estimulacion del receptor de GLP-1 o a la administracién de los compuestos de GLP-1 pueden, por tanto, ser
tratados con los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion. Se dice que estos sujetos “necesitan
tratamiento con compuestos de GLP-1” o “necesitan estimulacién del receptor de GLP-1".

Se incluyen los sujetos con diabetes no dependiente de insulina, diabetes dependiente de insulina, ictus (véase el
documento WO 00/16797de Efendic), infarto de miocardio (véase el documento WO 98/08531 de Efendic), obesidad
(véase el documento WO 98/19698 de Efendic), cambios catabdlicos tras cirugia (véase la patente de EE.UU. n°
6,006,753 de Efendic), dispepsia funcional y sindrome del intestino irritable (véase el documento WO 99/64060 de
Efendic). También se incluyen sujetos que requieren tratamiento profilactico con un compuesto de GLP-1, por
ejemplo sujetos en riesgo de desarrollar diabetes no dependiente de insulina (véase el documento WO 00/07617).
Sujetos adicionales incluyen aquéllos con alteracion de la tolerancia a la glucosa o alteracién de la glucemia en
ayunas, sujetos cuyo peso corporal es de aproximadamente el 25 % por encima del peso corporal normal para la
altura del sujeto y su constitucién corporal, sujetos con una pancreatectomia parcial, sujetos que tienen uno o mas
padres con diabetes no dependiente de insulina, sujetos que han sufrido diabetes gestacional y sujetos que han
sufrido pancreatitis aguda o crénica tienen riesgo de desarrollar diabetes no dependiente de insulina.

Los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion se pueden usar para normalizar los niveles de
glucosa en sangre, prevenir el deterioro de las células  pancreaticas, inducir la proliferacion de las células 3,
estimula la transcripcion del gen de la insulina, regular por aumento IDX1/PDX-1 u otros factores de crecimiento,
mejorar la funcién de las células 3, activar las células § durmientes, diferenciar las células en células B, estimular la
replicacion de las células B, inhibir la apoptosis de las células 8, regular el peso corporal e inducir la pérdida de peso.

Una “cantidad eficaz” de un compuesto de GLP-1 PEGilado es la cantidad que tiene como resultado un efecto
terapéutico y/o profilactico deseado sin causar efectos secundarios inaceptables cuando se administra a un sujeto
que necesite la estimulacion del receptor de GLP-1. Un “efecto terapéutico deseado” incluye uno o mas de los
siguientes: 1) una mitigacion de el(los) sintoma(s) asociado(s) con la enfermedad o dolencia; 2) un retraso en el
inicio de los sintomas asociados con la enfermedad o dolencia; 3) aumento de longevidad en comparacion con la
ausencia de tratamiento, y (4) mayor calidad de vida en comparacion con la ausencia de tratamiento. Por ejemplo,
una “cantidad eficaz” de un compuesto de GLP-1 PEGilado para el tratamiento de la diabetes es la cantidad que
tendria como resultado un mayor control de la concentracién de glucosa en sangre que en ausencia de tratamiento,
lo que tiene como resultado un retraso en el inicio de complicaciones diabéticas tales como retinopatia, neuropatia o
nefropatia. Una “cantidad eficaz” de compuesto de GLP-1 PEGilado para la prevencion de la diabetes es la cantidad
que retrasaria, en comparacion con la ausencia de tratamiento, el inicio de niveles elevados de glucosa en sangre
que requieren tratamiento con farmacos anti-hipoglucémicos tales como sulfonilureas, tiazolidinodionas, insulina y/o
bisguanidinas.

Una “cantidad eficaz” del compuesto de GLP-1 PEGilado administrada a un sujeto también dependera del tipo y
gravedad de la enfermedad y de las caracteristicas del sujeto, tal como estado de salud general, edad, sexo, peso
corporal y tolerancia a los farmacos. Normalmente, los compuesto de GLP-1 PEGilado de la presente invencion se
administraran de manera que los niveles en plasma estén en el intervalo de aproximadamente 5 picomoles/litro a
aproximadamente 200 picomoles/litro. Se determind que los niveles plasmaticos 6ptimos para Valg-GLP-1(7-37)OH
eran de entre 30 picomoles/litro y aproximadamente 200 picomoles/litro.

Un intervalo de dosis tipico para los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencion variaran de
aproximadamente 0,01 mg al dia a aproximadamente 1000 mg al dia para un adulto. Preferentemente, la
dosificacién varia de aproximadamente 0,1 mg al dia a aproximadamente 100 mg al dia, mas preferentemente de
aproximadamente 1,0 mg/dia a aproximadamente 10 mg/dia.

Un “sujeto” es un mamifero, preferentemente un ser humano, pero también puede ser un animal, por ejemplo
animales de compafdia (p. ej., perros, gatos y similares), animales de granja (p. €j., vacas, ovejas, cerdos, caballos y
similares) y animales de laboratorio (p. €j., ratas, ratones, cobayas y similares).

Los péptidos usados para generar los compuestos de GLP-1 PEGilados de la presente invencién se pueden
preparar usando procedimientos estandar de técnicas de sintesis de péptidos en fase de solucion o fase sélida. Los
sintetizadores peptidicos estan disponibles comercialmente en, por ejemplo, Applied Biosystems in Foster City CA.
Los reactivos para la sintesis de fase sdlida estan disponibles comercialmente en, por ejemplo, Midwest Biotech
(Fishers, IN). Los sintetizadores peptidicos en fase sdlida se pueden usar de acuerdo con las instrucciones del
fabricante para bloquear los grupos de interferencia, proteger al aminoacido de la reaccion, acoplamiento,
desacoplamiento y con casquete de los aminoacidos sin reaccionar.
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Normalmente, un aminoacido protegido con a-N-carbamoilo y el aminoacido en el extremo N de la cadena peptidica
en crecimiento sobre una resina se acopla a temperatura ambiente en un disolvente inerte tal como
dimetilformamida, N-metilpirrolidona o cloruro de metileno en presencia de agentes de acoplamiento tales como
diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol y una base tal como diisopropiletilamina. El grupo protector a-N-
carbamoilo se elimina de la resina peptidica resultante usando un reactivo tal como &cido trifluoroacético o piperidina
y la reaccién de acoplamiento se repite con el siguiente aminoacido N-protegido que se va a afhadir a la cadena
peptidica. Los grupos protectores de amina adecuados son bien conocidos en la técnica y se describen en, por
ejemplo, Green y Wuts, "Protecting Groups in Organic Synthesis ", John Wiley and Sons, 1991. Ejemplos incluyen t-
butiloxicarbonilo (tBoc) y fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

Los péptidos también se sintetizan usando protocolos de sintesis de fase sdlida estandar automaticos usando t-
butoxicarbonil- o fluorenilmetoxicarbonil-alfa-aminoacidos con la proteccion adecuada de la cadena lateral. Tras la
finalizacion de la sintesis, los péptidos se escinden del soporte de la fase sélida con desproteccion simultanea de la
cadena lateral usando procedimientos de fluoruro de hidrégeno convencionales. A continuacion, los péptidos brutos
se purifican adicionalmente usando cromatografia de fase inversa en columnas Vydac C18 usando gradientes de
acetonitrilo en acido ftrifluoroacético (TFA) al 0,1 %. Para eliminar el acetonitrilo, los péptidos se liofilizan en una
solucion que contienen TFA al 0,1 %, acetonitrilo y agua. La pureza se puede verificar mediante cromatografia
analitica de fase inversa. La identidad de los péptidos se pueden verificar mediante espectrometria de masas. Los
péptidos se pueden solubilizar en tampones acuosos a pH neutro.

La invencion se ilustra con los ejemplos siguientes, que no deben interpretarse como limitantes de ningun modo.
Ejemplos
Ejemplo 1. PEGilacién de analogos relacionados con GLP-1

Las reacciones de PEGilacion se realizan en condiciones que permiten la formacion de un enlace tioéter.
Especificamente, el pH de la solucién varia de aproximadamente 4 a 9 y las concentraciones de péptido que
contiene tiol varian de un exceso 1 a 10 molar de la concentraciéon de metoxi-PEG2-MAL. Normalmente las
reacciones de PEGilacion tienen lugar a temperatura ambiente. El péptido de GLP-1 PEGilado se aisla después
usando cromatografia de intercambio iénico HPLC de fase inversa, o cromatografia de exclusiéon por tamarfio (SEC).
Los analogos de GLP-1 PEGilados se caracterizan usando técnicas analiticas de RP-HCL, HPLC-SEC, SDS-PAGE
y/o espectrometria de masas MALDI.

Los péptidos de GLP-1 que contienen tiol se hacen reaccionar con polietilenglicol-maleimida (PEG-maleimida) de 40
kDa para producir derivados con PEG unido por covalencia mediante un enlace tioéter. Por ejemplo, el péptido Cex-
51-C (VgE22l33C45 GLP-1 , 45 aa de longitud; 7,5 mg, 1,8 y mol) se disuelve en 2 ml de tampodn fosfato 200 mM que
contiene EDTA 20 mM a pH 7,4. Después, la solucién se purga con argén. A esta solucién se afiaden 40 mg de
metoxi-PEG-MAL, un PEG maleimida lineal o bifurcado (lote PT-02B-10, Shearwater Polymers, Inc., Huntsville,
Alabama) (relacién molar e PEG a péptido 0,55:1). La reaccion se realiza durante 2 horas. Después, se purifican 25
mg del péptido PEGilado mediante RP-HPLC, caracterizado mediante HPLC de exclusién por tamafio y se analiza
su actividad in vitro.

Ejemplo 2. Reacciéon de PEG-maleimida de 40 kDa con analogos de GLP

Los analogos de GLP-1, tales como C1sE22VsGLP and VsCss, se pegilan de forma selectiva en el resto de cisteina
introducido usando PEGm bifurcado de 40 kDa activado con maleimida (Shearwater Polymers, Inc.). Para la
reaccion de PEGilacion, el péptido que se va a PEGilar se disuelve en tampé6n TRIS 100 mM a pH 8,0 y se afiade un
exceso molar 1,25 de PEGm de 40 kDa a granel. La reaccién se deja agitar a temperatura ambiente durante 2-3
horas y después se dializa durante la noche (membrana de 7 kDa) contra citrato 10 mM, fosfato 10 mM, a pH 7,4 a
aproximadamente 5 °C. Las moléculas de GLP PEGiladas se purifican mediante cromatografia de intercambio
anidénico en una columna Mono-Q (Amersham Biosciences Corp, Piscataway, NJ) usando un gradiente de NaCl a pH
neutro.

Ejemplo 3. Reaccion de PEG-maleimida de 3,4 kDa-DSPE con analogos de GLP-1

Los analogos de GLP-1, tales como C1sE22VsGLP-1 y VgC3sGLP-1, se pegilan de forma selectiva en el resto de
cisteina introducido usando PEGm terminado de 3,4 kDA activado con maleimida con un lipido,
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) (Shearwater Polymers, Inc.). Para la reaccién de PEGilacién, el péptido se
disuelve en tampén TRIS 100 mM a pH 8 y se afiade un exceso molar 1,25 de PEG-maleimida de 3,4 kDa-DSPE.
Se afiade etanol absoluto a aproximadamente el 17 % para ayudar a solubilizar el PEG-maleimida de 3,4 kDa-
DSPE. La reaccion se deja agitar a temperatura ambiente durante 2-3 horas y después se dializa durante la noche
(membrana de 7 kDa) contra citrato 10 mM, fosfato 10 mM, a pH 7,4 a aproximadamente 5 °C. El péptido PEGilado
se purifica mediante cromatografia de intercambio aniénico en una columna Mono-Q (Amersham Biosciences Corp,
Piscataway, NJ) usando un gradiente de NaCl a pH neutro.
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Ejemplo 4- Ensayo de actividad in vitro

Se siembran células HEK-293 que expresan el receptor de GLP-1 humano, usando un sistema PanVera LLC CRE-
BLAM a de 20.000 a 40.000 células/pocillo/100 yl de medio DMEM con FBS al 10 % en una placa de 96 pocillos
revestidos con poli-d-lisina, negra, de fondo transparente. El dia después de la siembra se retira el medio y se
afiaden 80 pl de medio DMEM sin plasma. El tercer dia después de la siembra se afaden 20 pyl de medio DMEM sin
plasma con BSA al 0,5 % que contiene diferentes concentraciones del compuesto de GLP-1 PEGilado a cada pocillo
para generar una curva de dosis-respuesta. En general se usan catorce diluciones que contienen el péptido
PEGilado de 3 nanomolar a 30 nanomolar para generar una curva de respuesta a la dosis a partir de la cual se
pueden determinar los valores de CEsp. Tras 5 horas de incubacién con el péptido PEGilado se afiaden 20 ul de
sustrato de B-lactamasa (CCF2/AM, PanVera LLC) y se continta la incubacion durante 1 hora, momento en el cual
se determina la fluorescencia en un citofluorimetro. El ensayo se describe adicionalmente en Zlokarnik y col. (1998),
Science, 278:84-88. Los siguientes péptidos de GLP-1 PEGilados se analizaron como se ha descrito y tenian los
valores de CEsg indicados mas adelante (con V8GLP-1 igual a 100%):

VgC16-3,4 kDa DPSE-PEG 4%

Vg-3,4 kDa PEG-FMOC 87%

VgC3s-3,4 kDa DPSE-PEG 18%

VgC3s-40 kDa PEG 3%

VgE22C16-40 kDa PEG 0,7%
VgE22133C45-40 kDa PEG (CEX-51) 9,4 +/- 1,5 % [n=5]

Ejemplo 5- Analisis farmacocinético del péptido GLP-1 derivatizado

Se administra un analogo de GLP-1 PEGilado (VgEx22l33C45-PEG de 40 kDa (PEGilado, CEX-51 C45-modificado))
por vias intravenosa (IV) o subcutanea (SC) a una dosis de 0,1 mg/kg a ratas SD macho. Se extrae sangre de los
animales (2 ratas por punto de tiempo para |V, 3 ratas por punto de tiempo por SC) a varios tiempos entre 0 y 336
horas después de la administracion de la dosis. El plasma se recoge de cada muestra y se analiza mediante
radioinmunoensayo. Los parametros farmacocinéticos se calculan usando procedimientos dependientes (datos 1V) e
independientes (datos SC) de modelo (WinNonlin Pro). Una representacion de los parametros farmacocinéticas se
indican en la Tabla 1 que figura a continuacion. Por administracion 1V, el analogo de GLP-1 PEGilado tiene una
semivida de eliminacién de aproximadamente 1,5 dias, mientras que por administracion SC el analogo de GLP-1
PEGilado tiene una semivida de eliminacion de aproximadamente 1,3 dias. No se asocian observaciones clinicas
adversas con la administracion IV o SC de 0,1 mg/kg de VgE22l33C45-40 kDaPEG. Para el compuesto se observa
una semivida de eliminacion prolongada, un aclaramiento lento y una biodisponibilidad subcutanea alta
(aproximadamente del 60 %).

Tabla 1
Comix AUC,..° CL/F® Vss/F'
Compuesto Via Tmax ° (d) ty2 @ (d) % F°
(ng/ml) (ng*h/ml) (ml/h/kg) (ml/kg)
VeE22l33Cas- IV 1135 0,00 3 30293 15 3,3 161
PEGkSe 40 sc 187 12 18128 13 55 256 60
a
(Cont.)

@Concentracion plasmatica méaxima observada.

b Tiempo de la concentracion plasmatica maxima observada.

°Area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo medida desde 0 al infinito.
4Semivida de eliminacion en dias.

¢ Aclaramiento corporal total como funcién de la biodisponibilidad.

Volumen de distribucion en el equilibrio como funcion de la biodisponibilidad.

9Porcentaje de biodisponibilidad.
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Cuando Vg-GLP (7-37)OH se administra por via IV de forma similar a ratas Fischer 344 a una dosis de 10 pg/kg, se
obtienen valores de semivida de eliminacién y de aclaramiento profundamente diferentes, como se indica a
continuacion.

Aclaramiento: 1449 ml/h/kg
tie (h): 0,05

Se administra un anéalogo de GLP-1 PEGilado (VsE22l33C45.PEG 40 kDa (PEGilado, CEX-51 C45-modificado)) por
vias intravenosa (IV) o subcutanea (SC) a una dosis de 0,1 mg/kg a monos cinomolgos machos. Se extrae sangre
de los animales a varios tiempos entre 0 y 336 horas después de la administracion de la dosis. El plasma se recoge
de cada muestra y se analiza mediante radioinmunoensayo. Los parametros farmacocinéticos se calculan usando
procedimientos dependientes (datos IV) e independientes (datos SC) de modelo (WinNonlin Pro). Una
representacion de los parametros farmacocinéticas se indican en la Tabla 2 que figura a continuacién. Por
administracion 1V, el analogo de GLP-1 PEGilado tiene una semivida de eliminacion de aproximadamente 59,5
horas, mientras que mediante administracion SC el analogo de GLP-1 PEGilado tiene una semivida de eliminacion
de aproximadamente 61,6 horas.

Tabla 2.
v
Dosis Cmax AUC,...° CL Vss
N° animal Tmax ° (h) tiz ¢ (h)

(mg/kg) (ng/ml) (ng*h/ml) (ml/h/kg) (ml/kg)

0,1 100473 1662 1,0 149279 59,5 0,67 57,5
100474 2282 4,0 130341 42,1 0,77 46,6
100477 2672 0,0 215992 76,8 0,46 51,3
Mean 2205 1,7 165204 59,5 0,63 51,8

SD 509 2,1 1244991 17,4 0,16 5,5
SC
Dosis Crmax AUCo...° CL/F® Vss/F'
N° animal Tmax ° (h) tiz ¢ (h)

(mg/kg) (ng/ml) (ng*h/ml) (ml/h/kg) (ml-/kg)

0,1 100478 657 72,0 113518 64,4 0,88 81,8
100480 976 48,0 138306 58,8 0,72 61,3
Media 817 60,0 125912 61,6 0,8 71,6

#Concentracién plasmatica méaxima observada.

® Tiempo de la concentracion plasmatica maxima observada.

°Area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo medida desde 0 al infinito

Semivida de eliminacion.

®Aclaramiento corporal total como funcién de la biodisponibilidad.

Volumen de distribucion como funcion de la biodisponibilidad.

SD = Desviacion estandar.

Ejemplo 6- Analisis farmacodinamico del péptido GLP-1 derivatizado

Se administra un andlogo de GLP-1 PEGilado (VgE22133C45-PEG 40 kDa (PEGilado, CEX-51 C45-modificado)) por
vias subcutanea (SC) a dosis de 3 nmol/kg (12,33 mg/kg = 0,62 ug (microgramos)/50 g ratéon) o 10 nmol/kg (41
mg/kg = 2 ug (microgramos)/50 g ratén) a ratones C57BL/60laHsd-Lepob macho frente a un control de los vehiculos.
A los animales (6 ratones por punto de tiempo) se administra una unica inyeccion de analogo de GLP-1 PEGilado o
vehiculo a las 11:00 de la mafana. Después, los ratones ayunan durante la noche y se realiza IPTGG (1 g de

12
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dextrosa/kg i.p.). Se toman muestras repetidas para glucosa e insulina antes y después de la inyeccion de glucosa a
15, 30, 60, 90, y120 minutos. Una representacion de los parametros farmacodinamicos se indican en las Tablas
siguientes.

AUC de
glucosa PEG 10
vehiculo PEG 3 nmol nmol
85965,75 28206 29765,25
58198,5 34884 22603,5
60381 33291 48125,25
73320,75 55793,25 54038,25
71703 4842225 25024,5
72067,5 46707,75 24808,5
Media 70272,75 41217,38 34060,88
Error estandar 4100,657 4346,437 5519,325
Valor p 0,000659 0,000365
Cepa Vehi(::tIgnID del GRP PesoelDia0 Glucosael dia0 Glucosareal el dia 0
ob/ob MR A 49,7 2314 462,8
ob/ob MS A 46,9 260,5 521
ob/ob MZ A 48,5 206,3 412,6
ob/ob NA A 471 209,6 419,2
ob/ob NI A 46,8 180,3 360,6
ob/ob NK A 48,7 222 444
Media 47,95 436,7
Errg;‘gggdar 21,09944
GLP-1 PEG 3 nmol
ob/ob MO C 494 187,1 374,2
ob/ob  MP C 457 212,8 425,6
ob/ob  MT C 533 253,5 507
ob/ob  NC C 499 226 452
ob/ob  NE C 50,3 247 494
ob/ob NG C 495 207,7 415,4
Media 49,6833 4447
Error estandar 2046022

0,99144
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GLP-1 PEG 10 nmol

ob/ob  MJ D 493 259 518
ob/ob ML D 474 221,9 443,8
ob/ob MU D 464 232,6 465,2
ob/ob MY D 482 227,6 455,2
ob/ob  NB D 515 185,7 371,4
ob/ob  ND D 426 196,5 393

Media 47,5667 4411

Error estandar 21,50366

14
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Tiempo Tiempo  Tiempo

Tiempo 0 15 30 60 Tiempo 90 Tiempo 120

Vehiculo Real Real Real Real Real Real
Irlzlt(cj')il Dosis Insulina Insulina Insulina  Insulina Insulina Insulina

MR 0,0994 2,7 2,7 2,7 2,7 3,3
MS 0,0938 12,3 3,6 2,7 2,7 6,9
Mz 0,097 2,7 2,7 2,7 2,7 5,1
NA 0,0942 6,3 2,7 2,7 2,7 3,3 3,6
NI 0,0936 3,3 2,7 2,7 2,7 2,7 3,3
NK 0,0974 54 2,7 2,7 2,7 3 4,2
Media 5,45 2,85 2,7 2,7 3 44

EIOr 4498832879 0,15 0 0 0,173205081  0,572712843

estandar
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Eli Lilly and Company

<120> Compuestos de GLP-1 unidos a polietilenglicol

<130> X-16020

<140> 60/456081
<141>2003-03-19

<160> 10

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

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

GIn Ala Ala Lys Glu Phe ITe Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210>2
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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1

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala ;Ep Leu val Lys Gly ggg

20

<210> 3
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina,

homohistidina, a-fluorometil-histidina o a-metil-histidina

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es Phe, Trp, Tyr o Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

25

His Ala Glu Gly ;hr Phe Thr Ser Asp ¥S1 Ser Ser Tyr Leu (1;.&!;“ Gly
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<223> Xaa en la posicion 10 es Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa en la posicién 12 es Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> Xaa en la posicién 13 es Tyr, Trp o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Xaa en la posicién 14 es Leu, Phe, Tyr o Trp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicién 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> Xaa en la posicién 19 es Ala, Val, lle, Leu o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu, lle, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala, Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicién 30 es Arg o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE

27
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<222> (31)..(31)

<223> xaa en la posicién 31 es Gly, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<2225 (31)..(31)
<223> AMIDACION

<400> 3

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa ;gp Leu Xaa Xaa Xaa §ga Xaa

15

20

25

30

<210>4
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,

homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-metil-histidina

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)
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<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Phe o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicion 10 es Val, Phe, Tyr, Trp o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa en la posicion 12 es Ser, Tyr, Trp, Phe, Lys,

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> Xaa en la posiciéon 13 es Tyr o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

lle, Leu o Val

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicién 18 es Ala o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> Xaa en la posicion 19 es Ala, Val, lle, Leu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posiciéon 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (30)..(30)

<223> xaa en la posicion 30 es Arg o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Gly, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (31)..(31)
<223> AMIDACION

<400> 4

Xaa Xaa Glu Gly §aa Xaa Thr Ser Asp xga Ser Xaa Tyr Leu Glu Xaa
1 1 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa ;rp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
5

<210>5
<211> 44
<212> PRT
<213> Artificial

<220> <223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicidon 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,
homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-metil-histidina

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicidn 2 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (5)..(5)

<223> xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Phe, Trp, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posiciéon 10 es Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa en la posiciéon 12 es Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> xaa en la posicién 13 es Tyr, Trp o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Xaa en la posicion 14 es Leu, Phe, Tyr o Trp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicion 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (18)..(18)

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(19)..(19)

<223> Xaa en la posicion 19 es Ala, Val, lle, Leu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu, lle, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala, Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys, Asp, Arg, Glu o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Gly, Pro, Arg o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 es Gly, Pro, Ser o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Pro, His o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicion 33 es Ser, Arg, Thr, Trp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicién 34 es Ser, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (35)..(35)

<223> Xaa en la posicion 35 es Ala, Asp, Arg, Glu, Lys, Gly o Cys

<220>

34



10

15

20

25

30

35

ES 2390270 T3

<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Pro, Ala, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (36)..(36)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Ala, Cys, Esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicion 38 es Pro, Ala, Arg, Lys, His, Cys, Esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (39)..(39)

<223> Xaa en la posicién 39 es Ser, His, Pro, Lys, Arg, Gly, Cys, Esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
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<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..(40)

<223> Xaa en la posicién 40 es His, Ser, Arg, Lys, Pro, Gly, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)
<223> AMIDACION

<220> <221> MISC_FEATURE
<222> (41)..(41)

<223> Xaa en la posicidon 41 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (42)..(42)

<223> Xaa en la posicion 42 es Gly, His, Cys, Esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (42)..(42)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (43)..(43)

<223> Xaa en la posicion 43 es Pro, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
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<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (44)..(44)

<223> Xaa en la posicidn 44 es Ser, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<220> (44)..(44)
<223> AMIDACION

<400> 5

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa g}u Xaa
1 5

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa 12‘rp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
5

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

<210>6
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posiciéon 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,

homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-metil-histidina
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es Phe, Trp, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicion 10 es Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa en la posicion 12 es Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> Xaa en la posicién 13 es Tyr, Trp o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Xaa en la posicién 14 es Leu, Phe, Tyr o Trp

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> Xaa en la posicion 19 es Ala, Val, lle, Leu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicién 21 es Glu, lle, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala, Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys, Asp, Arg, Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Gly, Pro, Arg o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 Gly, Pro, Ser o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Pro, His o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicién 33 es Ser, Arg, Thr, Trp, Lys o Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicion 34 es Ser, Gly o Cys
<220>

<221> MISC_FEATURE
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<222> (35)..(35)

<223> Xaa en la posicion 35 es Ala, Asp, Arg, Glu, Lys, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicién 36 es Pro, Ala, Cys, Esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<2225 (36)..(36)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Ala, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)
<223> AMIDACION

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicion 38 es Pro, Ala, Arg, Lys, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (39)..(39)
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<223> Xaa en la posicion 39 es Ser, His, Pro, Lys, Arg, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..(40)

<223> Xaa en la posicion 40 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (41)..(41)

<223> Xaa en la posicion 41 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)
<223> AMIDACION

<400> 6

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10

15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xSa Xaa
4

<210>7
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<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,

homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-metil-histidina

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es Phe o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicién 10 es Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posiciéon 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

ES 2390270 T3

<223> Xaa en la posicion 19 es Ala, val, lle, Leu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys, Asp, Arg, Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Gly, Pro, Arg o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Gly, Pro, Ser o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Pro, His o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicién 33 es Ser, Arg, Thr, Trp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicién 34 es Ser, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (35)..(35)
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<223> Xaa en la posicion 35 es Ala, Asp, Arg, Glu, Lys, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Pro, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicion 38 es Pro, Ala, Arg, Lys, His Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (39)..(39)

<223> Xaa en la posicién 39 es Ser, His, Pro, Lys, Arg, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..(40)

<223> Xaa en la posicidn 40 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)
<223> AMIDACION

<220> <221> MISC_FEATURE
<222> (41)..(41)

<223> Xaa en la posicion 41 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)
<223> AMIDACION

<400>7

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp iga Ser Ser Tyr Lys g}u Xaa
5

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile xaa ;rp Leu Xaa Xaa Xaa §Sa Xaa Xaa
20 5

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa ﬁga Xaa
35

<210>8
<211> 41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posiciéon 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,

homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-metil-histidina
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, val, Leu, lle, Ser o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es Phe o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicion 10 es Val orCys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicion 16 es Gly, Glu, Asp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicién 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> Xaa en la posicion 19 es Ala, val, lle, Leu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicién 20 es Lys o cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Val o lle

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> xaa en la posicion 28 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posiciéon 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posiciéon 30 es Gly o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 es Pror Cys

<220> <221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Pro, His o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicién 33 es Ser, Arg, Thr, Trp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicion 34 es Ser, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (35)..(35)

<223> Xaa en la posicion 35 es Ala, Asp, Arg, Glu, Lys, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Pro, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicion 38 es Pro, Ala, Arg, Lys, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (39)..(39)

<223> Xaa en la posicion 39 es Ser, His, Pro, Lys, Arg, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..(40)

<223> Xaa en la posicién 40 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)

<223> AMIDACION
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (41)..(41)

<223> Xaa en la posicidon 41 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)
<223> AMIDACION
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<400> 8

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp xga ser Ser Tyr Lys ?}u Xaa
1 5 1

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
25

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

10

15

20

25

30

40

<210>9
<211> 44
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es Phe o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicién 10 es val o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posiciéon 16 es Gly o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es GIn o Cys

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

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222>(19)..(19)

<223> Xaa en la posicion 19 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> Xaa en la posicion 20 es Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Glu o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa en la posicion 24 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Lys o Cys

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 es Pro o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Pro, His o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicién 33 es Ser, Arg, Thr, Trp, Lys o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicidon 34 es Ser, Gly o Cys

<220> <221> MISC_FEATURE
<222> (35)..(35)

<223> Xaa en la posicién 35 es Ala, Asp, Arg, Glu, Lys, Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicién 36 es Pro, Ala, Cys, esta ausente o es un residuo modificado
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)..(36)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Ala, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicion 38 es Pro, Ala, Arg, Lys, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (39)..(39)

<223> Xaa en la posicion 39 es Ser, His, Pro, Lys, Arg, Gly, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION

<220>

ES 2390270 T3
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<221> MISC_FEATURE
<222> (40)..(40)

<223> xaa en la posicion 40 es His, Ser, Arg, Lys, Pro, Gly, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (40)..(40)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (41)..(41)

<223> Xaa en la posicion 41 es His, Ser, Arg, Lys, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (41)..(41)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (42)..(42)

<223> Xaa en la posicidn 42 es Gly, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (42)..(42)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (43)..(43)

<223> Xaa en la posicion 43 es Pro, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (43)..(43)
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<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (44)..(44)

<223> Xaa en la posicion 44 es Ser, His, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (44)..(44)
<223> AMIDACION

<400> 9

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15 '
GIn Ala Ala 155015 Glu Phe Ile Ala ;gp Leu val Lys Gly (3;(1Jy Pro Xaa

Xaa Xaa 3(?3 Xaa Xaa Xaa Xaa i‘(ga Xaa Xaa Xaa Xaa

<210> 10
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, beta-hidroxi-histidina,
homohistidina, alfa-fluorometil-histidina, alfa-metil-histidina, Arg, Tyr,

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Gly, ser, Ala o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicién 3 es Glu, Ala o Asp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicion 4 es Gly, Ala o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr, Cys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Phe, Cys, Ala o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa en la posicion 7 es Thr o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa en la posicion 8 es Ser, Ala o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa en la posicién 9 es Asp o Glu
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa en la posicion 10 es Leu, Cys, Ala, lle, Val o Met

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa en la posicién 11 es Ser o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> xaa en la posicién 12 es Lys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> Xaa en la posicion 13 es GIn o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Xaa en la posicion 14 es Met, Ala, Leu, lle o val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> Xaa en la posicion 15 es Glu o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicion 16 es Glu, Cys o Ala

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa en la posicion 17 es Glu, Cys o Ala

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

<223> Xaa en la posicion 18 es Ala o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (19)..(19)

<223> Xaa en la posicion 19 es val, Cys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)

<223> xaa en la posicion 20 es Arg, Cys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Leu, Cys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)

<223> Xaa en la posicion 22 es Phe, Ala o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (23)..(23)

<223> Xaa en la posicién 23 es lle, Val, Leu, Gly o Met

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)
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<223> Xaa en la posicion 24 es Glu, Cys, Ala o Asp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (25)..(25)

<223> Xaa en la posicion 25 es Trp, Ala, Phe o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(26)

<223> Xaa en la posicion 26 es Leu o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicién 27 es Lys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa en la posicion 28 es Asn, Cys o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posiciéon 29 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Gly o Cys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> xaa en la posicién 31 es Pro o Cys
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (32)..(32)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(33)

<223> Xaa en la posicion 33 es Ser, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (33)..(33)
<223> AMIDACION

<220> <221> MISC_FEATURE
<2225 (34)..(34)

<223> Xaa en la posicion 34 es Gly, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (34)..(34)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (35)..(35)

<223> Xaa en la posicién 35 es Ala, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (35)..(35)
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<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Pro, Cys, estad ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (36)..(36)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (37)..(37)

<223> Xaa en la posicion 37 es Pro, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (37)..(37)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(38)

<223> Xaa en la posicién 38 es Pro, Cys, esta ausente o es un residuo modificado

<220>

<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> AMIDACION

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (39)..(39)

<223> Xaa en la posicidn 39 es Ser, Cys, esta ausente o es un residuo modificado
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (39)..(39)
<223> AMIDACION

<400> 10

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa x§a Xaa
5 1

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa §Sa Xaa Xaa
20 25 .

Xaa Xaa §ga Xaa Xaa Xaa Xaa

64



ES 2390270 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de GLP-1 PEGilado que comprende la secuencia de aminoacidos de Férmula IV (SEC ID N° 6)

Xaa;-Xaag-Glu-Gly-Xaa;-Xaajo-Thr-Ser- Asp-Xaa;¢-Ser-Xaa; g-Xaa; - Xaaj-Glu-

Xaayy-Xaay3-Xaays-Xaays-Xaays-Xaa;7-Phe-Ile-Xaazo-Trp-Leu-Xaajss-Xaass-Xaass-

Xaase-Xaasr-Xaasg-Xaaso-Xaas-Xaaq-Xaaq-Xaass-Xaass-Xaass-Xaase-Xaay;
Formula IV (SEQ ID NO: 6)

en la que:

Xaar es: L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina,
a-fluorometil-histidina o a-metil-histidina;

Xaag es: Val;

Xaaiqes: Thr;

Xaaiz es: Phe, Trp o Tyr;

Xaasges: Val, Trp, lle, Leu, Phe, Tyr o Cys;
Xaasg es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val;
Xaaig es: Tyr, Trp o Phe;

Xaago es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

Xaag; es: Gly, Glu, Asp o Lys;

Xaazs es: GIn;

Xaazs es: Ala;

Xaays es: Ala, Val, lle o Leu;

Xaage es: Lys;

Xaagyz es: Glu, lle o Ala;

Xaaszg es: Ala o Glu;

Xaass es: Val o lle;

Xaass es: Lys, Asp, Arg o Glu;

Xaass es: Gly;

Xaase es: Gly, Pro o Arg;

Xaasy es: Gly, Pro o Ser;

Xaasg es: Ser, Pro, His o Cys;

Xaasg es: Ser, Arg, Thr, Trp o Lys;
Xaayo es: Ser o Gly;

Xaaast es: Ala, Asp, Arg, Glu, Lys o Gly;
Xaagz es: Pro, Ala, NH; o esta ausente;

Xaagys es: Pro, Ala, NH; o esta ausente;
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Xaaus es: Pro, Ala, Arg, Lys, His, NH2 o est4 ausente;
Xaaus es: Ser, His, Pro, Lys, Arg, Cys, NH> o esta ausente;
Xaase es: His, Ser, Arg, Lys, Cys, NHz o esta ausente; y

Xaagy es: His, Ser, Arg, Lys, NHz o esta ausente;

y en la que:

2 o 1 residuos de Cys estan unidos covalentemente a una molécula de PEG; y a condicion de que si ,
Xaasp, Xaass, Xaass, Xaass 0 Xaass estd ausente, cada aminoacido cadena abajo esta ausente; y siempre
que haya 2 o 1 Cys en la molécula.

2. Un compuesto de GLP-1 PEGilado de acuerdo con la reivindicacion 1, a condicion de que el compuesto de GLP-1
PEGilado no difiera de GLP-1 (7-37)OH en mas de 3 aminoacidos dentro de los aminoacidos 7-37.

3. Un compuesto de GLP-1 PEGilado de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, para su uso como
medicamento.

4. Un compuesto de GLP-1 PEGilado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el
tratamiento de la diabetes no dependiente de insulina, la obesidad, el ictus, el infarto de miocardio, el sindrome del
intestino irritable o la dispepsia funcional.

5. Un compuesto de GLP-1 PEGilado para usar de acuerdo con la reivindicacion 3 o la reivindicacién 4, en el que el
medicamento se usa para tratar la diabetes no dependiente de insulina.

6. Un compuesto de GLP-1 PEGilado para usar de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el medicamento se usa
para tratar la obesidad.
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