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DESCRIPCION

Péptido supresor del apetito, su composicién y uso.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una composiciéon farmacéutica que comprende un péptido supresor del
apetito o una fraccién que contiene péptidos supresores del apetito, asi como un método para obtener una regulacion
del apetito mediante dicho péptido.

Antecedentes de la invencion

El glucagén es producido por la célula A pancredtica y se libera en respuesta a niveles bajos de glucosa en la sangre.
Su lugar de accién principal es el higado, donde estimula la produccién de glucosa. Por tanto, es la hormona principal
que contrarresta la insulina en la homeostasis de la glucosa sanguinea (Unger, R. H. y L. Orci (1990). Glucagon, en:
Diabetes Mellitus 4% ed. New York, Elsevier. pp 104-120).

El glucagén se procesa a partir de un precursor mas grande por protedlisis limitada. La donacién molecular del
gen de glucagon revel6 que el precursor de proglucagén contenia no sélo glucagén sino también dos péptidos de tipo
glucagén adicionales llamados GLP-1 y GLP-2. El GLP-1 y GLP-2 estan codificados por exones separados, lo que
sugiere actividades bioldgicas diferentes. Mas tarde se demostr6 que el precursor de proglucagén era sometido a pro-
cesos diferenciales en los tres tejidos diferentes conocidos por producir proglucagdn: la célula A pancredtica, la célula
L intestinal y en el sistema nervioso central (SNC). El glucagdn es as{ selectivamente separado del precursor en el is-
lote de la célula A, mientras que el GLP-1 y el GLP-2 son selectivamente liberados de la célula L intestinal y el SNC.
[publicado en (Unger, R.H. y L. Orci (1990). Glucagon, en: Diabetes Mellitus 4° ed. New York, Elsevier. pp 104-120)].

Se han identificado receptores especificos de GLP-1 (Thorens, B. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8641-
8645) los cuales son claramente diferentes del receptor de glucagén (L. J Jelinek, et al. (1993) Science 259: 1614-
1616) y tienen distribuciones de tejido diferentes (R. V Campos, et al. (1994) Endocrinology 134: 2156-2164). El
GLP-1 se libera de la célula L después de una comida y funciona como una hormona incretina (es decir, potencia la
liberacién de insulina inducida por la glucosa de la célula B pancreatica). El receptor de GLP-1 se expresa de esta
manera a niveles elevados en la superficie de las células B del islote (K. Moens, et al. (1996) Diabetes 45: 257-261).

Se ha demostrado la induccién a la proliferacion epitelial intestinal por el GLP-2 (Drucker, D. J. et al (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93: 7911-7916), y se ha descrito el tratamiento de enfermedades gastrointestinales por células
cultivadas en un medio de GLP-2 (Drucker, D.J y Keneford, JR., WO 96/32414).

Hasta ahora no se habia informado sobre ningtin receptor de GLP-2.
Péptidos derivados del proglucagon y hdbitos alimenticios

Previamente hemos informado sobre la derivacién y el establecimiento de glucagonomas anorexigénicos trans-
plantables (O. D. Madsen, et al. (1993) Endocrinology 133: 2022-2030) asi como de insulinomas hipoglucémicos en
ratas (O. D. Madsen, et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6652-6656). Este tipo de tumores pueden derivarse
a partir de un origen clénico comtn de células MSL pluripotentes (O.D. Madsen, et al. (1986) J. Cell Biol. 103: 2025-
2034) y refleja un proceso de maduracién hacia células A y células B de islotes, respectivamente (O.D. Madsen, et al.
(1993) Endocrinology 133: 2022-2030).

La anorexia asociada al glucagonoma es muy grave: tiene una aparicién aguda y conduce, tras pocos dias, a
una parada completa de la ingestion de alimentos. Esta gravedad de anorexia apenas puede compararse con otros
tumores experimentales en roedores y sugiere la produccién por parte del glucagonoma de un factor de saciedad muy
potente que actia mediante una via periférica de administracién. Previamente se ha demostrado que los glucagonomas
anorexigénicos mostraban un proceso no fisiolégico que daba como resultado la formacién tanto de glucagén como
de GLP-1 (O. D. Madsen, et al. (1993) Endocrinology 133: 2022-2030). Ademads, una variante del glucagonoma no
anorexigénico fue incapaz de procesar el precursor (O.D. Madsen, et al. (1995) Scand. J. Clin, Lab. Invest. 55, supl
220: 27-36). También se menciona la pérdida de peso como componente del sindrome del glucagonoma en el hombre
(J.J. Hoist (1985) Glucagon-producing tumors, en: Hormone-producing tumors of the gastrointestinal tract New York,
Churchill Livingstone. pp 57-84) aunque con un alto grado de variabilidad entre pacientes diferentes (S.J. Bhathena,
et al. (1981). Glucagonoma and glucagonoma syndrome, en: Glucagon Physiology, pathophysiology and morphology
of the pancreatic A-cells. New York, Elsevier. 413-438).

Glucagon

Se ha mostrado que el glucagén estd implicado en la regulacién de la cantidad de comida espontdnea en ratas,
pero el efecto global es minimo y es ejercido por medio de conexiones vagales al higado (N. Geary, et al. (1993) Am.
J. Physiol. 264: R116-R122). Este efecto se observa sélo por infusién portal hepatica de glucagén, mientras que la
administracién intraperitoneal de dosis farmacoldgicas no muestra ningtin efecto sobre la ingestion de alimentos en
ratas en ayunas (O.D. Madsen, et al. (1993) Endocrinology 133: 2022-2030).
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GLP-1

Se ha informado recientemente sobre el papel central del GLP-1 en la regulacién de la alimentacién (M.D. Turton,
et al. (1996) Nature 379: 69-72). La administracién intracerebroventricular (ICV) de GLP-1 inhibié la alimentacién
de las ratas en ayunas. Nuevamente la administracién periférica de GLP-1 no tuvo ningtn efecto en los habitos de
alimentaciéon (M.D. Turton, et al. (1996) Nature 379: 69-72; D. Madsen, et al. (1993) Endocrinology 133: 2022-
2030), lo cual sugiere que puede que el GLP-1 producido por un tumor no contribuya significativamente a la anorexia
observada.
Resumen de la invenciéon

Se ha descubierto que el GLP-2 tiene un potente efecto en la inhibicién de la ingestién de alimentos cuando se
administra periféricamente.

Se ha propuesto que el GLP-2 normalmente liberado junto con el GLP-1 de la célula L intestinal desempeifia su
propio papel distintivo como factor de saciedad periférico.

En consecuencia, la presente invencidn se refiere al uso de una composicién farmacéutica, como se reivindica, para
la profilaxis o tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con la mala regulacién del apetito.

En otro aspecto, la invencidn se refiere al uso de una composicién farmacéutica que comprende un péptido con la
siguiente secuencia de aminodcidos

X'HX*DGSFSDEMNTXLOX*LAX X*DFINWLX'X*TKITD X’

donde X' es NH,, DFPEEVAIVEELGRR, DFPEEVTIVEELGRR, DFPEEVNIVEELRRR o un fragmento deri-
vado,

X% es Ala,

X3 es Ile o Val,

X* es Asn, Ser o His,

X3 es Ala o Thr,

X% es Arg o Lys,

X" es Ile o Leu,

X8 es Gln o His, o

X es OH, Lys, Arg, Arg-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg o Lys-Lys

para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con la mala regulacién del apetito.

En otro aspecto adicional, la invencion es util para el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados a la mala
regulacién del apetito, administrando a un individuo que necesita este tipo de tratamiento una cantidad de un péptido
como el especificado en la presente, suficiente para suprimir el apetito o inducir saciedad en dicho individuo.

En otro aspecto mads, la invencién se refiere al uso de un péptido como el especificado en la presente para la
produccion de un medicamento para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con la mala
regulacion del apetito.

Descripcion detallada de la invencion

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el péptido GLP-2 es uno en el que X' es NH,, X2
es Ala, X3 es Ile, X* es Asn, X° es Ala, X°® es Arg, X7 es lle, X® es Gln o X° es OH. En particular, el péptido tiene la
siguiente secuencia de aminodcidos:

HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD

(GLP-2 humano) o

HADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITD

(GLP-2 de rata) o
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HADGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITD
(GLP-2 porcino).

El péptido GLP-2 como se especifica arriba puede hacerse mediante técnicas de ADN recombinante segtin proce-
dimientos bien establecidos en la técnica.

Mas especificamente, una secuencia de ADN que codifique el péptido GLP-2 puede ser aislada o sintetizada
basdndose en la secuencia de ADN del preproglucagdén humano publicada en (véase J.W. White et al., Nucleic Acids
Res. 14, 1986, pp. 4719-4730; G.I. Bell et al., Nature 304, 1983; pp. 368-371), por ejemplo obtenida preparando una
biblioteca gendmica o de ADNc de un tejido apropiado y seleccionando las secuencias de ADN que codifican todo
o parte del péptido GLP-2 por hibridacién usando sondas de oligonucledtido sintéticas segun las técnicas estandares
(véase Sambrook et al., supra). Para el presente objetivo, la secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2 es
preferiblemente de origen humano.

El constructo de ADN que codifica el péptido GLP-2 puede también prepararse sintéticamente por los métodos
estandares establecidos, p. €j. el método de la fosfoamidita descrito por Beaucage y Caruthers, Tetrahedron Letters
22 (1981),1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., EMBO Journal 3 (1984), 801-805. Segtin el método
de la fosfoamidita, los oligonucledtidos son sintetizados, p. €j. en un sintetizador de ADN automatico, purificados,
anelados, ligados y donados en vectores adecuados.

Ademds, el constructo de ADN puede ser de origen sintético y gendmico mixto, sintético y ADNc mixto o gené-
mico y ADNc mixto, preparado ligando fragmentos de origen sintético, gendmico o de ADNc (segun corresponda),
los fragmentos correspondiendo a varias partes todo el constructo de ADN, segun las técnicas estandares.

El constructo de ADN también puede prepararse por reaccion en cadena de la polimerasa usando cebadores espe-
cificos, por ejemplo como se describe en US 4,683,202 o Saiki et al., Science 239 (1988), 487-491, o Sambrook et al.,
supra.

En una forma de realizacién preferida actual, el constructo de ADN consta de la secuencia de ADN mostrada en la
Figura 3 de G.I. Bell et al., Nature 304, 1983; pp. 368-371, asi como de las secuencias de dcido nucleico que codifican
el GLP-2 humano como se reivindica.

Para expresar el GLP-2, el constructo de ADN que codifica el péptido GLP-2 se inserta en un vector recombinante
apropiado. Este puede ser cualquier vector que pueda ser convenientemente sometido a procedimientos de ADN re-
combinante y la eleccién del vector dependerd a menudo de la célula huésped en la cual tiene que introducirse. De
esta manera, el vector puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosdmica, p. ej. un pldsmido. De forma
alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una célula huésped, se integra en el genoma de la
célula huésped y se replica junto con el/los cromosoma(s) donde se ha integrado.

El vector es preferiblemente un vector de expresion en el que la secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2
estd operativamente conectada a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN. En general, el vector
de expresion se deriva del ADN viral o pldsmido o puede contener elementos de ambos. El término “operativamente
conectado” indica que los segmentos se colocan de modo que funcionen conjuntamente para sus objetivos destinados,
p. €j. la transcripcidn se inicia en un promotor y sigue por la secuencia de ADN que codifica el péptido.

El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula huésped
de eleccion y puede derivarse de genes que codifiquen protefnas tanto homoélogas como heterdlogas para la célula
huésped.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién del ADN que codifica el péptido GLP-2 en células
de mamiferos son el promotor SV40 (Subramani et al., Mol Cell Biol. 1 (1981), 854-864), el promotor MT-1 (gen de
la metalotioneina) (Palmiter et al., Science 222 (1983), 809-814) o el promotor tardio principal de adenovirus 2.

Un ejemplo de un promotor adecuado para el uso en células de insectos es el promotor polihedrina (US 4,745,051;
Vasuvedan et al., FEBS Left. 311, (1992)7-11), el promotor P10 (J.M. Vlak et al., J. Gen. Virology 69, 1988; pp. 765-
776), el promotor de proteina bdsica del virus de la polihedrosis Autographa californica (EP 397 485), el promotor
temprano inmediato 1 del gen de baculovirus (US 5,155,037; US 5,162,222), o el promotor temprano-retardado del
gen de baculovirus 39K (US 5,155,037; US 5,162,222).

Ejemplos de promotores adecuados para el uso en células huésped de la levadura incluyen promotores de genes
glicoliticos de la levadura (Hitzeman et al., J Biol. Chem. 255 (1980), 12073-12080; Alber y Kawasaki, J. Mol. Appl.
Gen.1 (1982), 419-434) o genes de alcohol deshidrogenasa (Young et al., en Genetic Engineering of Microorganisms
for Chemicals (Hollaender et al, eds.), Plenum Press, New York, 1982), o los promotores de TP11 (US 4,599,311) o
ADH2-4c¢ (Russell ef al., Nature 304 (1983), 652-654).
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Ejemplos de promotores adecuados para el uso en células huésped de hongos filamentosos son, por ejemplo, el pro-
motor ADH3 (McKnight et al., The EMBO J. 4 (1985), 2093-2099) o el promotor tpiA. Ejemplos de otros promotores
utiles son los derivados del gen que codifica amilasa de A. oryzae TAKA, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei,
a-amilasa neutral de A. niger, a-amilasa 4cida estable de A. niger, glucoamilasa (gluA) de A. niger o de A. awamori,
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de A. oryzae, triosa fosfato isomerasa de A. oryzae o acetamidasa de
A. nidulans. Los preferidos son los promotores amilasa-TAKA y gluA.

Ejemplos de promotores adecuados para el uso en células huésped bacterianas incluyen el promotor del gen de la
amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus, el gen de la alfa-amilasa de Bacillus licheniformis, el gen de la
amilasa de Bacillus amyloliquefaciens BAN, el gen de la proteasa alcalina de Bacillus subtilis, o el gen de la xilosidasa
de Bacillus pumilus, o tos promotores de fago Lambda Py o P, o los promotores lac, trp o tac de E. coli.

La secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2 puede también, si es necesario, ser operativamente conectada
a un terminador adecuado, como el terminador de la hormona humana del crecimiento (Palmiter et al., op. cit.) o
(para huéspedes fiingicos) los terminadores TPI1 (Alber and Kawasaki, op. cit.) o ADH3 (McKnight et al., op. cit.).
El vector puede adicionalmente comprender elementos como sefiales de poliadenilacién (p. ej. de SV40 o de la re-
gién de adenovirus 5 Elb), secuencias intensificadoras transcripcionales (p. €j. el intensificador SV40) y secuencias
intensificadoras traduccionales (p. €j. las que codifican el ARNs de adenovirus VA).

El vector recombinante puede adicionalmente comprender una secuencia de ADN que permita al vector replicar
en la célula huésped en cuestion. Un ejemplo de este tipo de secuencia (cuando la célula huésped es una célula de
mamifero) es el de origen de replicacion SV40.

Cuando la célula huésped es una célula de levadura, algunas secuencias adecuadas que permiten al vector replicar
son los genes REP 1-3 de replicacién del plasmido de levadura 2 1 y origen de replicacion.

El vector puede también comprender un marcador seleccionable, p. ej. un gen cuyo producto complemente un
defecto en la célula huésped, como el gen que codifica la dihidrofolato reductasa (DHFR) o el gen TPI de Schi-
zosacaromices pombe (descrito por PR. Russell, Gene 40, 1985, pp. 125-130), o uno que confiera resistencia a un
medicamento, p. €j. ampicilina, canamicina, tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higromicina o metotrexato. Para
hongos filamentosos, los marcadores seleccionables incluyen amdS, pyrG, argB, niaD, sC.

Para dirigir el péptido GLP-2 dentro del conducto secretor de las células huésped, una secuencia sefial secretora
(también conocida como secuencia lider, preprosecuencia o presecuencia) puede ser provista en el vector recombinan-
te. La secuencia sefial secretora se une a la secuencia de ADN que codifica el péptido en el marco de lectura correcto.
Las secuencias sefial secretoras estan situadas normalmente en 5’ de la secuencia de ADN que codifica el péptido. La
secuencia sefial secretora puede ser aquella normalmente asociada con el péptido o puede ser de un gen codificador de
otra proteina segregada.

Para la secrecién a partir de células de levadura, la secuencia sefial secretora puede codificar cualquier péptido
sefial que asegure la direccidn eficaz del péptido expresado en el conducto secretor de la célula. El péptido sefal puede
ser un péptido sefial producido de forma natural o una parte funcional del mismo, o puede ser un péptido sintético.
Se ha descubierto que los péptidos sefial adecuados son el péptido sefial de factor o (véase US 4,870,008), el péptido
seflal de la amilana salival del ratén (véase O. Hagenbuchie et al., Nature 289, 1981; pp. 643-646), un péptido sefial
de la carboxipeptidasa modificado (véase L.A. Valls et al., Cell 48, 1987, pp. 887-897), el péptido sefial de la levadura
BARI (véase WO 87/02670), o el péptido sefial de proteasa 3 (YAP3) aspartica de la levadura (véase M. Egel-Mitani
et al., Yeast 6, 1990, pp. 127-137).

Para una secrecidn eficaz en la levadura, una secuencia codificadora de un péptido lider puede también ser insertada
corriente abajo de la secuencia sefial y comente arriba de la secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2. La
funcién del péptido lider es permitir que el péptido expresado sea dirigido desde el reticulo endopldsmico al aparato
de Golgi y, posteriormente, a una vesicula secretora para la secrecion en el medio de cultivo (es decir, exportacion del
péptido a través de la pared celular o al menos a través de la membrana celular en el espacio peripldsmico de la célula
de levadura). El péptido lider puede ser el lider del factor a de levadura (cuyo uso se describe en p. ej. US 4,546,082,
EP 16 201, EP 123 294, EP 123 544 y EP 163 529). De forma alternativa, el péptido lider puede ser un péptido lider
sintético, es decir, un péptido lider no encontrado en la naturaleza. Los péptidos lider sintéticos pueden, por ejemplo,
ser construidos como se describe en el documento WO 89/02463 o WO 92/11378.

Para el uso en hongos filamentosos, el péptido sefial puede convenientemente derivarse de un gen codificador de
glucoamilasa o amilasa de Aspergillus sp., un gen codificador de proteasa o lipasa de Rhizomucor miehei, lipasa de
Humicola lanuginosa. El péptido sefial es preferiblemente derivado de un gen codificador de amilasa de A. oryzae
TAKA, @-amilasa neutral de A. Niger, amilasa dcida estable de A. Niger o glucoamilasa de A. Niger.

Para el uso en células de insectos, el péptido sefial puede convenientemente derivarse de un gen de insecto (véase
WO 90/05783), como el péptido sefial precursor de la hormona adipocinética del lepidoptero Manduca sexta (véase
US 5,023,328).
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Los procedimientos usados para ligar las secuencias de ADN codificadoras del péptido GLP-2, el promotor y,
opcionalmente, el terminador y/o la secuencia sefial secretora, respectivamente, y para introducirlos en vectores ade-
cuados que contienen la informacidn necesaria para la replicacién, son bien conocidos para los expertos en la técnica
(véase, por ejemplo, Sambrook et al., op, cit.).

La secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2 introducida en la célula huésped puede ser homodloga o he-
ter6loga al huésped en cuestion. Si es homdloga a la célula huésped, es decir, producida por la célula huésped en
la naturaleza, normalmente estard operativamente conectada a otra secuencia promotora o, si es aplicable, a otra se-
cuencia sefial secretora y/o secuencia terminadora distinta en su ambiente natural. El término “homdlogo” incluye una
secuencia de ADNc que codifica un polipéptido nativo para el organismo huésped en cuestién. El término “heterélogo”
incluye una secuencia de ADN no expresada por la célula huésped en la naturaleza. Asi, la secuencia de ADN puede
ser de otro organismo o puede ser una secuencia sintética.

La célula huésped en la que se introduce el constructo de ADN o el vector recombinante de la invencién puede
ser cualquier célula capaz de producir el presente péptido e incluye bacterias, levaduras, hongos y células eucariéticas
superiores.

Ejemplos de células huésped bacterianas que, en cultivo, son capaces de producir el péptido GLP-2 son las bacterias
grampositivas como las cepas de Bacillus, como las cepas de B. subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B.
stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. circulan, B. lautus, B. megatherium o B.
thuringiensis, o cepas de Streptomyces, como S. lividans o S. murinus, o bacterias gramnegativas como Echerichia
coli. La transformacién de las bacterias puede efectuarse por la transformacién del protoplasto o mediante el uso de
células competentes de manera conocida per se (cf. Sambrook et al., supra).

Cuando el péptido se expresa en bacterias como el E. coli, el péptido puede ser retenido en el citoplasma, nor-
malmente como granulos insolubles (conocidos como cuerpos de inclusion) o ser dirigido al espacio peripldsmico
por una secuencia de secrecion bacteriana. En el primer caso, las células son Usadas y los granulos recuperados y
desnaturalizados, después de lo cual el péptido es replegado al diluir el agente desnaturalizante. En el dltimo caso, el
péptido puede ser recuperado del espacio peripldsmico alterando las células, p. ej. por sonicacién o impacto osmoético,
para liberar el contenido del espacio peripldsmico y recuperar el péptido.

Ejemplos de lineas celulares de mamiferos adecuadas son las lineas celulares COS (ATCC CRL 1650), BHK
(ATCC CRL 1632, ATCC CCL 10), CHL (ATCC CCL39) o CHO (ATCC CCL 61). Se describen métodos de trans-
feccion de células de mamiferos y secuencias de ADN de expresion introducidas en las células en, p. ej., Kaufman
and Sharp, J Mol. Biol. 159 (1982), 601-621; Southern and Berg, J. Mol Appl. Genet. 1 (1982), 327 -341; Loyter et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 422-426; Wigler et al., Cell 14 (1978), 725; Corsaro and Pearson, Somatic
Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham and van der Eb, Virology 52 (1973); 456; y Neumann et al., EMBO J. 1 (1982),
841-845.

Ejemplos de células adecuadas de levadura incluyen células de Sacaromices spp. o Schizosacaromices spp., en
particular cepas de Sacaromices cerevisiae o Sacaromices kluyveri. Se describen métodos para transformar células de
levadura con ADN heterélogo y producir polipéptidos heterélogos a partir de las mismas, p. ej. en las patentes US
4,599,311, US 4,931,373, US 4,870,008, 5,037,743, y US 4,845,075. Las células transformadas son seleccionadas por
un fenotipo determinado por un marcador seleccionable, normalmente resistencia a medicamentos o capacidad para
crecer en ausencia de un nutriente particular: p. ej. leucina. Un vector preferido para el uso en levaduras es el vector
POT1 descrito en US 4,931 373. La secuencia de ADN que codifica el péptido GLP-2 puede ser precedida por una
secuencia sefial y, opcionalmente, una secuencia lider, p. €j. en el modo descrito anteriormente. Otros ejemplos de
células de levadura adecuadas son las cepas de Kluyveromices, como el K. lactis, Hansenula, p. ej. H. polymorpha o
Pichia, p. ej. P. pastoris (véase Gleeson et al., J. Gen. MicroBiol. 132, 1986; pp. 3459-3465; US 4,882,279).

Ejemplos de otras células flingicas son las células de hongos filamentosos, p. ej. Aspergillus spp., Neurospora spp.,
Fusarium spp. o Trichoderma spp., en particular cepas de A. oryzae, A. nidulans o A. Niger. Se describe el uso de
Aspergillus spp. para la expresion de proteinas en, p. €j., las patentes EP 272 277 y EP 230 023. La transformacién de
F oxysporum puede por ejemplo realizarse como se describe en Malardyer et al., 1989, Gen 78: 147-156.

Cuando se emplea un hongo filamentoso como célula huésped, éste puede ser transformado con el constructo de
ADN que codifica el péptido GLP-2, integrando convenientemente el constructo de ADN en el cromosoma huésped
para obtener una célula huésped recombinante. Esta integracion es generalmente considerada una ventaja puesto que
la secuencia de ADN es mds probable que se mantenga estable en la célula. La integracién de los constructos de
ADN en el cromosoma huésped puede realizarse segin métodos convencionales, p. €j. por recombinacién heteréloga
u homéloga.

La transformacion de las células de insectos y la produccion en las mismas de polipéptidos heterélogos puede
realizarse como se describe en las patentes US 4,745,051; US 4,879,236; US 5,155,037; 5,162,222; EP 397,485. La
linea celular de insectos, usada como huésped, puede idéneamente ser una linea celular Lepidoptera, como células de
Spodoptera frugiperda o de Trichoplusia ni (véase US 5,077,214). Las condiciones de cultivo pueden idéneamente ser
como las descritas en, por ejemplo, WO 89/01029 o0 WO 89/01028, o cualquiera de las referencias mencionadas.
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La célula huésped transformada o transfectada anteriormente descrita es posteriormente cultivada en un medio
nutritivo adecuado bajo condiciones que permitan la expresion del péptido GLP-2, después de lo cual el péptido GLP-
2 resultante es recuperado del cultivo.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el crecimiento
de células huésped, como medios minimos o complejos que contengan los suplementos apropiados. Los medios ade-
cuados estdn disponibles por proveedores comerciales o pueden prepararse segin las férmulas publicadas (p. €j. en
catdlogos de la American Type Culture Collection). El péptido GLP-2 producido por las células puede posteriormen-
te ser recuperado del medio de cultivo por procedimientos convencionales que incluyen la separacion de las células
huésped del medio mediante centrifugado o filtracién, precipitacién de los componentes proteinicos del sobrenadante
o filtrado mediante una sal, p. €j. sulfato aménico, purificacién por una variedad de procedimientos cromatogréficos,
p-. €j. cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia por filtracién en gel, cromatografia de afinidad o similares.

En la composicién farmacéutica de la invencidn, el péptido GLP-2 puede formularse por cualquiera de los métodos
establecidos de formulacién de composiciones farmacéuticas, p. ej. como se describe en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 1985. La composicién puede realizarse en una forma adecuada por infusién o inyeccién sistémica y, como
tal, ser formulada con un vehiculo liquido adecuado como agua esterilizada, una solucién salina isotdpica o de glucosa.
Las composiciones puede esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién convencionales, las cuales son bien cono-
cidas en la técnica. Las soluciones acuosas resultantes pueden ser envasadas para su uso o filtradas bajo condiciones
asépticas y liofilizadas, la preparacion liofilizada siendo combinada con la solucién acuosa estéril antes de su adminis-
tracién. La composicién puede contener las sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables que se requieran para
aproximarse a las condiciones fisioldgicas, como agentes tamponantes, agentes ajustadores de la tonicidad y similares,
por ejemplo, acetato sédico, lactato sédico, cloruro sédico, cloruro potésico, cloruro célcico, etc.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede también adaptarse para la administracion nasal, trans-
dérmica, pulmonar o rectal. El soporte o diluyente farmacéuticamente aceptable empleado en la composicién puede
ser cualquier soporte s6lido convencional. Ejemplos de excipientes s6lidos son lactosa, terra alba, sacarosa, talco, gela-
tina, dgar, pectina, acacia, estearato magnésico y acido estedrico. De forma similar, el soporte o diluyente puede incluir
cualquier material de liberacion sostenida conocido en la técnica, como gliceril monoestearato o gliceril diestearato,
solo o mezclado con cera.

Puede resultar particularmente de ventaja proporcionar la composicion de la invencién en forma de formulacién
de liberacién sostenida. Como tal, la composicién puede formularse en forma de microcdpsulas o microparticulas que
contienen el péptido GLP-2 encapsulado o disperso en un polimero biodegradable adecuado, aceptable farmacéutica-
mente, como acido polilactico, 4cido poliglicélico o un copolimero de 4cido lactico/acido glicélico.

Para la administracion nasal, la preparacion puede contener el péptido GLP-2 disuelto o suspendido en un soporte
liquido, en particular un soporte acuoso, para su aplicacién en aerosol. El soporte puede contener aditivos como
agentes de solubilizacién, p. ej. propilenoglicol, agentes tensioactivos, intensificadores de la absorcién como lecitina
(fosfatidilcolina) o ciclodextrina, o conservantes como parabenos.

Generalmente, los compuestos de la presente invencién se dispensan en forma de dosificacion unitaria compren-
diendo 0,5-500 mg del péptido junto con un soporte farmacéuticamente aceptable por dosificacion unitaria.

El péptido GLP-2 es considerado ventajoso para ser usado en la supresion del apetito o la induccién a la saciedad,
asi como para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con la mala regulacién del
apetito. Ejemplos de este tipo de enfermedades o trastornos son la obesidad y la diabetes tipo II. La dosificacién del
péptido GLP-2 administrado a un paciente variard segtin el tipo y la gravedad de la enfermedad que debe tratarse, pero
generalmente estard en un margen de aproximadamente 10 g/kg a 5 mg/kg de peso corporal.

En la composicion farmacéutica de la invencidn, el péptido GLP-2 puede estar combinado con otro agente supresor
del apetito o agente inductor de la saciedad. Un ejemplo de este tipo de agentes es el GLP-1, que ha demostrado tener
algtn efecto en la supresion del apetito (véase M.D. Turton et al., Nature 379, 4 January 1996; pp. 69-72).

Ademais, se ha observado que el péptido GLP-2 en una forma adecuadamente marcada, p. €j., el péptido GLP-
2 radiomarcado puede ser usado para identificar un receptor de GLP-2, en estudios de enlace usando tejido(s) que
supuestamente deberfan expresar el receptor de GLP-2 , p. ej. tejidos del hipotdlamo. Una vez localizado por el
enlace de GLP-2, el receptor puede ser clonado por clonacién de expresion, es decir, mediante la preparaci6bn de una
biblioteca de ADNc del tejido en cuestidn, clonacién del ADNc en vectores adecuados e introduccién de los vectores
en una célula apropiada para efectuar la expresion del ADNc, después de lo cual un clon que expresa el receptor es
identificado por enlace con el GLP-2. Una linea celular que exprese de manera estable el receptor puede entonces ser
usada en un ensayo de seleccion para agonistas del GLP-2 (es decir, compuestos que actiian en el receptor para inducir
la saciedad o suprimir el apetito) o antagonistas del GLP-2 (es decir, compuestos que antagonizan la accién del GLP-
2 en el receptor, p. €j. para su uso en el tratamiento de la anorexia provocada por un cdncer o la anorexia nerviosa).

La invencidn estd adicionalmente ilustrada en los ejemplos siguientes, los cuales no pretenden de ninguna manera
limitar el campo de la invencién como se reivindica.
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Ejemplo 1
Extraccion de etanol dcido de tejido tumoral

Se produjeron tumores anorexigénicos en ratas tal como se ha descrito anteriormente (Madsen, O.D. et al.(1993)
Endocrinology 133, 2022-2030). Cincuenta tumores anorexigénicos 12C3AN (MSL-G-AN) (a -80°C) correspondien-
tes a 50,07 g de tejido himedo fueron homogeneizados a 4°C con 700 ml de etanol acido (96% etanol/0,7M HCI, 3/1,
vol/vol). La homogeneizacién se efectué durante 5 minutos en una mezcladora comercial Waring preenfriada (4°C) de
2 litros a velocidad maxima. Tras la homogeneizacion, la mezcla fue removida a 4°C durante 16 horas. La mezcla fue
centrifugada a 9000 RPM a 4°C durante 1 hora. El volumen del sobrenadante fue reducido a un 20% mediante rota-
cidn al vacio. Durante este proceso, en el cual se elimind la parte principal del etanol, se formé algin precipitado. Este
precipitado fue eliminado por centrifugado a 4°C durante una hora a 20.000 RPM. El sobrenadante, el cual todavia
contenia algtin material tipo lipido, fue filtrado y aplicado a una columna de LiChroprep RP-18 (Merck) (2,5 x 10 cm)
equilibrada con un 0,1% de TFA a una velocidad de flujo de 2 ml/min. La columna fue lavada con 100 ml de 0,1%
de TFA a una velocidad de flujo de 4 ml/min. El material unido fue eluido con 400 ml de 0,1% de TFA conteniendo
un 70% (vol/vol) de acetonitrilo. El acetonitrilo fue eliminado mediante rotacién al vacio y la mezcla resultante fue
liofilizada. Tras la liofilizacién, el material fue disuelto en 50 ml de agua y el pH ajustado a 5,3 con 425 ul de 1 N
NaOH. La titulacién posterior de la mezcla a pH 6,0 dio como resultado la formacién de un precipitado. Tras una
nueva titulacién a pH 5,3 el precipitado fue nuevamente disuelto. En consecuencia, el pH se mantuvo a 5,3 y la mezcla
fue liofilizada.

La produccién total de material liofilizado a partir de 50 tumores fue 359 mg de polvo seco.
Ejemplo 2
Primera fase de purificacion: filtracion en gel en Sephadex G-75

El material liofilizado (278 mg) del extracto del etanol dcido correspondiente a 38 tumores individuales fue nue-
vamente disuelto en 20 ml de 1 M HAc y aplicado a una columna de Sephadex G75 (5 x 50 cm). La columna fue
equilibrada y eluida con 1 M HAc a una velocidad de flujo de 55 ml/h, y las fracciones equivalentes a 10 ml recogidas.
Se registré una absorcion a 280 nm para cada fraccion. El cromatograma de la filtracién en gel se muestra en la Figura
1. Las fracciones individuales fueron agrupadas en las siguientes 5 fracciones principales: G1 (Fr. 30-39), G2 (Fr. 40-
45), G3 (Fr. 46-66), G4 (Fr. 67-91) y G5 (Fr. 92-118) y sometidas a un ensayo bioldgico tras la liofilizacién.

Ejemplo 3
Segunda fase de purificacion: HPLC preparativa del grupo G4

Algunas de las actividades supresoras del apetito de los grupos de filtraciéon en gel se observaron en el grupo
G4, y este grupo fue adicionalmente fraccionado por HPLC preparativa. El material liofilizado G4 (correspondiente
a 80 tumores) fue disuelto en 15 ml de 0,1% de TFA y bombeado sobre una columna Vydac 214TP1022 C4 (2,2
x 25 cm) equilibrada en 0,1% de TFA. La columna fue lavada con 20 ml de 0,1% de TFA, seguido de 100 ml de
McCN/H,O/TFA (10,0:89,9:0,1, v/v/v). El material fue eluido a 25°C a una velocidad de flujo de 4 ml/min con un
gradiente lineal formado a partir de McCN/H,O/TFA (10:79,9:0,1 v/v/v) y McCN/H,O/TFA (65,0:34,9:0,1, v/v/v)
durante mis de 110 minutos. La absorcién de UV fue controlada a 214 nm y 280 nm. El cromatograma de HPLC
(controlado a 280 nm) se muestra en la Figura 2. Se generaron fracciones correspondientes a 10 grupos principales
como indica la Figura 2. El volumen fue reducido aproximadamente a un 25% por rotacién al vacio y las fracciones
fueron liofilizadas y comprobadas en el ensayo biolégico.

Se encontr6 actividad supresora del apetito en la fraccion G4H9 (Ejemplo 6) y los péptidos de esta fraccion fueron
analizados mediante el andlisis de la secuencia de aminodacidos y el andlisis de espectrometria de masas (Ejemplo 4).

Ejemplo 4
Caracterizacion quimica de los péptidos en la fraccion G4H9

El andlisis de la secuencia de aminodcidos se efectudé por degradaciéon de Edman automatizada usando un se-
cuenciador en fase gas Modelo 477 de Applied Biosystems esencialmente como describe el fabricante. El andlisis
de espectrometria de masas fue realizado usando un sistema API III LC/MS/MS (Sciex, Thornhill, Ont., Canada). El
instrumento cuadrupolar triple tiene un rango de masa-carga (m/z) de 2400 y se ajusta con una interfaz de electrospray
asistida neumdticamente (también denominada de pulverizacién iénica) (Bruins, A.P., Covey, TR., & Henion, J.D.
(1987) Anal. Chem. 59,2642-2646 y Covey, T.R., Bonner, R.F., Shushan, B.I., & Henion, J.D. (1988) Rapid Com-
mun. Masa Spectrom. 2, 249-256). La introduccién de la muestra fue realizada mediante una bomba de infusién de
jeringuilla (Sage Instruments, Cambridge, MA) a través de un capilar fundido (75 mm i.d.) con una velocidad de flujo
liquido establecida en 0,5-1 ml/min. La escala del instrumento m/z fue calibrada con iones de amonio aductos de
carga unica de glicoles de poli(propileno) (PPGs) bajo resolucién de unidad. La exactitud en las medidas de la masa
es generalmente superior a un 0,02%.
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Fraccion G4H9

Se encontr6 que el péptido dominante en esta fraccidn tiene la siguiente secuencia de aminodcidos:
HADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITD

El peso molecular encontrado segtin la espectrometria de masas fue: 3796.

Este péptido es idéntico al GLP-2 de rata (1-33). También se encontraron cantidades menores de los siguientes dos
péptidos:

DFPEEVAIAEELGRRHADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITDYy
HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

Estos péptidos son idénticos al GLP-2 de rata, el cual estd extendido de forma N-terminal con el péptido espaciador
2 y el GLP-1 de rata (1-36 amida), respectivamente.

Ejemplo 5
Meétodo de prueba para medir la supresion del apetito en ratones

Los ratones fueron privados de su alimentacién habitual durante dos dias y se les ofreci6 acceso libre a una solucién
de sacarosa a un 20% el primer dia de la privacién de alimentos. Después del periodo de dos dias de privacion de los
alimentos, se les inyectd por via intraperitoneal 0,5 ml de una solucién que contenia la sustancia de prueba. Treinta
minutos después de la inyeccidn, los ratones fueron colocados individualmente en ocho cajas de prueba de 15 cm?
con un suelo de rejilla de acero inoxidable y un tubo de cristal con bebida introducido en la caja. El tubo con bebida
estaba conectado a un depésito que contenia una solucion de sacarosa al 20% y el interior del tubo con bebida contenia
un electrodo que permitia la deteccién de contactos de la bebida con la solucién mediante medicion del flujo de una
débil (imperceptible) corriente eléctrica a través de los ratones por un aparato electrénico conectado al electrodo
del tubo con la bebida y al suelo de rejilla de acero inoxidable. El consumo de la solucién de sacarosa fue medido
durante un periodo de 10 minutos mediante registro electrénico de la cantidad total de contactos con la solucién de
sacarosa durante la sesién de prueba. El grado de supresion del apetito producido por la sustancia de prueba dada fue
determinada por comparacion estadistica de la duracion del consumo de sacarosa por los ratones de control (tratados
con un vehiculo) con la de los ratones tratados con una sustancia de prueba. El grado de supresion del apetito en un
grupo de ratones tratado fue expresado como porcentaje de la respuesta del grupo de control.

Ejemplo 6
Prueba de supresion del apetito en ratones mediante fracciones conteniendo GLP-2

Los ratones fueron evaluados para determinar la supresion del apetito (ver Ejemplo 5) tras un tratamiento con un
sustancia de prueba. La sustancia de prueba consistia en extractos del tumor de glucagonoma anorexigénico preparado
segun el Ejemplo 3 (fraccién G4 de la filtracién en gel) o segtn el Ejemplo 4 (fraccién G4H9 de HPLC) disueltos en
suero salino tamponado con fosfato. La solucién de prueba, la cual contenia material liofilizado de la fraccién G4 de la
filtracion en gel correspondiente a 3,3 tumores, suprimi6 el consumo de sacarosa en un 72%. De las 10 subfracciones
HPLC de la fraccién G4 de la filtracion en gel (ver Ejemplo 4 y figura 2), sélo la fraccién que contenia el GLP-2,
G4H9, present6 una supresion estadisticamente significativa del apetito, suprimiendo el consumo de sacarosa en un
49%, cuando se proporciond material liofilizado correspondiente a 5,3 tumores.

Ejemplo 7
Prueba para determinar la supresion del apetito en ratones mediante GLP-2 sintético

Los ratones fueron evaluados para determinar la supresion del apetito como se describe en el ejemplo 5 tras un
tratamiento con un sustancia de prueba consistente en GLP-2 porcino sintético disuelto en suero salino tamponado con
fosfato. E1 GLP-2 porcino tiene la siguiente secuencia de aminodcidos:

HADGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITD.

Una inyeccion intraperitoneal de la solucién de prueba consistente en 50 microgramos de GLP-2 porcino sintético
suprimi6 el consumo de sacarosa en un 38%.
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Ejemplo 8
Meétodo de prueba para medir la supresion del apetito en ratones

El método es como en el ejemplo 5, pero en lugar de un 20% de sacarosa se emplea un preparado de leche para
lactantes (Complan®). La sustancia de prueba se disuelve en un vehiculo consistente en suero salino tamponado con
fosfato con un 1% de albimina. Las sustancias de prueba disueltas en el diluyente se inyectan bien por via intravenosa
(IV) en un volumen de 100 microlitros o por via intracerebroventricular (ICV) en un volumen de 10 microlitros.
Ejemplo 9
Prueba para determinar la supresion del apetito en ratones mediante GLP-2 sintético

Los ratones fueron evaluados para determinar la supresién del apetito como se describe en el Ejemplo 8, tras un
tratamiento con una sustancia de prueba consistente en péptido GLP-2 humano sintético. E1 GLP-2 humano tiene la
siguiente secuencia de aminodcidos:

HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD.

Una inyeccién IV de la solucién de prueba consistente en 3 microgramos del GLP-2 humano sintético suprimi6
el consumo de leche en un 24%, mientras que las inyecciones ICV de 3 microgramos y 10 microgramos del GLP-2
humano sintético suprimi6 el consumo de leche en un 32% y 35%, respectivamente.

Referencias citadas en la descripcion
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REIVINDICACIONES
1. Composicién farmacéutica comprendiendo un éptido con la siguiente secuencia de aminodcidos
X'HX*DGSFSDEMNTXLDX*LAX X*DFINWLX' X*TKITD X’

donde X' es NH,, DFPEEVAIVEELGRR, DFPEEVTIVEELGRR, DFPEEVNIVEELRRR o un fragmento del
mismo,

X2 es Ala,

X3 es He o Val,

X* es Asn, Ser o His,

X3 es Ala o Thr,

X6 es Arg o Lys,

X" es Ile o Leu,

X® es Gln o His, y

X° es OH, Lys, Arg, Arg-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg o Lys-Lys.

2. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacion 1, donde X' es NH,.
3. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacién 1, donde X es Ile.

4. Composicién farmacéutica seguin la reivindicacién 1, donde X* es Asn.
5. Composicién farmacéutica segtin la reivindicacién 1, donde X° es Ala.
6. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacién 1, donde X° es Arg.
7. Composicién farmacéutica seguin la reivindicacién 1, donde X7 es Ile.

8. Composicion farmacéutica segtin la reivindicacién 1, donde X? es Gln.
9. Composicién farmacéutica segiin la reivindicacién 1, donde X° es OH.
10. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1, donde el péptido tiene la secuencia
HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD,
HADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITD,o
HADGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITD.

11. Composicién farmacéutica comprendiendo un péptido como se ha definido en cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 10 en combinacién con otro agente supresor del apetito o inductor del apetito.

12. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 11, donde dicho otro agente supresor del apetito o inductor
del apetito es péptido 1 tipo glucagén.

13. Composicién farmacéutica segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la cantidad del péptido estd
en el rango de desde unos 10 ug/kg de peso corporal hasta unos 5 mg/kg de peso corporal.

14. Uso de un péptido con la siguiente secuencia de aminodcidos:
X'HX°DGSFSDEMNTXLDX‘LAXX*DFINWLX"X3TKITDX®

donde X' es NH,, DFPEEVAIVEELGRR, DFPEEVTIVEELGRR, DFPEEVNIVEELRRR o un fragmento del
mismo,

X2 es Ala,
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X3 es Ile o Val,

X* es Asn, Ser o His,

X3 es Ala o Thr,

X6 es Arg o Lys,

X" esTle o Leu,

X8 es Gln o His, y

X es OH, Lys, Arg, Arg-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg o Lys-Lys

para la preparacién de una composicion farmacéutica para la supresién del apetito o la induccién a la saciedad.
15. Uso segtn la reivindicacion 14, donde X' es NH,.

16. Uso segtn la reivindicacion 14, donde X3 es Ile.

17. Uso segtn la reivindicacion 14, donde X* es Asn.

18. Uso segn la reivindicacion 14, donde X° es Ala.

19. Uso segtn la reivindicacion 14, donde X® es Arg.

20. Uso segin la reivindicacion 14, donde X es Ile.

21. Uso segun la reivindicacién 14, donde X® es Gin.

22. Uso segun la reivindicacién 14, donde X° es OH.

23. Uso segtn la reivindicacién 14, donde el péptido tiene la secuencia
HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD,
HADGSFSDEMNTILDNLATRDFINWLIQTKITD,o

HADGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITD.

24. Uso de un péptido como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 14 a 23 para la preparacién de una
composicién farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con la mala
regulacion del apetito.

25. Uso de un péptido como se ha definido en cualquiera las reivindicaciones 22 a 30 para la preparacién de una
composicién farmacéutica para la profilaxis o el tratamiento de la obesidad o la diabetes tipo II.
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