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DESCRIPCION
Polipéptidos de fusion de GLP-1 (péptido 1 de tipo glucagdn) con resistencia a peptidasa incrementada

La presente invencién se refiere a nuevos miméticos de armazén de péptidos de fusion de GLP-1 que tienen
extremos C prolongados, son resistentes a la inactivacion por la endopeptidasa IV, se pueden expresar a niveles
elevados en células animales transformadas, y p. €j. son utiles en el tratamiento de la diabetes de tipo 2.

El gen de glucagdn esta bien estudiado, véase p. ej. White, J.W. et al., 1986 Nucleic Acid Res. 14(12) 4719-4730. La
molécula de preproglucagén como molécula precursora de elevado peso molecular se sintetiza en las células
pancreaticas alfa y en las células L del yeyuno y el colon. El preproglucagéon es una prohormona de 180
aminoacidos de longitud y su secuencia contiene, ademas de glucagén, dos secuencias de estructura relacionada: el
péptido 1 de tipo glucagén (GLP-1) y el péptido 2 de tipo glucagéon (GLP-2). En la molécula de preproglucagon, entre
el GLP-1 y el GLP-2 se encuentra una secuencia peptidica de 17 aminoacidos (o mas bien una secuencia de 15
aminoacidos mas el sitio de escision RR C terminal), péptido intermedio 2 (IP2). La secuencia del IP2 localizada
entre el GLP-1 y el 2 en la molécula precursora es escindida normalmente de manera proteolitica después del aa 37
del GLP-1. El médulo de preproglucagén es por lo tanto escindido a diferentes péptidos, dependiendo de la célula, y
del entorno, incluyendo GLP-1 (1-37), un péptido de 37 aminoacidos en su forma no procesada. Generalmente, este
procesamiento se produce en el pancreas y en el intestino. La secuencia de GLP-1 (1-37) puede ser procesada
adicionalmente de manera proteolitica en GLP-1 activo (7-37), la forma procesada de 31 aminoacidos, o GLP-1 (7-
36) amida. Por consiguiente, la designacion GLP-1(7-37) indica que el fragmento en cuestion comprende los
residuos de aminoacido desde (e incluyendo) el numero 7 hasta (e incluyendo) el nimero 37 cuando se cuentas a
partir del extremo N terminal del péptido parental, GLP-1. La secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-36) amida y de
GLP-1 (7-37) se proporcionan en la formula I:

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-
Lys-Gly-Arg-X (I) que muestra GLP-1 (7-36) amida cuando X es NH2 y GLP-1 (7-37) cuando X es Gly-OH.

GLP-1 es una hormona del intestino y es el agente insulinotropico endégeno mas potente con acciones que incluyen
la estimulacion de la actividad de la adenilato ciclasa y de la proteina quinasa en las células beta. Fisiolégicamente,
junto con el polipéptido inhibidor gastrico de la parte superior del intestino, funciona como una hormona incretina que
disminuye el nivel de glucosa en sangre. Por lo tanto, el GLP-1, secretado en respuesta a la ingesta de alimento,
tiene p. ej. multiples efectos sobre el estbmago, el higado, el pancreas y el cerebro que trabajan en concierto para
regular el azucar en sangre. Por consiguiente, el péptido 1 de tipo glucagén GLP-1 (7-36) amida, y su analogo no
amidado GLP-1 (7-37) han atraido un considerable interés debido a la potencia de sus acciones sobre el
metabolismo de los carbohidratos y su potencial aplicabilidad al tratamiento de la diabetes, incluyendo la diabetes de
tipo 2. La diabetes de tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insulina, puesto que las células no responden
apropiadamente cuando esta presente la insulina. Este es un problema mas complejo que la diabetes de tipo 1. La
diabetes de tipo 2 puede pasar inadvertida durante afios en un paciente antes del diagndstico, puesto que los
sintomas son tipicamente mas suaves (sin cetoacidosis) y pueden ser esporadicos. Sin embargo, pueden surgir
graves complicaciones de la diabetes de tipo 2 inadvertida, incluyendo insuficiencia renal, y enfermedad cardiaca
coronaria. Esto conduce a un incremento de la morbidez y la mortalidad.

El GLP-1 (7-36) amida o el GLP-1 (7-37) tienen una vida en suero corta. El péptido es escindido por la dipeptidil
peptidasa IV (DPP-1V) entre los residuos 8 y 9. El péptido escindido es inactivo. De este modo el GLP-1,
administrado exdgenamente, tiene una vida extremadamente corta y tiene una utilidad limitada en aplicaciones
terapéuticas.

Se han realizado varios intentos para sintetizar analogos estabilizados (contra DPP-1V) del GLP-1 de origen natural
(GLP-1 (7-37)). En particular, el residuo 8 que in vivo es Ala, fue remplazado por otro residuo, por ejemplo, Gly, Ser
o Thr (Burcelin, R., et al. (1999) Metabolism 48, 252-258). El analogo Gly8 o G8 ha sido ampliamente sometido a
ensayo, tanto como molécula sintetizada, como producida por lineas celulares disefiadas genéticamente para
secretar el polipéptido mutante (Burcelin, R., et a1 (1999) Annals of the New York Academy of Sciences 875: 277-
285). Se han introducido otras modificaciones diferentes en GLP-1 (7-37) para intensificar su estabilidad in vivo sin
comprometer su actividad biolégica. Sin embargo, todos estos enfoques no lograron una trascendencia terapéutica
significativa debido a los considerables problemas que implicaban.

El documento 02/46227 describe las proteinas de fusién de GLP-1, que comprenden los compuestos 1 de tipo
glucagon fusionados a proteinas adecuadas para prolongar la vida media in vivo de los péptidos. Concretamente, el
documento WO 02/46227 describe una proteina de fusion de GLP-1 con albimina o inmunoglobulina. De acuerdo
con el documento WO 02/46227 tales proetinas se pueden utilizar para tratar la diabetes mellitus no
insulinodependiente asi como una variedad de otras afecciones. Sin embargo, el documento WO 02/46227 no
describe proteinas de fusiéon que comprenden como componente (I) GLP-1 (7-35, 7-36 o 7-37) N terminal o un
derivado del mismo y como componente (lI) una secuencia peptidica C terminal que contiene una secuencia de
acuerdo con el SEQ ID NO: 22 (RRDFPEEVAI).
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Del mismo modo, la patente de los Estados Unidos US 2003/0221201 describe proteinas de fusién de transferrina y
GLP-1. De un modo similar la patente de los Estados Unidos US 2003/0195154 describe una proteina de fusién de
GLP-1 y transtiretina como compafiero de fusién. Sin embargo, no se describen ni se sugieren mas proteinas de
fusion de GLP-1 en las patentes de los Estados Unidos US 2003/0221201 o US 2003/0195154, particularmente
otros posibles compafieros de fusion para GLP-1, capaces de estabilizar el GLP-1 in vivo.

El documento WO 99/46283 describe un producto conjugado con péptido farmacolégicamente activo que comprende
una secuencia peptidica farmacolégicamente activa (X), como GLP-1, y una secuencia peptidica estabilizadora (Z)
de 4 a 20 residuos de aminoacido, que estan unidas covalentemente a la secuencia peptidica farmacolégicamente
activa (X). La secuencia peptidica estabilizadora (Z) puede ser p. €j. la secuencia Lysp-Xaaq o Xaap-Lysq , en
donde p y q son numeros enteros en el intervalo de 1 a 14, con la condicién de que p+q esté en el intervalo de 3-15,
y cada Xaa se seleccione independientemente del grupo que consiste en Ser, Thr, Tyr, Asn, GIn, Asp, Glu, Arg, His,
Orn, acido 2,4-diaminobutanoico, acido 2,3-diaminopropanoico y Met, concretamente secuencias peptidicas cortas
de las férmulas Lys3-Glu3 o Glu3-Lys3. El documento WO 99/46283 no describe proteinas de fusion que
comprenden como componente () GLP-1 (7-35, 7-36 o 7-37) N terminal o un derivado del mismo y como
componente (Il) una secuencia peptidica C terminal que contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO 22:
(RRDFPEEVAI).

El documento WO 03/058203 describe un péptido de GLP-1 acoplado a un extremo C prolongado que proporciona
un aumento de estabilidad. Este extremo C prolongado comprende al menos 6 aminoacidos, preferiblemente de 7 a
9 aminoacidos. El documento WO 03/058203 no describe proteinas de fusion de GLP-1 que comprenden una
secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO 22 (RRDFPEEVAI) como extremo C prolongado.

La patente de los Estados Unidos US 2004/0146985 describe una proteina de fusiéon de GLP-1 (7-37) que contiene
multiples copias del péptido de GLP-1 (7-37) para producir este agente terapéutico a mayor escala. La patente de
los Estados Unidos US 2004/0146985 no describe una proteina de fusion de GLP-1 (7-37) que comprende como
componente (I) GLP-1 (7-35, 7-36 o 7-37) N terminal o un derivado del mismo y como componente (Il) una
secuencia peptidica C terminal que contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO 22: (RRDFPEEVAI).

La patente de los Estados Unidos US 5.861.284 describe péptidos de fusion de GLP-1 (7-37) y una secuencia de
aminoacidos derivada del factor de crecimiento de fibroblastos en el extremo C. La invencion de la patente de los
Estados Unidos US 5.861.284 esta dirigida particularmente a la produccién de péptidos libres de cisteina,
producidos por medio de una proteina de fusidon que comprende una proteina que tiene cisteina en su extremo N y
un péptido libre de cisteina ligado al extremo Ny la posterior escision del péptido libre de cisteina. La patente de los
Estados Unidos US 5.861.284 no describe péptidos de fusion de GLP-1 (7-37) ni una secuencia peptidica que
contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO 22: (RRDFPEEVAI).

Una revision de Kieffer et al. (Endocrine Reviews (1999) Vol. 20, No. 6, paginas 876-913) y una revision de Drucker
et al. (Mol. Endocrinol. (2003) Vol. 17, No. 2, paginas 161-171) describen la secuencia de aminoacidos del
proglucagon en donde en este péptido de origen natural el péptido de GLP-1, IP-2 y el péptido de GLP-2 estan
fusionados. No se describen péptidos de fusion de GLP-1 (7-37, 7-36 o 7-35).

Ademas, una revision de Perry et al. (Current Alzheimer Research, 2005, 2, 377-385) se refiere a la relacion entre la
ruta del receptor de GLP y la enfermedad de Alzheimer. No se describen péptidos de fusion de GLP-1 de acuerdo
con la presente invencion en Perry et al. (2005).

El documento WO 98/08871describe varios derivados de GLP-1, en particular un derivado de GLP-1, en donde al
menos un aminoacido de GLP-1 tiene un sustituyente lipofilico unido. Sin embargo, el documento WO 98/08871 no
describe Péptidos de fusidon de GLP-1 de GLP-1 (7-37, 7-36 o 7-35) ni una prolongacién peptidica del extremo C de
GLP-1.

En el documento WO/9953064, Thorens, B. describe una estrategia para crear una casete de expresion de GLP-1
multimérica que se puede incorporar a una variedad de tipos celulares que son lineas celulares inmortalizadas y
cultivos de células primarias en division disponibles al publico. Los ejemplos incluyen neuroesferas sensibles a EGF,
células pluripotenciales progenitoras neurales sensibles a bFGF del CNS de mamiferos, mientras que el ejemplo de
trabajo utiliza células de rifidn de cria de hamster, BHK. Se mencion6 que se habian utilizado las células
transfectadas implantadas para tratar con éxito ratones diabéticos, permitiendo un control de glucosa equivalente
sustancialmente a los controles no diabéticos. Sin embargo, estas técnicas no cumplen con los requisitos de un
tratamiento que se administra rutinariamente a pacientes con diabetes.

Otro enfoque para estabilizar el nivel de glucosa exdgena se basa en una nueva clase de medicinas conocidas como
miméticos de incretina, bajo investigacion para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. La exenatida (Byetta®) es una
version sintética de un compuesto natural que se encuentra en la saliva del lagarto monstruo de Gila. En los ensayos
clinicos, un mimético de incretina (exenatida) ha demostrado reducciones de azlcar en sangre y mejoras en los
marcadores de la funcion de las células beta. Sin embargo, la exenatida muestra solo ciertos efectos de la hormona
incretina humana péptido 1 de tipo glucagén (GLP-1).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2397289 T3

En resumen, en la actualidad no existe ninguna terapia disponible para la diabetes de tipo 2 eficaz, que permita
disminuir el nivel de glucosa en sangre basandose en GLP-1, en otras palabras proporcionar una terapia que refleje
el espectro completo de los efectos beneficiosos conocidos para GLP-1, por ejemplo su actividad a concentraciones
fisiologicas para reducir fuertemente la tasa de entrada de los nutrientes en la circulacion mediante una reduccion de
la tasa de vaciado gastrico en sujetos obesos o su actividad estimuladora de la insulina. Por lo tanto, un objeto de la
presente invencion es proporcionar moléculas peptidicas basadas en GLP-1 que sean biolégicamente activas y
resistentes a la degradacion proteolitica.

La presente invencion se refiere a un mimético de armazén de un péptido de fusiébn que comprende como
componente (l) N-terminalmente

(i) GLP-1 (7-37) del SEQ ID NO: 1 o una secuencia funcional que ejerce los efectos bioldgicos de GLP-1 como
hormona incretina, su accién antiapoptética o sus propiedades neurotréficas y que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con GLP-1 (7-37), o

(i) un péptido de GLP-1 modificado que consiste en la secuencia de aminoacidos de férmula Il: Xaa7-Xaa8-
Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa-16-Ser-Xaa-18-Xaa19-Xaa20-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Xaa25-Xaa26-Xaa27-Phe-
lle-Xaa30-Trp-Leu-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37, donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina,
2-amino-histidina, 3-hidroxi-histidina, homohistidina, N-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-
piridilalanina , 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-
aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-aminociclopentil)carboxilico, acido (1-
aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-aminociclooctil)carboxilico; Xaa16 es
Val o Leu; Xaa18 es Ser, Lys o Arg; Xaa19 es Tyr o GIn; Xaa20 es Leu o Met; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es
GIn, Glu, Lys o Arg; Xaa25 es Ala o Val; Xaa26 es Lys, Glu o Arg; Xaa27 es Glu o Leu; Xaa30 es Ala, Glu o Arg;
Xaa33 es Val o Lys; Xaa34 es Lys, Glu, Asn o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg, Gly o Lys o amida o esta
ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente,

y como componente (lI) en el C terminal una secuencia peptidica de al menos 9 aminoacidos y que contiene una
secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 22 (RRDFPEEVAI) o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con el SEQ ID NO: 22, que confiriere una resistencia mejorada a la inactivaciéon por DPP-1V del péptido
de fusion,

en donde mimético de armazén muestra una modificaciéon de uno o mas de los miembros de la cadena principal
(NH, CH, CO), ya sea en forma de sustitucion o en forma de una insercién, y su estructura de cadena lateral es
idéntica a la del péptido correspondiente.

Preferiblemente, la presente invencion se refiere a un mimético de armazdén de una proteina de fusiéon como se ha
definido anteriormente, en donde el componente (I) es GLP-1 (7-35) o GLP-1 (7-36).

La presente invenciéon se basa en el hallazgo de que el péptido de la invencién resultante esta protegido contra la
degradacion proteolitica in vivo, principalmente debida a la actividad proteolitica de la endopeptidasa IV. El péptido
de la invencion que tiene al menos dos componentes (1) y (lI) como se ha definido anteriormente, muestra ka
actividad biolégica de GLP-1 y, simultaneamente, confiere estabilidad a GLP-1 como su componente (I) por medio
de una prolongacién C-terminal.

El término "péptido de la invencién", segun se utiliza en la presente memoria, es un mimético de armazén de un
péptido de fusion tal como se define en la presente memoria, una variante, un analogo, un fragmento o un derivado
del mismo, incluyendo combinaciones, por ejemplo, un fragmento derivatizado, analogo o variante de un péptido de
fusion. El término "péptido de GLP-1", segun se utiliza en la presente memoria significa GLP-1 (7-35, 36 o 37),
mientras que se pretende que "péptido de GLP-1 modificado" signifique cualquier analogo de GLP-1, derivado de
GLP-1, variante de GLP-1 o fragmento de GLP-1, incluyendo un fragmento derivatizado, analogo o variante de GLP-
1 (7-35, 36 o0 37), que puede existir en cualquiera de los componentes (1) y (Ill) del péptido de la invencion. El
término "péptido de GLP-2", segun se utiliza en la presente memoria significa GLP-2 (1-33, 34, o 35), mientras que
se pretende que "péptido de GLP-2 modificado" signifique cualquier analogo, fragmento o variante de GLP-2, un de
derivado de GLP-2 o un derivado de un analogo de GLP-2, incluyendo un fragmento derivatizado, analogo o variante
de GLP-2 (1-33, 34 o 35). Las variantes, analogos, fragmentos y derivados se clasifican como modificaciones de la
secuencia no modificada, por ejemplo, GLP-1 (7-35, 36 6 37) o GLP-2 (1-33, 34 o 35). En el sentido de la presente
invencion, cualquier variante, analogo, fragmento o derivado tiene que ser funcional, por ejemplo, tiene que ejercer
el mismo efecto biolégico o efectos biolégicos similares a los del péptido GLP-1 no modificado.

El péptido de la invencion es un mimético de armazoén de un péptido de fusion o una variante, analogo, fragmento o
derivado del mismo, en donde el componente (I) puede contener una secuencia que tiene al menos 80%, mas
preferiblemente al menos 85% y aun mas preferiblemente al menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID
NO: 1. El SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de aminoacidos nativa de GLP-1 (7-37) (longitud de 31
aminoacidos), que esta estrictamente conservado entre mamiferos.

El segundo componente (componente (lI)) como se ha definido anteriormente del mimético de armazén de un
péptido de fusion de acuerdo con la invenciéon (o mas generalmente cualquier péptido de la invencion incluyendo
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analogos, fragmentos, variantes o derivados de péptidos de fusion) contiene tipicamente una secuencia peptidica
que forma una estructura de tipo giro B. Una estructura en giro 3 es un elemento de estructura secundaria tipico de
proteinas o péptidos. Esta formado tipicamente por cuatro aminoacidos, que revierten la direccion de la cadena
principal del péptido o la proteina. La secuencia de aminoacidos del componente (Il) contiene al menos nueve
aminoacidos y contiene por lo menos un residuo de prolina en su secuencia. Los residuos de prolina son
aminoacidos comunes dentro de la secuencia de aminoacidos tetramérica que forma el giro B. El residuo de prolina
comunmente se encuentra tipicamente en la posicion 2 o 3, preferiblemente 2, de la secuencia tetramérica del giro
que existe en el componente (Il) del péptido de fusion.

Como se definié anteriormente, en el mimético de armazén de un péptido de fusidn de la invencion, el componente
(I) es una secuencia peptidica que contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 22 (RRDFPEEVAI)
(todas las secuencias de péptidos dadas en el cddigo de una letra) o una secuencia que tiene al menos 80% de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 22. EI SEQ ID NO: 22 es una secuencia parcial de la de secuencia de IP-
2 completa (péptido 2 intermedio), que contiene 10 aminoacidos N-terminales de la secuencia de IP-2 completa de
15 aminoacidos de longitud. IP-2 es un ejemplo preferido de una secuencia peptidica que contiene giros . Por
consiguiente, otras secuencias preferidas mas fuertes que estan contenidas en el componente (Il) son secuencias
de aminoacidos parciales mas largas de IP-2, tales como la secuencia de 14 aminoacidos N-terminal que existe en
seres humanos (SEQ ID NO: 23 (RRDFPEEVAIVEEL)) o su contraparte murina (SEQ ID NO 24
(RRDFPEEVAIAEEL)) o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 23 o
24. Los mas preferidos como elementos que estan contenidas en el componente (Il) del péptido de fusion son la
secuencias de IP-2 completas que tienen los 15 aminoacidos de la secuencia de IP-2 de origen natural (SEQ ID NO:
2 (RRDFPEEVAIVEELG), humana, o SEQ ID NO 3 (RRDFPEEVAIAEELG) murina) o una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 2 o 3. Dentro del alcance de la presente invencion
también se encuentran todas las isoformas de IP2 de mamifero (variantes naturales de IP2 entre mamiferos). Se
puede proporcionar mas de una copia de una secuencia que incluida en el componente (ll), por ejemplo, 2, 3 o
incluso mas copias de IP2 o un fragmento, variante o analogo o derivado de IP2.

Por consiguiente, se prefiere un mimético de armazoén de un péptido de fusion de la invencién que contiene una
secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 8 (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIAEELG),
es decir GLP-1 (7-37) conectado sin ninguna secuencia conectora por medio de su extremo C a IP2 murino o de
acuerdo con el SEQ ID NO: 12 (HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELG), es decir GLP-
1 (7-37) conectado sin ninguna secuencia conectora por medio de su extremo C a IP2 humano. También estan
incluidos las variantes, analogos o fragmentos del mismo que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%
con los SEQ ID NO: 8 y 12 o derivados de los mismos.

Sin vincularse a ninguna teoria, los autores de la presente invencion concluyen que la inestabilidad de GLP-1 (7-35,
36 o 37), si se administra a cualquier paciente que lo necesite, se debe a su estructura tridimensional no protegida.
Las proteasas pueden escindir el péptido GLP-1 (7-35, 36 o 37) y suprimir su actividad fisiolégica rapidamente in
vivo. Al enlazar una secuencia peptidica al extremo C de GLP-1 (7-35, 36 o 37) su estructura gana estabilidad frente
a la degradacion enzimatica. La ganancia en estabilidad se mejora extraordinariamente, si la secuencia peptidica C-
terminal adicional (que esta contenida en el componente (I) del péptido de fusiéon de acuerdo con la invencion) se
vuelve a plegar debido a la presencia de un elemento estructural de giro B formado por su estructura primaria y que
proporciona rigidez al componente (ll). Se ha descubierto que el mimético de armazén de un péptido de fusion de la
invencion, en virtud de su prolongaciéon con un péptido C-terminal que contiene preferiblemente un elemento
estructural de giro beta, tiene una resistencia mejorada a la inactivacion de DPP-IV. El péptido C-terminal o bien no
se escinde de la secuencia de GLP-1 (7-35, 36 o 37) antes de actuar sobre su receptor en las células diana o bien
puede ser escindido enzimaticamente para formar GLP-1 (7-35, 36 o 37) in vivo. Independientemente de la forma
exacta del péptido de la invencién unido al sitio del receptor de GLP-1, el péptido de la invenciéon ejerce su funcion
como un compuesto insulinotropico activo.

Las secuencias de péptidos, que se considera que son adecuadas para estar contenidas en el componente (ll)
debido a una estructura primaria que forma un elemento de giro B pueden ser identificadas facilmente mediante
métodos adecuados, p. €j. espectroscopicos, p. ej. dicroismo circular, u otros métodos conocidos para los expertos
en la técnica.

El componente (II) y el componente (l) pueden estar unidos directamente o unidos por medio de una secuencia
conectora. Preferiblemente, ambos componentes estan directamente conectados entre si. En caso de que estén
conectados a través de un conector (o0 espaciador), el conector es preferiblemente un conector peptidico o un
conector organico. Un conector peptidico tiene tipicamente una longitud de 1 a 10 aminoacidos, preferiblemente de 1
a 5, incluso mas preferiblemente de 1 a 3 aminoacidos, en algunos casos la secuencia conectora puede ser incluso
mas larga comprendiendo 11 a 50 aminoacidos. Un conector peptidico puede estar compuesto de varias secuencias
de aminoéacidos. Preferiblemente, un conector peptidico introducira cierta flexibilidad estructural entre los
componentes a conectar. La flexibilidad estructural se consigue por ejemplo, por tener un conector peptidico que
contiene varios residuos de prolina o glicina, preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente al menos 40% y
aun mas preferiblemente al menos 60% de residuos prolina y glicina dentro de la secuencia conectora.
Independientemente de la secuencia especifica el péptido conector puede ser preferiblemente inmunolégicamente
inactivo.
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En una realizacién preferida de la presente invencion, un péptido de la invencion, es decir, un mimético de armazon
de un péptido de fusidon o sus analogos, fragmentos, variantes o derivados, contiene un tercer componente
(componente (lll)) que esta conectado al extremo C del componente (ll). El acoplamiento puede ser directo o
indirecto a través de una secuencia conectora. Con respecto a la secuencia conectora se hace referencia a la
descripcién anterior para un conector que enlaza el componente () y el componente (ll). Generalmente, el
componente (lll) comprende al menos cuatro residuos de aminoacidos, preferiblemente al menos 10 residuos de
aminoacidos adicionales, mas preferiblemente al menos 20, o al menos 30. En términos funcionales, el componente
(II) se proporciona para mejorar aun mas la estabilidad del mimético de armazén de un péptido de fusion de la
invencion. Se espera que el componente (lll) no interfiera en la funcion bioldgica del mimético de armazon de un
péptido de fusion de la invencion que es aprox. comparable a la actividad bioldgica de GLP-1 (7-37).

Preferiblemente, el componente (llI) mimético de armazoén de un péptido de fusidn de la invencidn que comprende al
menos 4, preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 20 residuos de aminoacidos adicionales de la
secuencia N-terminal de una isoforma de GLP-2 de cualquier organismo mamifero (otra variante de origen natural de
GLP-2 entre mamiferos), p. €j. isoformas murinas o humanas como se muestra en los SEQ ID NO: 4 y 5. El GLP-2
se produce en pro-glucagdn y también esta involucrado en el metabolismo de hidratos de carbono. Al igual que con
la secuencia biolégicamente activa incluida en el componente (l) (péptido de GLP-1), el componente (lll) puede
comprender también analogos, variantes o derivados de formas de origen natural de GLP-2. Alternativamente, el
componente (lll) puede comprender también al menos 4, preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al
menos 20 residuos de aminoacidos adicionales de la secuencia N-terminal de GLP-1 (7-37), incluyendo
correspondientemente todas las isoformas de mamiferos o - como se describe en la presente memoria - todas las
variantes funcionales, analogos o derivados de los mismos. En términos generales, el componente (lll) puede
contener cualquier forma de un péptido GLP-1 o un péptido modificado de GLP-1, que se describe en la presente
memoria como adecuado para el componente (I) del mimético de armazdén de un péptido de fusion de la invencion.
En una alternativa adicional, el componente (lll) también puede contener formas quiméricas de GLP-1 (7-37) y GLP-
2. Una forma quimérica puede ser producida mediante el acoplamiento de GLP-1 (7-37) y GLP-2 (o fragmentos,
analogos, variantes o derivados de ambos) entre si y la posterior introducciéon de esta forma quimérica como
componente (lll) en el péptido de la invencién. Preferiblemente, la forma quimérica estd compuesta por una
secuencia parcial de GLP-1 (7-37) y una secuencia parcial de GLP-2 conectadas. Por ejemplo, la forma quimérica
puede incluir los 5-30 aminoacidos N-terminales de GLP-1 y los 5-30 aminoacidos C-terminales de GLP-2 o
viceversa, por ejemplo, los aminoacidos 7 u 8 a 22, 23, 24, 25, 26, 27, o 28 de GLP-1 (7-37) y la secuencia de
aminoacidos desde la posicion 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 a por ejemplo el extremo C de GLP -2.

Si las modificaciones de las formas de origen natural de GLP-2 o GLP-1 (7-37), respectivamente, se utilizan como
componente (lll), el componente (lll) contiene preferiblemente la secuencia de los SEQ ID NO: 4 o 5 o del SEQ ID
NO: 1, respectivamente, o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 4
o0 5 0 el SEQ ID NO: 1. Los derivados de estas secuencias preferidas, por ejemplo debido a modificaciones de
cadena lateral o modificaciones de la cadena principal del péptido, etc. (descritos en la presente memoria como
"derivados"), también se incluyen como componente (lll) en la presente invencion.

En otra realizacion, el componente (lll) puede contener una pluralidad de secuencias como se ha descrito
anteriormente. Por ejemplo, el componente (lll) puede contener al menos dos, preferiblemente 2, 3, o 4 copias de
GLP-1 (7-37) y/o GLP-2 o al menos dos copias de secuencias que tienen al menos 80% de identidad de secuencia
con el los SEQ ID NO: 1, 4 o 5. También el componente (lll) puede contener mas de una copia de una version
quimérica de GLP-1 (7-37) o GLP-2, como se ha descrito anteriormente, p. . formando finalmente una combinacién
de una o varias versiones quiméricas junto con GLP-1 (7-37) y/o GLP-2 o sus modificaciones con al menos 80% de
identidad de secuencia. Dentro del alcance de la presente invencion también hay dos o mas, preferiblemente dos
componentes (lll), que pueden por ejemplo estar (1) conectados por su extremo N al extremo C del componente (1)
y (2) conectados por su extremo C al extremo N del componente (I) a través de un conector o directamente. Si se
proporcionan dos componentes (lll), estos pueden ser idénticos o diferentes.

Por consiguiente, los miméticos de armazoén de péptidos de fusion de la invenciéon que contienen tres componentes
(, (I y () son particularmente preferidos. Cuatro realizaciones especificas que contienen todos estos
componentes se seleccionan de un grupo que consiste en: SEQ ID NO 6 (N-GLP-1 (7-37)-IP2 (murino)-RR-GLP-1
(7-37)-C, también denominado CM1 murino en la presente memoria), SEQ ID NO 7 (N-GLP-1 (7-37)-IP2 (murino)-
RR-GLP2-C, también denominado CM2 murino en la presente memoria), SEQ ID NO 10 (N-GLP-1 (7-37)-IP2
(humano)-RR-GLP-1 (7-37)-C, también denominado CM1 humano), y SEQ ID NO 11 (N-GLP-1 (7-37)-IP2 (humano)-
RR-GLP-2-C), también denominado humano CM2 en la presente memoria) o una secuencia que tiene al menos 80%
de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 6, 7, 10, o 11 o un derivado de los mismos . Todas las secuencias 6,
7, 10 y 11 contienen un conector RR (dos residuos de arginina) en el extremo C de IP2 (componente (ll)), que
alternativamente también se puede descartar. EIl Componente (l) en cada una de las realizaciones de acuerdo con
los SEQ ID NOS: 6, 7, 10 o 11 es GLP-1 (7-37), mientras que el componente (lll) (en cada una de estas
realizaciones conectado al extremo C del componente (1)) es o bien GLP-1 (7-37) o bien GLP-2.

Los miméticos de armazén de un péptido de fusion de la invencion o un componente de los mismos pueden
producirse en diversas formas modificadas. Estas formas modificadas se exponen a continuacién y se describe con
mas detalle.
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El término "sales" en la presente memoria hace referencia tanto a sales de grupos carboxilo como a sales de adicion
de acido de grupos amino de los péptidos de fusion descritos anteriormente o analogos, fragmentos, derivados o
variantes de los mismos. Las sales de un grupo carboxilo pueden formarse por medios conocidos en la técnica e
incluyen sales inorganicas, por ejemplo, sales de sodio, calcio, amonio, férricas o de zinc, y similares, y las sales con
bases organicas como las formadas, por ejemplo, con aminas, tales etanolamina, arginina o lisina, piperidina,
procaina y similares. Las sales de adicidon de acido incluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales, tales como,
por ejemplo, acido clorhidrico o acido sulfurico, y sales con acidos organicos, tales como, por ejemplo, acido acético
0 acido oxalico. Por supuesto, cualquiera de tales sales debe retener la actividad biologica de los péptidos de la
invencion relevante para la presente invencion, es decir, la capacidad de reducir la tasa de entrada de los nutrientes
en la circulacién. Como se describe a continuacion, las formas de sales de los péptidos pueden estar contenidas en
una formulacion farmacéutica.

Un "fragmento" de un péptido de fusion de acuerdo con la presente invencidon hace referencia a cualquier
subconjunto de las moléculas, es decir, un péptido mas corto que conserva la actividad biolégica deseada. Los
fragmentos se pueden preparar facilmente mediante la eliminacion de aminoacidos de cualquier extremo de la
molécula y sometiendo a ensayo el resultante para determinar sus propiedades como incretina. Se conocen las
proteasas para eliminar un aminoacido cada vez, ya sea del extremo N y/o el extremo C de un polipéptido, y asi la
determinacién de los fragmentos que retienen la actividad biolégica deseada implica Unicamente una
experimentacion rutinaria. De forma concluyente, los fragmentos pueden deberse a deleciones de aminoacidos en
los extremos del péptido y/o de aminoacidos situados dentro de la secuencia del péptido.

Ademas, el mimético de armazoén de un péptido de fusion de la invencion que tiene actividad anti-diabetes de tipo 2,
ya sea el propio mimético de armazén de un péptido de fusién, un analogo o variante, sal, derivado funcional y/o
fragmento del mismo, también puede contener residuos de aminoacido adicional que flanquean el mimético de
armazén de un péptido de fusion de la invencién. Siempre que la molécula resultante conserve su resistencia o
estabilidad frente a proteasas y su capacidad para actuar como incretina, se puede determinar si cualquiera de tales
residuos flanqueantes afecta a las caracteristicas basicas y novedosas del péptido nucleo, por ejemplo, por sus
efectos sobre las células del pancreas, mediante experimentacion rutinaria. El término "que consiste esencialmente
en", cuando se refiere a una secuencia especifica, significa que pueden estar presentes residuos flanqueantes
adicionales que no afectan a las caracteristicas basicas y novedosas del mimético de armazén de un péptido de un
fusion invencién especificado. Este término no comprende sustituciones, deleciones o adiciones en la secuencia
especificada.

Una "variante" de acuerdo con la presente invencion hace referencia a una molécula que es sustancialmente similar
al mimético de armazén de un péptido de fusion de la invencién completo definido anteriormente o un fragmento del
mismo. Los péptidos variantes pueden prepararse convenientemente mediante sintesis quimica directa del péptido
variante, usando métodos bien conocidos en la técnica. Por supuesto, una variante de un mimético de armazén de
un péptido de fusién de la invencion tendria una actividad anti-diabética similar, p. ej. estimuladora de insulina, a la
del correspondiente péptido de GLP-1 de origen natural.

Alternativamente, se pueden preparar variantes de secuencia de aminoacidos de los miméticos de armazoén de los
péptidos de fusién definidos anteriormente mediante mutaciones en los ADN que codifican los derivados
sintetizados. Dichas variantes incluyen, por ejemplo, deleciones de, o inserciones o sustituciones de residuos dentro
de la secuencia de aminoacidos. También se puede realizar cualquier combinaciéon de deleciones, inserciones y
sustituciones para llegar al constructo final, siempre que el constructo final posea la actividad deseada. Obviamente,
las mutaciones que se realizaran en el ADN que codifica el péptido variante no deben alterar el marco de lectura y
preferiblemente no crearan regiones complementarias que podrian producir estructuras de ARNm secundarias.

Un "analogo" de los miméticos de armazén de los péptidos de fusidn definidos anteriormente, de acuerdo con la
presente invencion, hace referencia a una molécula no natural que es sustancialmente similar a la molécula
completa o a un fragmento activo de la misma. Dicho analogo, exhibiria la misma actividad que el correspondiente
péptido de GLP-1 de origen natural.

Los tipos de sustituciones que se pueden realizar en el mimético de armazon de un péptido de fusion de la invencion
o0 un componente del mismo, de acuerdo con la presente invencion, se pueden basar en el analisis de las
frecuencias de cambios de aminoacidos entre una proteina/péptido homoélogos de especies diferentes. Basandose
en dicho anadlisis, las sustituciones conservativas pueden definirse en la presente memoria como intercambios dentro
de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos alifaticos, no polares o ligeramente polares, pequefios: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly; Il. Residuos polares
cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu, GIn; Ill. Residuos polares con carga positiva: His, Arg, Lys; IV.
Residuos alifaticos no polares, grandes: Met, Leu, lle, Val, Cys; V. residuos aromaticos grandes: fenilalanina, Try,
Trp.

Dentro de los grupos anteriores, las siguientes sustituciones se consideran como "altamente conservativas":
Asp/Glu; His/Arg/Lys; Phe/Tyr/Trp; Met/Leu/lle/Val. Las sustituciones semiconservativas se definen como
intercambios entre dos de los grupos () - (IV) anteriores, que se limitan al supergrupo (A), que comprende (l), (Il) y
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(I) anteriores, o al supergrupo (B), que comprende (IV) y (V) anteriores. Las sustituciones no se limitan a los
aminoacidos codificados genéticamente o incluso a los de origen natural.

En general, los andlogos o variantes del mimético de armazén de un péptido de fusién de la invenciéon también
pueden contener sustituciones de aminoéacidos, p. ej., realizadas con la intencion de mejorar la solubilidad
(sustitucion de aminoacidos hidrofobos por aminoacidos hidréfilos). En una realizacion de variantes/analogos del
péptido GLP-1 del mimético de armazon de un péptido de fusion de la invencion que existe en el componente (l) y/o
(111) del péptido de la invencion) el péptido de GLP-1 (modificado) se caracteriza por una o mas sustituciones en las
posiciones 7, 8, 11, 12, 16, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 33, 34, 35, 36, o 37 del péptido GLP-1. Como ejemplo de la
siguiente nomenclatura [Arg34-GLP-1 (7-37)] designa un analogo de GLP-1 en donde la lisina de origen natural en la
posicion 34 ha sido sustituida por arginina.

Especificamente, el componente (l) y/o (Ill), de un mimético de armazén de un péptido de fusidon de la invencion
puede comprender variantes y analogos de GLP-1 (7-35, 36 o 37) que incluyen, por ejemplo, GIn9-GLP-1 7-37), D-
GIn9-GLP-1 (7-37), acetil-Lys9-GLP-1 (7-37), Thr16-Lys18-GLP-1 (7-37), y Lys18-GLP 1-(7-37), Arg34-GLP-1 (7-37),
Lys38-Arg26-GLP-1 (7-38)-OH, Lys36-Arg26-GLP-1 (7-36), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1
(7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26-Lys38-
GLP-1 (7-38), Arg26-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg34-Lys38-GLP-1 (7-38), Ala37-Lys38-GLP-
1(7-38), y Lys37-GLP-1 (7-37).

En otra realizacion de la invencion, el mimético de armazoén de un péptido de fusion de la invencion contiene como
componente (1) o (lll) un péptido GLP-1 modificado que comprende la secuencia de aminoacidos de la siguiente
férmula II:

Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa-16-Ser-Xaa-18-Xaa19-Xaa20-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Xaa25-Xaa26-
Xaa27-Phe-lle-Xaa30-Trp-Leu-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaad7,

en donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, 3-hidroxi-histidina, homohistidina,
N-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina , 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es
Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-
aminociclooctil)carboxilico; en donde Gly es particularmente preferido; Xaa16 es Val o Leu; Xaa18 es Ser, Lys o Arg;
Xaa19 es Tyr o GIn; Xaa20 es Leu o Met; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es GIn, Glu, Lys o Arg; Xaa25 es Ala o
Val; Xaa26 es Lys, Glu o Arg; Xaa27 es Glu o Leu; Xaa30 es Ala, Glu o Arg; Xaa33 es Val o Lys; Xaa34 es Lys, Glu,
Asn o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg, Gly o Lys o amida o esta ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys,
amida o esta ausente.

En otra realizacién de la invencion, el componente (1) y/o (lll) del mimético de armazoén de un péptido de fusion de la
invencion contiene un péptido de GLP-1 modificado que comprende la secuencia de aminoacidos de la siguiente
férmula ll1:

Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa18-Tyr-Leu-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Ala-Xaa26-Glu-Phe-lle-
Xaa30-Trp-Leu-Val-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaad7,

en donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, -hidroxi-histidina, homohistidina, N-
acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala,
Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-
aminociclooctil) carboxilico; Xaa18 es Ser, Lys o0 Arg; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es GIn, Glu, Lys o Arg; Xaa26
es Lys, Glu o Arg; Xaa30 es Ala, Glu o Arg; Xaa34 es Lys, Glu o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg o Lys,
amida o esta ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu o Lys, amida o esta ausente.

En una realizacion particularmente preferida de la invencion, el componente (1) y/o (Ill), del mimético de armazoén de
un péptido de fusidn de la invencion contienen un péptido de GLP-1 (modificado), que se selecciona entre GLP-1 (7-
35) GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-36) amida, GLP-1 (7-37) o una variante, analogo o derivado del mismo. También son
preferidos los péptidos de la invencion que comprenden en sus componentes (I) y/o (iii) un péptido GLP-1
modificado que tiene un residuo Aib en la posicion 8 o un residuo de aminoacido en la posicion 7 de dicho péptido de
GLP-1, que se selecciona del grupo que consiste en D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, hidroxi-
histidina, homohistidina, N-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina y
4-piridilalanina.

Los ejemplos de produccion de sustituciones de aminoacidos en las proteinas que pueden ser utilizados para la
obtencion de analogos para su uso en la presente invencidn incluyen etapas cualesquiera de los métodos
conocidos, tales como los presentados en las Patentes de los Estados Unidos RE 33.653; 4.959.314; 4.588.585 y
4.737.462, de Mark et al; 5.116.943 de Koths et al; 4.965.195 de Namen et al; y 5.017.691 de Lee, et al, y proteinas
sustituidas con lisina presentadas en la Patente de los Estados Unidos 4.904.584 (Shaw et al).
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Preferiblemente, la variante o analogo, definidos anteriormente y contenidos en el componente (1), () y/o (),
tendran una secuencia nucleo, que es la misma que la de la secuencia "nativa", por ejemplo, GLP-1 (7-37) o GLP-2
o un fragmento biolégicamente activo del mismo o cualquier isoforma IP2, que tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 80% de identidad con la secuencia de aminoacidos nativa y conserva la actividad biolégica de la
misma. Mas preferiblemente al menos 90% de identidad, o lo mas preferiblemente al menos 95% de identidad con la
secuencia nativa. Cuando se dice que un péptido concreto tiene un porcentaje de identidad especifico para un
polipéptido de referencia de una longitud definida, el porcentaje de identidad es relativo al péptido de referencia. Por
lo tanto, un péptido que es 50% idéntico a un polipéptido de referencia que tiene 100 aminoacidos de longitud puede
ser un polipéptido de 50 aminoacidos que es completamente idéntico a una porcion de 50 aminoacidos de longitud
del polipéptido de referencia. También podria ser un polipéptido de 100 aminoacidos de longitud, que es 50%
idéntico al polipéptido de referencia en toda su longitud. Por supuesto, otros polipéptidos cumpliran los mismos
criterios. El término "identidad de secuencia" segun se utiliza en la presente memoria significa que las secuencias se
comparan de la siguiente manera. Las secuencias se alinean usando la Version 9 de GAP del Grupo de
Computacion Genética (programa de alineamiento global), utilizando una matriz de valores por defecto (valores -4 a
+11) (BLOSUM®62) con una penalizacién por apertura de espacio de -12 (para el primer nulo de un espacio) y una
penalizacién de extension del espacio de -4 (por cada nulo adicional consecutivo en el espacio). Después del
alineamiento, se calcula el porcentaje de identidad expresando el nimero de emparejamientos como el porcentaje
del numero de aminoacidos en la secuencia reivindicada.

Los derivados de un mimético de armazoén de un péptido de fusiéon o un analogo, fragmento o variante del mismo
también estan abarcados por la presente invencién. Se pretende que el término "derivados" de un mimético de
armazén de un péptido de fusién de la invencién incluya solamente aquellos péptidos de la invencién modificados
que no cambian un aminoacido por otro de los veinte aminoacidos que existen comunmente en la naturaleza.
Correspondientemente, un aminoacido codificado genéticamente puede modificarse haciéndolo reaccionar con un
agente de derivatizacion organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas de residuos o
grupos amino o carboxi de residuos terminales (preferiblemente mediante modificacion covalente) o mediante
introduccion de aminoacidos no naturales (fabricados mediante sintesis quimica, es decir, isomeros D de los
aminoacidos codificados por el cédigo genético, Aib (acido a-aminoisobutirico), Abu (acido a-aminobutirico), Tie
(terc-butilglicina), p-alanina, acido 3-aminometilbenzoico, acido antranilico) o aminoacidos naturales que no son
codificados por el cédigo genético, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, ornitina, fosfoserina, D-alanina y
D-glutamina o mediante una modificacion de la cadena principal peptidica mediante disposiciones alternativas de la
cadena principal del péptido.

A continuacién se describen las modificaciones preferidas de aminoacidos del mimético de armazén de un péptido
de fusion de la invencion (que - como se ha definido anteriormente - también comprende variantes, analogos o
fragmentos del un mimético de armazén de un péptido de fusion), que se pueden producir en un mimético de
armazon de un péptido de fusion de la invencidn en cualquier sitio (cualquier aminoacido), por ejemplo, colocado en
el componente (1), (1) y/o (ll).

Los residuos de cisteinilo si estan presentes en cualquier forma de un mimético de armazén de un péptido de fusion
de la invencion, p. ej. un analogo de un mimético de armazoén de un péptido de fusion de la invencién, se hacen
reaccionar muy comunmente con alfa-haloacetatos (y las correspondientes aminas), tales como acido cloroacético o
cloroacetamida, para dar derivados carboxilmetilados o carboxiamidometilados. Los residuos de cisteinilo también
son derivatizados mediante reaccion con bromotrifluoroacetona, &cido alfa-bromo-beta-(5-imidazoil)propidnico,
fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo, disulfuro metil-2-piridilo, p-
cloromercuribenzoato , 2-cloromercurio-4-nitrofenol, o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Los residuos de histidilo en un mimético de armazéon de un péptido de fusion de la invencion pueden ser
derivatizados mediante reaccion con procarbonato de dietilo a pH 5,5-7,0 debido a que este agente es relativamente
especifico para la cadena lateral de histidilo. El bromuro de parabromofenacilo también es Uutil, la reaccion se realiza
preferiblemente en cacodilato sédico 0,1 M a pH 6,0. En particular, el residuo de histidina N-terminal (His7) de GLP-1
(7-37) contenido en el componente (1) y/o (lll) del mimético de armazén de un péptido de fusidn de la invencién es
muy importante para la actividad insulinotrépica de péptidos GLP-1 como muestran Suzuki et. al. (Diabetes Res.;
Clinical Practice 5 (Supl. 1): S30 (1988)). Correspondientemente, el mimético de armazoén de un péptido de fusion de
la invencion puede ser modificado en His7 de su GLP-1 como parte del componente (l) y/o (lll) por grupos alquilo o
acilo (C1-C6), o reposicion de His con estructuras anulares C5-C6 funcionalmente equivalentes. Una modificacion
preferida es la introduccion de un radical hidréfobo en el extremo amino de His7 o su cadena lateral de histidilo.

Los residuos de lisinilo y amino terminales de un mimético de armazoén de un péptido de fusidn de la invencion p. €j.
pueden hacerse reaccionar con anhidridos de acido succinico u otros acidos carboxilicos. La derivatizacién con
estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los residuos de lisinilo. Por medio de modificaciones de acilo
(C12-C18) del grupo epsilon-amino de uno o varios residuos de lisina en el mimético de armazén de un péptido de
fusion de la invencion, se incrementa su vida media en circulacion. Los residuos de arginilo p. ej., pueden ser
modificados por reaccion con uno o varios reactivos convencionales, entre ellos fenilglioxal y ninhidrina. La
derivatizacion de residuos de arginina requiere que la reaccién se realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa
del grupo funcional guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina, asi como con el
grupo épsilon-amino de la arginina.
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La modificacion especifica de los residuos de tirosilo per se ha sido estudiada extensamente. Muy comunmente, se
pueden utilizar N-acetilimidazol y tetranitrometano para formar especies de tirosilo O-acetiladas y derivados e-nitro,
respectivamente.

Los grupos laterales carboxilo (aspartiio o glutamilo) pueden modificarse selectivamente por reaccién con
carbodiimidas (R'NCN-R') tales como 1-ciclohexil-3-[2-morfolinil-(4-etil)]carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil)carbodiimida.

Ademas, los de residuos aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos de asparraginilo y glutaminilo por
reaccion con iones amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo pueden ser desamidados a los correspondientes residuos de glutamilo y
aspartilo. Alternativamente, estos residuos pueden ser desamidados en condiciones ligeramente acidas. Cualquier
forma de estos residuos cae dentro del alcance de esta invencién. Los miméticos de armazoén de los péptidos de
fusion de la invencion desamidados o sus componentes pueden experimentar una alteracién de la susceptibilidad a
la proteolisis con enzimas proteasa o peptidasa, sugiriendo que la desamidacién puede tener un significado
fisiologico en la direccién de la escision proteolitica de un mimético de armazén de un péptido de fusién de la
invencién. Se observa que los miméticos de armazoén de los péptidos de fusion de la invencion biosintéticos pueden
degradarse bajo determinadas condiciones de almacenamiento, dando como resultado la desamidacién en una o
mas posiciones del mimético de armazén de un péptido de fusién de la invencién. Los residuos de metionina en los
miméticos de armazon de los péptidos de fusion de la invencién pueden ser susceptibles a la oxidacion,
principalmente al sulféxido. Como los otros derivados mencionados anteriormente, se pueden utilizar tanto péptidos
de la invencién desamidados y/o péptidos de la invencién sulfoxidados para exhibir toda la actividad biolégica.

Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-aminoacidos incluyen imidoésteres tales
como picolinimidato de metilo, fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfénico; O-
metiliosurea; 2,4-pentanodiona, y reaccién con glioxilato catalizada por transaminasa.

Los residuos de aminoacidos terminales de un mimético de armazon de un péptido de fusion de la invencion con sus
grupos carboxi (extremo C) y amina (extremo N) (asi como grupos carboxi o amida de cadena lateral de los
aminoacidos, ver mas arriba) pueden estar presentes en su forma protegida (p. €j., el extremo C por un grupo
amida) y/o no protegida, utilizando grupos protectores de amino o carboxilo apropiados. Ademas, se pueden
proporcionar sales de adicién de acido del mimético de armazoén de un péptido de fusidn de la invencion. Las sales
de adicién de acidos comunes son sales de acidos halhidricos, es decir, HBr, HI, o mas preferiblemente, HCI.

La PEGilacion de los grupos carboxilo terminales o de la cadena lateral o el grupo epsilon-amino de la lisina se
produce en el mimético de armazén de un péptido de fusion de la invencion, confiere resistencia a la oxidacion y
también esta dentro del alcance de la presente invencion.

Otras modificaciones que dan como resultado derivados de miméticos de armazén de los péptidos de fusion de la
invencion se basan en carbohidratos y/o lipidos que pueden acoplarse covalentemente al péptido de la invencién. Se
prefiere acoplar lipidos y/o carbohidratos a serina, treonina, asparragina, glutamina o tirosina o glutamato o aspartato
via sus radicales reactivos de la cadena lateral. Alternativamente, los carbohidratos y/o lipidos también se pueden
conectar a los radicales terminales del mimético de armazoén de un péptido de fusién de la invencion. Ademas, un
mimético de armazén de un péptido de fusién de la invencién puede estar acoplado a un radical de un péptido o
proteina funcionalmente diferente, que también puede estabilizar el mimético de armazén de un péptido de fusion de
la invencion y/o puede servir para mejorar las propiedades de transporte de un mimético de armazén un péptido de
fusion de la invencion en los fluidos corporales, en particular la sangre. Los péptidos o proteinas adecuados se
pueden seleccionar p. €j. entre albumina, transferrina, etc., que se acoplan directamente (como el componente 1V) al
mimético de armazon de un péptido de fusidon de la invencion o a través de un péptido o secuencia conectora
organica. Preferiblemente, estos péptidos o proteinas estan conectados a uno de los extremos de un mimético de
armazon de un péptido de fusién de la invencion.

Con el fin de evitar el problema de la degradacion del mimético de armazén de un péptido de fusion de la invencion
otra realizacion de la presente invencion proporciona un isémero retro-inverso del mimético de armazén de un
péptido de fusidon de la invencién compuesto por D-aminoacidos o compuesto al menos parcialmente de D-
aminoacidos. El término " isémero retro-inverso" se refiere a un isémero de un péptido lineal en donde se invierte la
direccion de la secuencia y la quiralidad de cada residuo de aminoacido esta invertida (véase, p. €j., Jameson et al.,
Nature, 368, 744-746 (1994); Brady et al., Nature, 368, 692-693 (1994)). Con respecto al péptido parental, el péptido
retro-inverso es ensamblado en el orden inverso de aminoacidos, tipicamente con derivados de aminoacidos F-moc.
Tipicamente, los péptidos brutos se pueden purificar mediante HPLC de fase inversa.

Como se ha definido anteriormente los miméticos de armazén de péptidos de fusién de la invencion exhiben
modificaciones de su cadena principal peptidica. Su cadena principal es diferente de la cadena principal de origen
natural, mientras que sus estructuras de la cadena lateral son idénticas a los péptidos de fusion o sus fragmentos,
variantes, derivados o analogos. Como ha definido anteriormente los miméticos de armazén de un péptido de fusion
exhiben una modificacion de uno o mas de los miembros de la cadena principal (NH, CH, CO), ya sea como
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sustitucion (preferiblemente) o como insercién. Los sustituyentes son, por ejemplo (l) -O-, -S-, 0 -CH2- en lugar de -
NH-; (Il) -N-, C-Alquilo- o -BH- en lugar de -CHR- y (lll) -CS-, -CH2-, -SOn-, -P=0O(OH)-, o -B(OH)- en lugar de -CO-.
Un mimético de armazén de un péptido de fusidn de la invencién puede ser una combinacion de cada una de estas
modificaciones. En particular se pueden combinar las modificaciones de cada uno de los grupos I, Il y Ill. En un
mimético de armazon de un péptido de fusion de la invencién cada miembro de la cadena principal puede ser
modificado o, como alternativa, solo cierto nimero de miembros de la cadena pueden ser intercambiados por un
radical de origen no natural. Preferiblemente, todos los miembros de la cadena principal de un mimético de armazon
de un péptido de fusién de la invencion de cualquiera de -NH-, -CHR- o CO se intercambian por otro grupo de origen
no natural. En caso de que el enlace amida (-NH-CO-) de la cadena principal de un mimético de armazoén de un
péptido de fusidn de la invencion esté sustituido (en toda la molécula o al menos en una sola posicion), los radicales
de sustitucion preferibles son bioisostéricos, p. €j. enlaces amida retro-inversos (-CO-NH-), hidroxiletileno (-CH(OH)-
CH2-), alqueno (CH2=CH-), carba (CH2-CH2-) y/o -P=O(OH)-CH2-). Alternativamente, se pueden producir
elongaciones de la cadena principal por medio de inserciones en el mimético de armazon de un péptido de fusion de
la invencion, p. ej., por medio de radicales que flanquean el atomo de C alfa. A cada lado del atomo C-alfa, se
pueden insertar p. gj. -O-, -S-, -CH-, -NH-.

Son particularmente preferidas las estructuras de la cadena principal peptidica de oligocarbamato de los miméticos
de armazon de los péptidos de fusion de la invencion. El enlace amida es remplazado por un radical carbamato. Los
carbonatos de aminoalquilo N-protegidos monoméricos son accesibles a través de los correspondientes
aminoacidos o aminoalcoholes. Se convierten en ésteres activos, p. €j., éster p-nitrofenilico mediante el uso del
radical F-moc o un grupo nitroatriloxicarbonilo fotosensible mediante sintesis en fase sélida.

Los miméticos de armazén de péptidos de fusidn de la invencion estan protegidos contra la escision proteolitica tal
como se ha esbozado anteriormente. Estan protegidos en particular contra la dipeptidil aminopeptidasa-4 (DPP-IV).
El término "protegido contra DPP-IV" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a un mimético de
armazon de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1. Los miméticos de armazoén de péptidos de
fusion de la invencion, asi como sus derivados, analogos, fragmentos y variantes vuelven GLP-1 (7-35, 36 o 37)
como parte del componente (1) y/o (Ill) del mimético de armazon de un péptido de fusidn de la invencion resistente a
la peptidasa plasmatica (DPP-IV).

La resistencia de un péptido a la degradacién por dipeptidil aminopeptidasa IV se determina p. ej., mediante el
siguiente analisis de degradacion: Las alicuotas de los péptidos se incuban a 37°C con una alicuota de dipeptidil
aminopeptidasa IV purificada durante 4-22 horas en un tampoén apropiado a pH 7-8 (siendo el tampén distinto de
albumina). Las reacciones enzimaticas se terminan mediante la adicidon de acido trifluoroacético, y los productos de
degradacion del péptido se separan y se cuantifican utilizando analisis HPLC o LC-MS. Un método para realizar este
analisis es: Las mezclas se aplican sobre una columna Zorbax300SB-C18 (poros de 30 nm, particulas de 5 ym) 150
x 2,1 mm y se hacen eluir a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min con un gradiente lineal de acetonitrilo en de acido
trifluoroacético al 0,1% (acetonitriio de 0% a 100% a lo largo de 30 min). Los péptidos y sus productos de
degradacion se puede controlar por su absorbancia a 214 nm (enlaces peptidicos) o 280 nm (aminoacidos
aromaticos), y se cuantifican mediante la integracion de las areas de sus picos. El patrén de degradacion se puede
determinar mediante el uso de LC-MS donde se pueden determinar los espectros de MS del pico separado. El
porcentaje de compuesto intacto/degradado en un momento dado se utiliza para la estimacion de la estabilidad de
los péptidos frente a DPP-IV.

Un mimético de armazén de un péptido de fusion de la invenciéon se define como estabilizado frente a DPP-IV
cuando es 10 veces mas estable que el GLP-1 (7-37) basandose en porcentaje de compuesto intacto en un
momento dado. Por lo tanto, un mimético de armazoén de un péptido de fusidén de la invencién estabilizado frente a
DPP-IV es preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 20 veces mas estable que el GLP-1 (7-37)
tal cual. La estabilidad puede evaluarse mediante cualquier método conocido por los expertos en la técnica, p. €j.,
mediante la adicion de DPP-IV a una disolucién del péptido que se va a someter a ensayo y mediante la
determinacion de la degradacién del péptido, p. ej., a lo largo del tiempo, p. ej. mediante un método espectroscopico,
analisis de Transferencia Western, escrutinio con anticuerpos, etc. Paralelamente, un mimético de armazon de un
péptido de fusion de la invencion se define como un compuesto, que ejerce el efecto de GLP-1 (7-37) mediante la
unién p. ej., a su receptor nativo (receptor de GLP-1). Preferiblemente, un mimético de armazon de un péptido de
fusion de la invencién tiene una afinidad de unién al receptor de GLP-1, que corresponde a por lo menos 10%,
preferiblemente al menos 50% de la afinidad de unién del péptido GLP-1 de origen natural. La afinidad de union se
puede determinar mediante cualquier método adecuado, p. €j., resonancia de plasmoén superficial, etc. Ademas, se
prefiere, si el mimético de armazdn de un péptido de fusion de la invencién evoca la formacién de AMPc intracelular
mediante su unidn a su receptor extracelular, que transmita la sefal a la célula.

Los miméticos de armazon de péptidos de fusion de la invencidon pueden ser producidos sintéticamente, usando
mecanismos de sintesis de péptidos en fase sdlida, similar a la forma de producciéon de GLP-1 (7-36) amida y GLP-1
(7-37) en la técnica y pueden ser purificados después a escala de laboratorio p. ej. mediante una sola etapa de
purificacion en una columna de HPLC de fase inversa o mediante métodos de cromatografia adecuados.

Sin embargo, se forma preferiblemente en células manipuladas genéticamente, ya sea en células microbianas o en
lineas de células animales para producir el mimético de armazoéon de un péptido de fusién de la invencién. El
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mimeético de armazon de un péptido de fusion de la invencion puede ser aislado de las células a partir de las cuales
se expresa, por ejemplo usando técnicas de separacion convencionales. Asi, las células se pueden cultivar en
condiciones apropiadas, por ejemplo incluyendo soporte y nutrientes, in vitro, y la proteina secretada, es decir, el
mimético de armazon de un péptido de fusiéon de la invencién, se recupera del medio extracelular. Las secuencias
manipuladas genéticamente en las células incluyen de este modo preferiblemente secuencias lider y secuencias de
péptidos sefal que dirigen la secrecién del mimético de armazdén de un péptido de fusion de la invencion. Las células
preferiblemente expresan proteasas capaces de escindir secuencias lider y sefal, ya sea secuencias génicas
enddgenas o manipuladas genéticamente. En una alternativa, las secuencias génicas manipuladas genéticamente
que codifican un mimético de armazon de un péptido de fusidon de la invencion no incluyen tales secuencias lider y
de péptido sefal, por medio de lo cual el péptido de la invencidon expresado intracelularmente no sera secretado, y
es recuperado de las células mediante procedimientos que implican la lisis celular. En tales métodos las secuencias
codificantes pueden incluir etiquetas de purificacion que permiten la extraccion eficaz del péptido producto del
medio, cuyas etiquetas se puede escindir para liberar mimético de armazén de un péptido de fusién de la invencion
aislado.

La invencion proporciona ademas un acido nucleico, que codifica el mimético de armazén de un péptido de fusion
de la invencion, ya sea un mimético de armazon de un péptido de fusidon o un fragmento, analogo o variante del
mismo. Cualquier acido nucleico que codifica un mimético de armazon de un péptido de fusion de la invencion es
abarcado por la presente invencion. Debido a la degeneracion del cédigo genético una pluralidad de secuencias de
acido nucleico pueden codificar para un mimético de armazén de un péptido de fusién de la invenciéon. Una molécula
de acido nucleico dentro del alcance de la presente invencion también puede contener el acido nucleico que codifica
el mimético de armazén de un péptido de fusién de la invencion y, adicionalmente, ademas secuencias de
nucleétidos (funcionales). En una realizacion preferida de la presente invencion tal molécula de acido nucleico puede
codificar (a) toda la secuencia de aa de GLP-1 (GLP-1 (1-37) o la secuencia de GLP-1 (7-35, 36 o 37) funcional, (b)
una secuencia de escision en el extremo N de la secuencia de GLP-1 de acuerdo con (a) para cualquier proteasa,
aguas arriba de (b) puede codificar una secuencia lider. En otra realizacién preferida, aguas arriba de la secuencia
de acido nucleico codificante de (b) la molécula de acido nucleico puede comprender adicionalmente (c) una
secuencia que codifica para péptido sefal. Alternativamente, la molécula de acido nucleico de la invenciéon puede
tener la secuencia (c) fusionada aguas arriba de (a) sin ninguna secuencia que codifica para secuencia lider (b) en
medio. Preferiblemente, la secuencia lider y la secuencia del péptido sefial son heterdélogas para preproglucagon.

La invencion proporciona adicionalmente un vector que comprende un acido nucleico de la invencién (molécula) y
otros componentes funcionales para la expresién del acido nucleico de la invencidon (molécula). Tipicamente, el
acido nucleico de la invencién (molécula) se fusionara a una secuencia promotora vy, finalmente se combinara con
otras secuencias reguladoras, por ejemplo una secuencia intensificadora. Para la replicacion, el plasmido puede
contener un origen de replicacion. Con el fin de seleccionar las células transfectadas con el vector de la invencion,
se pueden proporcionar en el vector uno o mas genes de resistencia a antibiéticos (p. ej., kanamicina, ampicilina). El
vector puede ser un plasmido que incluye un promotor de origen bacteriano, y genes de resistencia a antibiéticos y
un promotor origen, y los genes de resistencia a antibiéticos para la replicacion y expresion en células de mamifero.
La invencion proporciona ademas una célula anfitiona que comprende ADN de la invencion introducido
exdgenamente capaz de traducir dicha proteina precursora. La célula anfitriona puede ser una célula anfitriona
procariotica o una célula anfitriona eucaridtica, p. ej., una célula de mamifero. La célula anfitriona no es una célula
embrionaria humana o germinal humana.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso del mimético de armazén de un péptido
de fusion de la invencion para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un animal, preferiblemente
un ser humano, mediante la administraciéon de un péptido de la invencion que comprende los componentes (i) y (Il) y
eventualmente el componente (lll). También se proporciona el uso correspondiente de estos péptidos de la
invencién en la fabricacién de un producto para el tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad o afeccion
asociadas con el metabolismo de la glucosa. Los ejemplos no limitantes del trastorno de la glucosa incluyen:
diabetes mellitus de tipo | o tipo Il (DMNID), o resistencia a la insulina, trastornos de peso y enfermedades o
afecciones asociadas al mismo, en donde dichos trastornos de peso o afecciones asociadas incluyen obesidad,
afecciones asociadas con sobrepeso, desregulacion de la saciedad, reduccion de los niveles plasmaticos de
insulina, aumento de los niveles de glucosa en la sangre, o reduccion de la masa reducida de células beta
pancreaticas. Preferiblemente, en la presente se describe el uso de miméticos de armazoén de péptidos de fusion de
la invencion para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (DMNID). Como
consecuencia, la presente invencion se refiere a un uso del mimético de armazén de un péptido de fusién de la
invencion p. ej. para reducir el peso de un sujeto, para reducir la saciedad de un sujeto, para aumentar los niveles de
insulina en plasma postprandialmente en un sujeto, para reducir nivel de glucosa en sangre en ayunas en un sujeto,
para incrementar la masa de células beta pancreaticas en un sujeto o para el tratamiento de la diabetes tipo 1 o Il en
un sujeto.

Los pacientes con otras enfermedades o trastornos pueden ser tratados mediante miméticos de armazén de
péptidos de fusion la invencion, es decir, péptidos de fusién o también sus analogos, fragmentos, variantes o
derivados. Los miméticos de armazon de péptidos de fusion de la invencion se pueden utilizar para la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos y enfermedades o afecciones asociadas a
los mismos y para el tratamiento de trastornos y enfermedades o afecciones asociadas a la apoptosis. El uso del
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mimeético de armazon de un péptido de fusion de la invencion para el tratamiento de estos trastornos es el resultado
de lo siguiente: los receptores de GLP-1, que estan acoplados a la ruta del segundo mensajero AMP ciclico, se
expresan a través de los cerebros de roedores y seres humanos. La quimioarquitectura de la distribuciéon de los
receptores en el cerebro no solo se correlaciona con un papel central para el GLP-1 en la regulacion de la ingesta de
alimentos y la respuesta al estrés aversivo. También se ha demostrado que la unién de GLP-1 a su receptor de
GLP-1 ejerce propiedades neurotréficas, y ofrece proteccidon contra la apoptosis inducida por glutamato y la lesion
oxidativa en células neuronales cultivadas. Ademas, se demostré que el GLP-1 modifica el procesamiento de la
proteina B-amiloide en cultivo celular y reduce los niveles de péptido beta-amiloide de una manera dependiente de la
dosis en el cerebro in vivo. EI GLP-1 es por lo tanto también conocido como regulador del sistema nervioso central.
Los miméticos de armazén de péptidos de fusidon de la invencion que imitan la actividad bioldégica de GLP-1
fisiolégicamente activo tienen relevancia terapéutica para el tratamiento de, p. €j. la Enfermedad de Alzheimer (EA) y
otras afecciones neurodegenerativas centrales y periféricas (p. €j., esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad
de Alexander, enfermedad de Alper, Ataxia telangiectasia, enfermedad de Canavan, sindrome de Cockayne,
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, esclerosis multiple, enfermedad Sandhoff, enfermedad de Pick, Ataxia
espinocerebelosa, enfermedad de Schilder y enfermedad de Parkinson).

Ademas, se demostré que el GLP-1 fisiolégicamente activo ejerce una accion anti-apoptética sobre diversas células,
p. €j., GLP-1 es beneficioso para la conservacion de la masa y la funcion de los islotes humanos recién aislados u
otros tipos celulares. En la medida de lo posible, el mimético de armazén de un péptido de fusion de la invencion
biolégicamente activo se puede usar para tratar trastornos, que son causados por apoptosis de células o tejidos.

El uso de un mimético de armazén de un péptido de fusidon de la invencidén puede ser para la fabricacion de una
composicién que se administra exégenamente, y comprende el péptido de la invencion aislado. La composicion
resultante puede ser utilizada también para el tratamiento de los trastornos anteriores. Los trastornos descritos en la
presente memoria también pueden ser tratados por las células anfitrionas, el acido nucleico (moléculas) o los
vectores de la invencion o, mas bien, las células anfitrionas, el acido nucleico (moléculas) o los vectores de la
invencion se pueden utilizar para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de estos trastornos .

La preparacion de formulaciones que contienen secuencias de miméticos de armazén de péptidos de fusion de la
invencién como ingredientes activos es generalmente bien conocida en la técnica, como se ilustra por medio de las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230; 4.596.792; y 4.578.770.
Tipicamente, tales formulaciones se preparan en forma de inyectables ya sea como disoluciones o suspensiones
liquidas, que contienen preferiblemente agua (formulacién acuosa) o pueden ser emulsionadas. El término
"formulacion acuosa" se define como una formulacion que comprende al menos 50% p/p de agua. Asimismo, la
expresion "disolucion acuosa" se define como una disolucién que comprende al menos 50% p/p de agua, y el
término "suspensién acuosa" se define como una suspension que comprende al menos 50% p/p de agua.

Para inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea, o inyeccion en el sitio aquejado, el ingrediente activo estara en la
forma de una disolucién acuosa parenteralmente aceptable que esta libre de pirégenos y tiene pH, isotonicidad y
estabilidad adecuados. Las composiciones farmacéuticas liquidas generalmente incluyen un vehiculo liquido tal
como agua. Preferiblemente, el vehiculo liquido incluird una disolucién salina fisiologica, dextrosa etanol o se
pueden incluir otra disolucion de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol o
combinaciones de los mismos. Son ejemplos adicionales otros vehiculos isotonicos tales como inyeccién de Ringer
o Inyeccién de Ringer con Lactato afiadido.

Si la invencion hace referencia a una formulacién farmacéutica que comprende una disolucién acuosa de un
compuesto de acuerdo con la presente invencién, y un tampodn, en donde dicho compuesto esta presente a una
concentracién de 0,1 mg/ml o superior, y en donde dicha formulaciéon tiene un pH de aproximadamente 2,0 a
aproximadamente 10,0, preferiblemente de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,5. Preferiblemente, el pH de
la formulacion es de al menos 1 unidad de pH del punto isoeléctrico del compuesto de acuerdo con la presente
invencion, incluso mas preferible el pH de la formulaciéon es al menos 2 unidades de pH del punto isoeléctrico del
compuesto de acuerdo con la presente invencion.

También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para su disolucion en, o suspensién en, liquido antes de la
inyeccion. La formulacion farmacéutica puede ser una formulacion liofilizada, a la que el médico o el paciente afiade
los disolventes y/o diluyentes antes de su uso. En otras palabras, la formulacion una vez preparada, puede no ser
inmediatamente administrada a un sujeto. Mas bien, después de la preparacion, se envasa para su almacenamiento
en un estado congelado, o en una forma seca para su posterior reconstitucién en una forma liquida u otra forma
adecuada para la administracion a un sujeto. En otra realizacion, la formulacién farmacéutica es una formulacion
seca (p. €j., secada por congelacion o sometida a secado de rocio) lista para su uso sin ninguna disolucién previa.
Por "forma seca" se quiere significar que la composicién farmacéutica liquida se seca ya sea mediante secado por
congelacion (es decir liofilizacion; véase, por ejemplo, Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38: 48-59),
secado de rocio (véase Masters (1991) en Spray-Drying Handbook (52 ed; Longman Scientific and Technical, Essez,
Reino Unido), pags. 491-676; Broadhead et al. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18: 1169-1206; y Mumenthaler et al.
(1994) Pharm. Res. 11: 12-20), o secado al aire (Carpenter y Crowe (1988) Criobiology 25: 459-470; y Roser (1991)
Biopharm. 4: 47-53). La formacion de agregados por un polipéptido durante el almacenamiento de una composicion
farmacéutica liquida puede afectar adversamente a la actividad biolégica de ese polipéptido, dando como resultado
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la pérdida de la eficacia terapéutica de la composicion farmacéutica. Ademas, la formacidon de agregados puede
causar otros problemas tales como bloqueo de tubos, membranas, o bombas cuando la composicién farmacéutica
que contiene el polipéptido se administra usando un sistema de infusion.

Es posible que puedan estar presentes otros ingredientes en la formulaciéon farmacéutica peptidica de la presente
invencién. Tales ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes,
agentes volumétricos, agentes tamponadores del pH (p. €j., tampones de fosfato o citrato o maleato), conservantes,
tensioactivos, estabilizadores, modificadores de la tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos
oleaginosos, proteinas (p. ej., albumina de suero humana, gelatina o proteinas) y/o un zwitterion (p. ej., un
aminoacido tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina).

Con respecto a los estabilizadores para las formulaciones de la invencidon éstas pueden seleccionarse
preferiblemente del grupo de polimeros de alto peso molecular o compuestos de bajo molecular. En una realizacion
adicional de la invencion el estabilizador se selecciona entre polietilenglicol (p. ej., PEG 3350), poli(alcohol vinilico)
(PAV), polivinilpirrolidona, carboxi-hidroxicelulosa o derivados de los mismos (p. €j., HPC, HPC-SL, HPC-L y HPMC),
ciclodextrinas, sustancias que contienen azufre tales como monotioglicerol, acido tioglicélico, y 2-metiltioetanol, y
diferentes sales (p. ej. cloruro de sodio). Cada uno de estos estabilizadores especificos constituye una realizaciéon
alternativa de la invencién. Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes estabilizadores
adicionales, que mejoran aun mas la estabilidad de un polipéptido terapéutico activo de las mismas. Los agentes
estabilizantes de particular interés para la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, metionina y EDTA,
que protegen al polipéptido de la oxidacidn de la metionina, y un tensioactivo no iénico, el cual protege al polipéptido
de la agregacion asociada a la congelacidon-descongelacion o cizalladura mecanica.

Con respecto a agentes tensioactivos para formulaciones de la invencidon éstos pueden seleccionarse
preferiblemente entre un detergente, aceite de ricino etoxilado, glicéridos poliglicolizados, monoglicéridos acetilados,
ésteres de acidos grasos y sorbitan, polimeros de bloque polioxipropileno-polioxietileno (p. ej., poloxameros, tales
como Pluronic F68, poloxamero 188 y 407, Triton X -100), ésteres de &cidos grasos y polioxietilensorbitan, OPE
estrellado, derivados polioxietileno y polietileno tales como derivados alquilados y alcoxilados (tweens, p. €j., Tween-
20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35), hidroxiestearato de polioxietileno, monoglicéridos o derivados etoxilados de los
mismos, diglicéridos o derivados polioxietilenados de los mismos, alcoholes, glicerol, lecitinas y fosfolipidos (p. €j.
fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol y esfingomielina), derivados
de fosfolipidos (p. €j., acido dipalmitoilfosfatidico) y lisofosfolipidos (p. ej. palmitoillisofosfatidil-L-serina y ésteres de
1-acil-sn-glicero-3-fosfato de etanolamina, colina, serina o treonina) y alquil-, alcoxil-(alquil éster), alcoxi-(alquil éter)-
derivados de lisofosfatidil y fosfatidilcolinas, p. ej. derivados de lauroilo y miristoilo de lisofosfatidilcolina,
dipalmitoilfosfatidilcolina, y modificaciones del grupo de cabeza polar, es decir colinas, etanolaminas, acido
fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol, inositol, y los de carga positva DODAC, DOTMA, DCP, BISHOP,
lisofosfatidilserina y lisofosfatidilireonina, y glicerofosfolipidos (p. ej. cefalinas), gliceroglicolipidos (p. ej.
galactopiranésido), esfingoglicolipidos (p. ej. ceramidas, gangliésidos), dodecilfosfocolina, lisolecitina de huevo de
gallina, derivados de acido fusidico (p. €j. tauro-dihidrofusidato sddico etc.), acidos grasos de cadena larga y sales
de los mismos C6-C12 (p. ej. acido oleico y acido caprilico), acilcarnitinas y derivados, derivados N'X-acilados de
lisina, arginina o histidina, o derivados acilados de la cadena lateral de lisina o arginina, derivados N-acilados de
dipéptidos que comprenden cualquier combinacién de lisina, arginina o histidina y un aminoacido acido o neutro,
derivado N-acilado de un tripéptido que comprende cualquier combinacién de un aminoacido neutro y dos
aminoacidos cargados, DSS (docusato sédico, registro CAS n° [577-11-7]), docusato de calcio, registro CAS n° [128-
49-4]), docusato potasico, registro CAS n° [7491-09-0]), SDS (dodecilsulfato sédico o laurilsulfato sédico), caprilato
sédico, acido colico o derivados de los mismos, acidos biliares y sales de los mismos y productos conjugados de
glicina o taurina, acido ursodesoxicélico, colato sodico, desoxicolato sédico, taurocolato sédico, glicocolato sédico,
N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, tensioactivos monovalente aniénicos (alquil-aril-sulfonatos),
tensioactivos zwitteriénicos (p. ej. N-alquil-N,N-dimetilamonio-1-propanosulfonatos, 3-colamido-1-propildimetil-
amonio-1-propanosulfonato, tensioactivos catidnicos (bases de amonio cuaternarias) (p. ej. bromuro de
cetiltrimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio), tensioactivos no ionicos (p. ej. dodecil-D-glucopiranésido), poloxaminas
(p- €j. Tetronic), que son copolimeros de bloques tetrafuncionales derivados de la adicién secuencial de 6xido de
propileno y 6xido de etileno a etilendiamina, o el tensioactivo se puede seleccionar del grupo de derivados de
imidazolina o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tensioactivos especificos constituye una realizacion
alternativa de la invencion. El uso de un tensioactivo en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los
expertos en la técnica. Por conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
192 edicioén, 1995.

Con respecto a los conservantes farmacéuticamente aceptables, estos se pueden seleccionar del grupo que
consiste en fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-
fenoxietanol, p-hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, etanol, clorobutanol y timerosal, bronopol,
acido benzoico, imidurea, clorohexidina, deshidroacetato sédico, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de
benzetonio, clorfenesina (3p-clorfenoxipropano-1,2-diol) o mezclas de los mismos. El conservante puede estar
presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. El conservante puede estar presente en una concentracion
de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml o en una concentracion de 5 mg/ml a 10 mg/ml o en una concentraciéon de 10 mg/ml a 20
mg/ml. El uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es bien conocido para el experto en la materia.
Por conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicion, 2000. Con
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respecto a los agentes isotdnicos, estos se pueden seleccionar preferiblemente del grupo que consiste en una sal (p.
ej. cloruro sédico), un azucar o alcohol de azlcar, un aminoacido (p. ej. L-glicina, L-histidina, arginina, lisina,
isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (p. ej. glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenglicol),
1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol), polietilenglicol (p. ej. PEG 400), o mezclas de los mismos. Se puede usar cualquier
azucar tal como mono-, di- o polisacaridos, o glucanos solubles en agua incluyendo, por ejemplo, fructosa, glucosa,
manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trealosa, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, almidon
soluble, hidroxietilalmidon y carboximetilcelulosa-Na. En una realizacion el aditivo de azucar es sacarosa. El alcohol
de azucar se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene al menos un grupo -OH e incluye, por ejemplo, manitol,
sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En una realizacion el aditivo de alcohol de azicar es manitol. Los
azucares o alcoholes de azucar mencionados antes se pueden usar individualmente o combinados. No hay un limite
fijado a la cantidad usada, siempre que el azucar o alcohol de azucar sea soluble en la preparacion liquida y no
afecte de forma adversa a los efectos estabilizantes logrados usando los métodos de la invencion.

Con respecto a los agentes quelantes, estos se pueden seleccionar preferiblemente entre sales de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico y acido aspartico, y mezclas de los mismos.

Con respecto a los tampones, éstos se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste de acetato de sodio,
carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogenofosfato sddico, hidréogenofosfato
disddico, fosfato sodico, y tris(hidroximetil)Jaminometano, hepes, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido
maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones
especificos constituye una realizacién alternativa de la invencion.

El uso de todos los aditivos anteriormente mencionados en composiciones farmacéuticas que contienen el mimético
de armazon de un péptido de fusion de la invencion (terapéutico) es bien conocido por los expertos en la técnica, en
particular con respecto a los intervalos de concentracion del mismo. Por conveniencia se hace referencia a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy 19a edicién, 1995.

Las formulaciones que contienen el mimético de armazén de un péptido de fusion de la invencién se administran
convencionalmente parenteralmente, mediante inyeccién, por ejemplo, por via subcutanea, intradérmica, subdérmica
o intramuscular. Una composicion para la administracion parenteral del péptido de la invencién se puede preparar,
por ejemplo, como se describe en el documento WO 03/002136.

Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administracion incluyen supositorios y, en
algunos casos, formulaciones orales, bucales, sublinguales, intraperitoneales, intravaginales, anales e
intracraneales. Para los supositorios, los aglutinantes y vehiculos tradicionales pueden incluir, p. e€j.,
polialquilenglicoles o ftriglicéridos; tales supositorios pueden formarse a partir de mezclas que contienen el
ingrediente activo en el intervalo de 0,5% a 10%, preferiblemente 12%. Las formulaciones orales incluyen
excipientes empleados normalmente tales como, por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, sacarina soédica, celulosa, carbonato de magnesio, y similares. Estas composiciones
adoptan la forma de disoluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion
sostenida o polvos y contienen 10-95% de ingrediente activo, preferiblemente 25-70%.

Como se ha mencionado anteriormente, se pueden emplear métodos farmacéuticos adicionales para controlar la
duracion de la accién. Se pueden lograr preparaciones de liberacién controlada mediante el uso de polimeros para
complejar o adsorber un mimético de armazén de un péptido de fusién de la presente invencion. La liberacion
controlada del ingrediente activo (mimético de armazén de un péptido de fusién) puede ejercerse por seleccion de
macromoléculas apropiadas (por ejemplo, poliésteres, poliaminoacidos, polivinilpirrolidona, copolimeros de etileno-
acetato de vinilo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, y sulfato de protamina), la concentracion de las
macromoléculas asi como los métodos de incorporacion. Tales ensefianzas se describen en las Remington
Phacemaceutical Sciences (véase mas arriba). Otro posible método para controlar la duracién de la accion mediante
preparaciones de liberacion controlada, consiste en la incorporacion de un péptido de la presente invencion en
particulas de un material polimérico tal como poliésteres, poliaminoacidos, hidrogeles, poli (acido lactico) o
copolimeros de etileno-acetato de vinilo.

Los miméticos de armazon de los péptidos de la invencion se pueden formular como formas neutras o salinas. Un
mimético de armazon de un péptido de fusidon de la presente invencién puede ser lo suficientemente acido o lo
suficientemente alcalino para reaccionar con cualquiera de una diversidad de bases organicas e inorganicas, y
acidos organicos e inorganicos, para formar una sal (de adicion), por ejemplo, formada con los grupos amino libres
del péptido. Los acidos comunmente empleados para formar sales de adicion 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 tartarico, acido toluenosulfénico, acido metanosulfonico, acido oxalico, mandélico, acido
p-bromofenil-sulfénico, acido carbdnico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico. Los ejemplos de tales sales
incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato,
metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formiato,
isobutirato, caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
butino-1,4-dioato, hexino-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato,
metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato , fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato,
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gamma-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio, o férricos, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina,
procaina, y similares. Las sales de adicion de acido, sales carboxilato, ésteres de alquilo inferior, y amidas de los
péptidos de la invencién se pueden formular de acuerdo con el documento WO 91/11457 (1991); la Patente Europea
EP 0 733 644 (1996); y la Patente de los Estados Unidos U.S. 5.512.549 (1996).

Las formulaciones que contienen las secuencias del mimético de armazén de un péptido de fusién de la invencion se
administran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y en una cantidad tal que sea
terapéuticamente eficaz. La cantidad a administrar depende del sujeto a tratar, incluyendo, p. €j., la gravedad de la
enfermedad del paciente. Los intervalos de dosificacidon adecuados son, p. ej., del orden de varios cientos de
microgramos de ingrediente activo por dosis terapéutica, con un intervalo preferido de aproximadamente 0,1 ug a
2000 pg (incluso aunque se contemplan cantidades mas altas en el intervalo de 1-10 mg), tal como en el intervalo
desde aproximadamente 0,5 ug a 1000 ug, preferiblemente en el intervalo de 1 ug a 500 pg y especialmente en el
intervalo de aproximadamente 10 yg a 100 pg.

Las formulaciones que contienen los miméticos de armazén de péptidos de fusion de la invencién mas p. €j.
excipientes adicionales, p. ej., glicina y manitol u otros aditivos, pueden comercializarse en forma liofilizada como
viales. Se proporciona un vial de diluyente asociado, que permite al paciente reconstituir el producto a la
concentracion deseada antes de la administracion de la dosis. Las formulaciones de la invencion también se pueden
comercializar en otras formas bien conocidas, tales como jeringas precargadas, etc.

La invencion se ilustra adicionalmente en los ejemplos adjuntos.
Ejemplos

Ejemplo 1

Creacioén de constructos genéticos

La secuencia codificante del ADNc de GLP-1 (7-37) se sintetiz6 sintéticamente, en una secuencia que incluia los
sitios Hincll y EcoRI como se indica en la Fig. 1a. Por separado se sintetizd el ADNc ilustrado en la Fig. 1b,
incluyendo las secuencias codificantes de GLP-1 (7-37), IP2 y los sitios de restriccion para Sfol, EcoRI y Xbal, como
se ilustra en la Fig. 1 b. Para dirigir GLP-1 a la ruta secretora, se utilizé la secuencia sefial heteréloga de
estromelisina 3 (NUum. de Acc. NM_005940). Por lo tanto el ADNc, que codifica la sefial de estromelisina y la
secuencia lider fue amplificado mediante PCR con transcriptasa inversa a partir de ARN humano, y utilizado con el
constructo de la Fig. 1 o Fig. 1b para formar el constructo mostrado en la Fig. 1c y la Fig. 1d, respectivamente.

El fragmento Hincll/EcoRI del constructo de la Fig. 1a se clona en el sitio Sfol de la secuencia de la Fig. 1d para
formar el constructo de la Fig. 1e. De manera similar, el fragmento EcoRI de la Fig. 1d se clona en el sitio EcoRI de
un plasmido de expresion eucariotico, para producir el constructo mostrado en la Fig. 1f. Para formar el constructo
mostrado en la Fig. 1g, el fragmento Hincll/Xbal del constructo mostrado en la Fig. 1b se clona repetitivamente en el
sitio Sfol/Xbal del constructo mostrado en la Fig. 1d. La Figura 1h muestra una secuencia de codones optimizados,
sintetizada que codifica el lider de la estromelisina y la secuencia de sefial interrumpidas por una secuencia de intrén
enddgena acortada, fusionada a secuencias que codifican GLP-1 (7-37), IP2 y GLP-2 (1-35) humanos. La secuencia
de ADN del constructo de la Fig. 1h es el SEQ ID NO: 16, mientras que el SEQ ID NO: 15 muestra también la
secuencia del péptido traducido.

También se sintetizan las secuencias de las Figs. 1i y 1j. Estas se usan después para formar el constructo de la Fig.
1k, clonando el fragmento Nael/BssHIl de la Fig. 1j en la secuencia Nael/BssHII linealizada de la Fig. 1h. La
secuencia de ADN del constructo de la Fig. 1k es el SEQ ID NO: 14, mientras que el SEQ ID NO: 13 muestra
también la secuencia del péptido traducido. El constructo de la fig. 11 se forma mediante digestion con BssHIIl y
religacion de la secuencia de la Fig. 1h. La secuencia de ADN del constructo de la Fig. 1l es el SEQ ID NO: 18,
mientras que el SEQ ID NO: 17 también muestra la secuencia del péptido traducido. El constructo de la fig. 1m se
forma mediante la clonacion del fragmento Afel/BssHIl de la secuencia de la Fig. 1i en la secuencia afel/BssHII
linealizado de la Fig. 1h. La secuencia de ADN del constructo de la Fig. 1m es el SEQ ID NO: 20, mientras que el
SEQ ID NO: 19 también muestra la secuencia del péptido traducido.

Los constructos anteriores pueden ser elaborados por un experto en la técnica utilizando mecanismos rutinarios.
Ejemplo 2
Transfeccion, seleccion clonal y expresion de GLP-1 de células de mamifero

Fuente de las células: HEK293 (linea celular de rifiédn embrionario humano, Num. ACC 305, DSMZ Cell Culture
Collection, Alemania), AtT20 (linea de células tumorales de glandula pituitario LAF1 de ratén, Num. 87021902,
European Cell Culture Collection, Reino Unido), células hTERT-MSC generadas por el Prof. Kassem, Hospital
Universitario de Odense, Dinamarca.
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Para la transfeccion de 106 células se utilizaron 0,5-2 ug de ADN plasmido con diferentes constructos de GLP-1. Los
constructos se generaron como se describe en el Ejemplo 1. Las células HEK293 se transfectaron mediante el
método de co-precipitacion con fosfato de calcio convencional como se describe en Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel et al. 1994ff Harvard Medical School Vol. 2, Unidad 9.1). Las células AtT20 se transfectaron
utilizando FuGene (Roche) como se describe en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et. al. 1994ff,
Harvard Medical School Vol. 2., Unidad 9.4). La transfeccion de células hTERT-MSC se realizé usando la tecnologia
Nucleofector (Amaxa), un método no viral que se basa en la combinacién de parametros eléctricos y disoluciones
especificas de tipo de célula. Utilizando el dispositivo Nucleofector (programa C17) y la disolucion Nucleofector VPE-
1001 se han logrado eficacias de transfeccion >60%. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion se realizé la
seleccion de los clones celulares con integracion estable de ADN en el cromosoma mediante la adicion del agente
selectivo blasticidina (2 pg/ml) al medio de cultivo. De doce a quince dias mas tarde, los clones de células
transfectadas estables pudieron ser aislados y expandidos para su caracterizacion.

La expresion transitoria de los distintos constructos de GLP-1 se midié en las células hTERT-MSC y HEK293. Si
bien solo se puede encontrar un nivel GLP-1 activo marginal en los constructos de GLP-1 monoméricos Nim. 103 y
Num. 317 (que tiene solo una copia de GLP-1 (7-37), se puede encontrar una enorme ganancia en la expresion del
constructo GLP-1 dimérico Num. 217 (que tiene GLP-1 (7-37) como componente (l) y como componente (lll)) tanto
en las células hTERT-MSC como en HEK293. Los resultados se resumen en la Figura 2. Un alargamiento del
constructo para el constructo de GLP-1 Num. 159 (que tiene cuatro copias de IP2 como componente (1)) no da
como resultado un incremento significativo adicional (no mostrado). Después de la transfeccién de las células
hTERT-MSC con diferentes constructos, se seleccionaron los clones que expresan de manera estable GLP-1. Los
niveles de expresion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Constructo clon celular GLP activo por 106 células y hora [pmoles]
NUm. 103-GLP1(7-37) 49TM113/13 0,4
Num. 317-GLP1(7-37)IP2-11-aa 71TM169/1 0,3
NUm. 217-GLP1(7-37)-IP2-GLP1(7- | 79TM217/13 2,7
CM1

Ejemplo 3
Andlisis de Transferencia Western de Péptidos GLP-1, secretados por células de mamifero

Se separd el sobrenadante de cultivo celular de células secretoras de GLP-1 en un gradiente de SDS-PAGE de
10%-20% (120V, 90 minutos) y se transfiri6 a una membrana de PVDF (Membrana Immobilon-P 0,45 pym Millipore
IPVH 00010) por transferencia semi-seca (2,0 mA/cm2, 60 minutos). Después de la fijacion con metanol y el bloqueo
(BSA al 3% (p:v), Tween-20 al 0,1% (v:v) en TBS) la membrana se sometié a inmunotransferencia con 1 mg/ml de
anticuerpo anti-GLP-1 (HYB 147-12, Antibodyshop) a 4°C durante la noche. Después del lavado y la incubacién con
0,02 pg/ml de anticuerpo de deteccion (anti-IgG de raton, conjugada con HRP, Perkin Elmer PC 2855 a 1197) a la
temperatura ambiente durante 4 horas, la deteccidon de quimioluminiscencia revela la ubicacion de la proteina.

El analisis de transferencia Western se muestra en la Figura 3 (1: 100 ng de GLP-1(7-37) sintético disuelto en
sobrenadante de células hTERT-MSC simuladamente transfectadas, 2: sobrenadante de células hTERT-MSC (clon
79TM217/13) que secretan GLP-1 dimérico del constructo Num. 217, 3: sobrenadante de células AtT20 (clon 81-A-
217/3) que secreta GLP-1 dimérico del constructo NUum. 217; M: marcador de proteina tefiido previamente [kDal)).
Los resultados demuestran que los péptidos de la invencién que contienen GLP-1 (7-37) y un apéndice C-terminal (2
y 3 en la Fig. 3) son secretados a partir de las lineas celulares transfectadas y pueden ser detectados utilizando un
anticuerpo anti-GLP-1, que se une a los epitopos moleculares medios de GLP-1 (7-37).

Ejemplo 4
Estabilidad en plasma in vitro de péptidos GLP-1 secretados de células humanas

Las células HEK293 y hTERT-MSC fueron transfectadas transitoriamente con constructos, que codificaban la
secuencia sefal heteréloga de estromelisina, que esta conectada a variantes de GLP-1 que codifican los péptidos
siguientes:

1: GLP-1 (7-37)
2: GLP-1 (7-37)-IP2-prolongado con 11 AA
3: GLP1 (7-37)-IP2-GLP1 (7-37)

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2397289 T3

El sobrenadante de cultivo celular, que contenia los péptidos GLP-1 secretados de células o GLP-1 (7-37) sintético
(Bachem) se incub6 con plasma enriquecido con linfocitos humanos que contenia actividad de dipeptidilpeptidasa a
37°C y 5% de CO2, durante 3 o 4 horas. Se utilizé el GLP-1 (7-37) sintético en el sobrenadante de las células
simuladamente transfectadas como control positivo para la actividad de DPP-IV, que se demostré que era inhibida
por la adicién de un inhibidor de DPP-IV (NUm. DPP4, Biotrend). El GLP activo se midié usando un ELISA para GLP-
1 (Activo) (Num. EGLP-35K. Biotrend), usando un anticuerpo que se une al epitopo N-terminal de GLP-1 (7-37) que
discrimina el péptido GLP-1 (9-37) inactiva, degradado por DPP-IV.

Los resultados se muestran en las Figuras 4 (células HEK293) y 5 (células hTERT-MSC). Las células HEK293 y
hTERT-MSC son ambas anfitriones eficaces para el constructo génico. La numeraciéon de los resultados para las
células transfectadas de los tipos 1 a 3 es como en el Ejemplo 3 (1: 100 ng GLP-1 (7-37) sintético disuelto en
sobrenadante de células hTERT-MSC simuladamente transfectadas, 2: sobrenadante de células hTERT-MSC (clon
79TM217/13) que secreta GLP-1 dimérico del constructo Num. 217, 3: sobrenadante de células AtT20 (clon 81-A-
217/3) que secreta GLP-1 dimérico del constructo Num. 217). Si bien el constructo 1 produce GLP-1 de tipo salvaje
que es inactivado por DPP-IV de una manera similar al GLP-1 sintético, las formas de GLP-1 prolongadas C-
terminalmente de la invencién (2 y 3 en la Figura 4, 3 en la Figura 5) son mas resistentes a la degradacion y
mantienen una actividad de al menos 40%. Los péptidos de GLP-1 prolongados C-terminalmente estan
significativamente estabilizados en plasma humano in vitro. El péptido con la secuencia de GLP-1 dimérico (3) esta
casi completamente estabilizado frente a la degradacion con DPP-IV in vitro.

Ejemplo 5
Andlisis de Transferencia Western de péptidos de GLP-1

Se produjeron varios péptidos de GLP-1 sintéticamente en fase sodlida (syn) o recombinantes usando E. coli (rec).
Los péptidos GLP-1 (31 ng SEQ ID NO: 1 y 10 ng de cada SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8) se
separaron en un gradiente de SDS PAGE al 10% - 20% (120V, 90 minutos) y se transfirieron a una membrana de
PVDF (Membrana Immobilon-P 0,45 m Millipore IPVH 00010) mediante transferencia semi-seca (2,0 mA/cm2, 60
minutos). Después de la fijacion con metanol y bloqueo (BSA al 3% (p:v), Tween-20 al 0,1% (v:v) en TBS) la
membrana se sometid a inmunotransferencia con 1 pyg/ml de anticuerpo anti-GLP-1 (HYB 147-12, Antibodyshop) a
4°C durante la noche. Después del lavado y la incubacién con 0,02 g/ml de anticuerpo de deteccion (anti-IgG de
ratén, conjugada con HRP, Perkin Elmer PC 2855 a 1197) a temperatura ambiente durante 4 horas, la deteccion de
la quimioluminiscencia revela la ubicacién de la proteina. La Fig. 6 muestra una Transferencia Western para los
péptidos indicados. Se pueden dar los siguientes valores: SEQ ID NO: 1 (ID1syn) corresponde a GLP-1 (7-37), 31
aa, 3,3 kD; SEQ ID NO: 8 (ID8syn, CM3) corresponde a GLP-1 (7-37)-IP2, 46 aa, 5,1 kD; SEQ ID NO: 7 (ID7rec,
CM2) corresponde a GLP-1 (7-37)-IP2-RR-GLP2, 83 aa, 9,4 kD; SEQ ID NO: 6 (ID6syn, CM1) corresponde a GLP-1
(7-37)-1IP2-RR-GLP1 (7-37), 79 aa, 8,7 kD.

Ejemplo 6
Estabilidad en plasma humano In vitro de péptidos de GLP-1CM

Se incubaron péptidos de GLP-1 sintéticos (SEQ ID NO: 1syn, SEQ ID No: 6syn, SEQ ID No: 7rec, SEQ ID No:
8syn) a concentraciones de 20 ng/ml con plasma humano a 37°C y 5% de CO2 durante 3 horas. La actividad
dipeptidilpeptidasa del plasma se inhibié por medio de un inhibidor de DPP-IV (Num. DPP4, Biotrend). El GLP activo
se midié usando el ELISA para GLP-1 (Activo) (Num. EGLP-35K, Biotrend).

En contraste con el GLP-1(7-37) nativo (SEQ ID NO: 1), los péptidos de GLP-1 prolongados C-terminalmente de la
invencion SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 estan significativamente estabilizados en plasma humano in
vitro (Fig. 7). Como control (en el lado derecho) se muestran los resultados obtenidos para los experimentos con la
adicion de DPP-IV. La actividad de GLP-1 se mantiene completamente en estos experimentos de control.

Ejemplo 7
Bioanalisis in vitro
Produccion de AMP ciclico

Se cultivaron células RIN-5F (tumor de células de islotes de rata; ECACC No. 95090402) en placas de 24 pocillos
durante 4 dias alcanzando un 70% de confluencia. Las células se lavaron dos veces con DMEM (E15-009, PAA)
antes de la adicion de 0,5 ml de DMEM (E15-009, PAA) son un suplemento de HSA al 1% (Aventis), IBMX 0,2 mM
(858455, Sigma) y los péptidos de ensayo. Después de una incubacién de 20 minutos a 25°C las células se lavaron
dos veces con PBS enfriado con hielo. EI AMPc celular se extrajo mediante la adicion de HCI 0,1 N que contenia
Triton X-100 0,5%. EI AMP ciclico se cuantificé utilizando el EIA para AMPc (pH bajo) (Cat. DE0355, R & D). Para la
estimulacion se han utilizado SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 6syn, SEQ ID NO: 6rec, SEQ ID No: 7rec, SEQ ID No:
8syn 3 * 10-8M.
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Los resultados se muestran en la Fig. 8. La produccion de 100% de AMPc se corresponde con produccion basal en
ausencia de GLP-1. GLP-1 se une a receptores acoplados a proteina G y estimula la produccién de AMPc. Todas
las moléculas probadas incrementan la producciéon de AMPc celular.

Ejemplo 8
Bioactividad in vivo

Se trataron ratones diabéticos de tipo Il (C57BL/Ks-Leprdb/db, Harlan) de 11 semanas de edad con 5 pg de péptido
mediante inyeccion subcutanea dos veces al dia alas 9 am y 5 pm (n = 5 por grupo). Se midi6 la glucosa en sangre
antes (dia 0) y después del tratamiento con péptidos GLPCM (Dia 2, 4, 7, 10) a las 10 am después de un periodo de
ayuno durante una noche. Los datos se presentaron con respecto a los niveles de glucosa en sangre medidos el dia
0.

Todos los péptidos de la invencion sometidos a ensayo (SEQ ID NO: 6 (sintético o recombinante) y SEQ ID NO: 7
(sintético o recombinante)) tienen un efecto anti-hiperglicemia. Los mejores resultados se obtuvieron con NO ID
SEQ: 6 (CM1) recombinante y SEQ ID NO: 8 (CM3) sintético. En la fig. 9 (eje y) se muestra el efecto relativo del
tratamiento. La glucosa en sangre el dia = 0 se ajusté a 1. Los animales no tratados experimentan un continuo
aumento en el nivel de glucosa en sangre con el tiempo, mientras que los animales tratados con los péptidos de la
invencién presentan grosso modo una disminucion continua del nivel de glucosa en sangre con el tiempo.
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Lista de Secuencias
HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR G
Sequence ID No.: 1
RRDFPEEVAI VEELG
5 ID de Secuencia No.: 2

RRDFPEEVAI AEELG
ID de Secuencia No.: 3
HADGSFSDEM NTILDNLAAR DFINWLIQTK ITDRK
ID de Secuencia No.: 4

10 HADGSFSDEM STILDNLATR DFINWLIQTK ITDKK

ID de Secuencia No.: 5

HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IAEELGRRHA
EGTFTSDVSS YLEGQAAKEF IAWLVKGRG

ID de Secuencia No.: 6

HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IAEELGRRHA
DGSFSDEMST ILDNLATRDF INWLIQTKIT DKK

ID de Secuencia No.: 7
HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IAEELG
15 ID de Secuencia No.:8

MAPAAWLRSA AARALLPPML LLLLQPPPLL ARALPPDVHH LHAERRGPQP
WHAALPSSPA PAPATQEAPR PASSLRPPRC GVPDPSDGLS ARNRQKR

ID de Secuencia No.: 9

HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IVEELGRRHA
EGTFTSDVSS YLEGOAARKEF IAWLVKGRG
ID de Secuencia No.: 10

HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IVEELGRRHA
DGSFSDEMNT ILDNLAARDF INWLIQTKIT DRK
ID de Secuencia No.: 11

HAEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GRRDFPEEVA IVEELG
20 ID de Secuencia No.:12
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gatatccacc

ccctgctgcc
L L P
gcecgggecce
A R A L
ctgagggggc
caagaaacca
tgccctttece
gtgtgtttgce
ggcctgaccea

gcacgccgag

H A E
gccctgecece
P A P
ctgaggccac
L R P P
tcggaatcgg

R N R
gcagctacct
S Y L

aagggcaggg
K G R G

gctgggcegg
L G R

acctggaggqg

L E G
aggggctgag
R G *

atggcccccg
M A P A
acccatgctg
P M L
tgcceeceqggt
P P
gccgggcacg
gagagccagce
ctctccattt
tgacaggcca
gaccctcatg

aggcgeggcec
R R G P
tgccccecagcece
A P A
ccaggtgcgg
R C G
cagaagaggc
Q K R H
ggagggccag
E G Q
gccgcaggga
R R D
cgacacgccg
R H A E
ccaggccgcce
Q A A
cgcgce

ID de Secuencia No.: 13

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccge
ccagcggcegt
catgtgccgg
gtgtgtttgc
gaccctcatg
ctcagccctg
cccececaqgqec
gcctgagcgce
gcagctacct
gccgcaggga
agggcacctt
tcgectgget

atggccecceg
ctgctgctge
cactcgccgt
atccggacqgce
tgcccetttcece
tgacaggcca
tcttectcet
gcacgccgcece
tgccagcage
tcggaatcgg
dggagggccag
cttccctgag
cacctccgac

ggtgaagggc

ID de Secuencia No.: 14
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ccgcctggct
A W L
ctgctgctgce
L L L L
gagtgcccgce

cgggctggge
cagatgccaa
gccctgceccac
catctctaac
tcttcctcecet

ctcagcccetg
Q P W
acccaggagqg
T Q E A
cgtgcctgat
v P D
acgccgaggg
A E G
gccgccaagg
A A K E
cttccectgag
F P E
agggcacctt
G T F
aaggagttca
K E F I

ccgectggcet
tgcagccccee
ccgectectcg
caagaaacca
ctctccattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaaqg
gaggtggcca
gtgagcagct
aggggctgag

21

gaggagcgcc
R S A
tgcagccccce
Q P P
cactcgecgt

ccagcggcegt
agggceccectgce
acagtgggct
tgtgggccat
tcccaggacg
D Vv
gcacgcegec
H A A
ccceccaggcce
P R P
ccctceccgatg
P S D G
caccttcacc
T F T
agttcatcgc
F I A
gaggtggcca
E VvV A 1I
cacctccgac
T S D
tcgcectggcet
A W L

gccgccaggg
A A R A

acctctgcectg
P L L
ccgctectcecg

atccggacgc
catgtgccgg
ggggttgcac
gtggacctta
tgcaccacct

H H L
ctgccaagca
L P S §
tgccagcagc
A S S
gcctgagcgce

L S A
tccgacgtga
S D Vv S
ctggctggtg
W L V
tcgtggagga

V E E
gtgagcagct
vV 8§ §8 Y
ggtgaagggc
vV K G

gaggagcgee
acctctgctg
ctgagggggc
gagagccagce
gccctgeccac
tgtgggccat
tgcaccacct
gccctgeccce
ccaggtgegg
acgccgaggg
agttcatcgc
tcgtggagga
acctggaggg
cgcgce

gecgccaggg
gceccgggcece
gccgggcacg
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagcee
cgtgcctgat
caccttcacc
ctggctggtg
gctgggccegg
ccaggccgcecce

ccctgetgec
tgcccccggt
cgggctgggce
agggccectgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggegcggcec
acccaggagg
ccctceecgatg
tccgacgtga
aagggcaggg
cgacacgccg
aaggagttca
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gatatccacc

ccctgetgee
L L P
gcecegggcecece
A R A L
ctgagggggc
caagaaacca
tgecccetttce
gtgtgtttge
ggcctgacca

gcacgeccgag

H A E
gcecetgecee
P A P
ctgaggccac
L R P P
tcggaategg

R N R
gcagctacct
S Y L

aagggcaggg
K G R G

gctgggecgg
L G R
tcctggacaa
L D N
aagatcaccg
K I T D

atggcccccg
M A P A
acccatgctg
P M L
tgccececggt
P P
gecgggeacg
gagagccage
ctctceattt
tgacaggcca
gaccctcatg

aggcgeggee
R R G P
tgceccecagec
A P A
ccaggtgcgg
R C G
cagaagaggc
Q K R H
ggagggccag
E G Q
gccgcaggga
R R D
cgacacgccg
R H A D
cctggeccgeg
L A A
atcggaagtg
R K *

ID de Secuencia No.: 15

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccgce
ccagcggegt
catgtgccgg
gtgtgtttgc
gaccctcatg
ctcagcccectg
ccecccaggece
gcctgagcgce
gcagctacct
gccgceaggga
acggcagctt
tcaactggct
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ccgcetgget
A W L
ctgctgetge
L L L L
gagtgcccgce

cgggetgggce
cagatgccaa

gcecctgecac
catctctaac
tcttectcecet

ctcagcccetg
Q P W
acccaggagg
T Q E A
cgtgcctgat
v P D
acgccgaggg
A E G
gccgecaagg
A A K E
cttcectgag
F P E
acggcagctt
G S F
cgcgacttca
R D F I
agcgcgctga

gaggagcgcec
R § A

tgcagcecccc
Q P P

cactcgccgt

ccageggegt
agggcectgce
acagtgggct
tgtgggccat
tceccaggacyg
b Vv
gcacgccgce
H A A
cccccaggcece
P R P
ccctecgatg
P S D G
caccttcacc
T F T
agttcategce
F I A

gaggtggcca

E V- A I

cagcgacgag
S D E
tcaactggct

N W L
tatc

gccgccaggg
A A R A

acctctgctg
P L L
ccgectecteg

atcecggacgce
catgtgcegg
ggggttgcac
gtggacctta
tgcaccacct
H H L
ctgccaagca
L P S s
tgccagcagce
A S S
gcctgagege
L s A
tccgacgtga
S D V S
ctggctggtg
W L V
tcgtggagga
vV E E
atgaacacca
M N T I
gatccagacc
I QT

atggcccccg
ctgctgctge
cactcgcecgt
atccggacge
tgcecctttcee
tgacaggcca
tcttcctect
gcacgccgcee
tgccagcagce
tcggaatcgg
ggagggccag
cttccectgag
cagcgacgag
gatccagacc

ID de Secuencia No.: 16

ccgcectggcet
tgcagcccce
ccgctcctcg
caagaaacca
ctctecattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaagg
gaggtggcca
atgaacacca
aagatcaccg

gaggagcgcc
acctctgctg
ctgaggggge
gagagccagce
gccctgccac
tgtgggccat
tgcaccacct
gccctgecce
ccaggtgcgg
acgccgaggyg
agttcatcgce
tcgtggagga
tcctggacaa
atcggaagtg

gccgecaggg
gccecgggecce
gccgggeacy
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagec
cgtgectgat
caccttcacc
ctggctggtg
gctgggcegg
cctggecgceg
agcgcgctga

1 gatatccacc atggcccccg ccgcctgget gaggagcgcc gccgccaggg

51

M

L L P

P M L

A P A

A W L

R s A

P P P L

22

A A R A
ccctgctgec acccatgetg ctgctgetge tgcagecccce acctctgetg
L L L L Q

L

ccctgcetgcec
tgcecceeggt
cgggctgggc
agggeccectge
ggggttgcac
ggcctgacca
aggcgcggcc
acccaggagg
ccctceccgatg
tccgacgtga
aagggcaggg
cgacacgccqg
cgcgacttca
tatc



101
151
201
251
301
351
401
451

501

551

601

651

701

751

gcccgggccc
A R A L
ctgagggggc
caagaaacca
tgcectttee
gtgtgtttgce
ggcctgacca

gcacgccgag
H A E
gccctgecec
P A P
ctgaggccac
L R P P
tcggaatcgg
R N R
gcagctacct
S Y L

aagggcaggg
K G R G

gctgggceegg

tgcececceggt
P P
gccgggceacyg
gagagccagc
ctctccattt
tgacaggcca
gaccctcatg

aggcgceggcece
R R G P
tgccececagcece
A P A
ccaggtgcgg
R C G
cagaagaggc
Q K R H
ggagggccag
E G Q
gccgcaggga
R R D
cgacacgccqg

ES 2397289 T3

gagtgceccge

cgggctgggc

cagatgccaa

gccctgecac
catctctaac

tcttcctect

ctcagccctg

Q P W

acccaggagg
T Q E A
cgtgcctgat

v P D

acgccgaggg

A E G

gccgceccaagqg
A A K E
cttccectgag

F P E

acggcagctt

cactcgcecegt

ccagecggegt
agggecctgce
acagtgggcet
tgtgggccat
tcccaggacg
D Vv
gcacgccgce
H A A
cccccaggcece
P R P
ccctececgatg
P S D G
caccttcacc
T F T
agttcatcgc
F I A
gaggtggcca
E V A I
cagcgacgag

ccgctccecteg

atccggacgc
catgtgccgg
ggggttgcac
gtggacctta
tgcaccacct
H H L
ctgccaagca
L P S S
tgccagcagc
A S S
gcctgagege
L S A
tccgacgtga
s D Vv s§
ctggctggtg
W L V
tcgtggagga
vV E E
atgaacacca

L G R

tcctggacaa
L D N

R H A

cctggccgceg
L A A

G S
cgctga
R +*

D

ID de Secuencia No.: 17

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
721

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccgce
ccagcggegt
catgtgccgg
gtgtgtttgce
gaccctcatg
ctcagccctg
ccccececaggcece
gcctgagecge
gcagctacct
acggcagctt

atggcccceg
ctgctgctgce
cactcgccgt
atccggacgce
tgcecectttce
tgacaggcca
tcttectect
gcacgccgcce
tgccagcagc
tcggaatcgg

ggagggccag
cagcgacgag

ID de Secuencia No.: 18

51

101

151
201
251
301
351

gatatccacc

ccctgectgec

L L P
gcccgggcecc
A R A L
ctgagggggc
caagaaacca
tgccctttcc
gtgtgtttgc
ggecctgacca

atggcccecccg
M A P A
acccatgctg
P M L
tgccecceggt
P P
gccgggcacg
gagagccagc
ctctccattt
tgacaggcca
gaccctcatg

ccgcectggcet
tgcagccccce
ccgctccteg
caagaaacca
ctctccattt
catctctaac
tcccaggacg

‘ctgccaagca

ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaagg
atgaacacca

ccgectggcet
A W L
ctgctgctgce
L L L L
gagtgcccgce

cgggctgggce
cagatgccaa

gccctgcecac
catctctaac
tcttectcect

F
tat ¢

gaggagcgcc
acctctgctg
ctgagggggc
gagagccagc
gccctgccac
tgtgggccat
tgcaccacct
gcecctgeccce
ccaggtgcgg
acgccgaggg
agttcatcgce
tcctggacaa

gaggagcgcce
R S§ A
tgcagccccce
Q p P
cactcgccgt

ccagecggcegt
agggccecctgce
acagtgggct
tgtgggccat
tcccaggacg

D v

23

S D E

gccgccagdg
gcccgggcecce
gccgggeacg
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgceccagcce
cgtgcctgat
caccttcacc
ctggctggtg
cctggccgceg

gccgeccaggg
A A R A
acctctgctg
P L L
ccgctecctecg

atccggacgce
catgtgccgg
ggggttgcac
gtggacctta
tgcaccacct
H H L

M N T I

ccctgetgee
tgcceccggt
cgggctggge
agggccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggcgcggcec
acccaggagg
ccctccgatg
tcecgacgtga
aagggcaggg
cgctgatatc



10

401
451
501
551
601
651

701

gcacgccgag
H A E
gccctgeccee
P A P
ctgaggccac
L R P P
tcggaatcgg
R N R
gcagctacct
S Y L

aagggcaggyg
K G R G

gctgggctga

aggcgcggcce

‘R R G P

tgcceccagcee
A P A
ccaggtgcgg
R C G
cagaagaggc
Q K R H

ggagggccag
E G Q

gccgcaggga
R R D

gcgcge

ES 2397289 T3

ctcagcectg

Q P W

acccaggagg
T Q E A

cgtgcctgat
vV P D

acgccgaggg

A E G

gccgccaagg
A A K E
cttccctgag

F P E

gcacgccgcce
H A A
cccceaggcece
P R P
ccctecgatg
P S D G
caccttcacc
T F T
agttcatcge
F I A
gaggtggcca
E V A 1

ctgccaagca
L P S S
tgccagcagc
A S S8
gcectgagegce
L § A
tccgacgtga
S D VvV s
ctggctggtg
Ww L Vv
tcgtggagga
V E E

L G *

ID de Secuencia No.:19

1
" 61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccgc
ccagcggcegt
catgtgccgg
gtgtgtttge
gaccctcatg
ctcagccctg
cccecaggece
gcctgagcge
gcagctacct
gccgcaggga

atggccccceg
ctgctgectge
cactcgccgt
atccggacgc
tgccctttce
tgacaggcca
tcttecteet
gcacgccgcce
tgccagcagce
tcggaatcgg

ggagggccag
cttcccetgag

ID de Secuencia No.: 20

ccgcctgget
tgcagcccce
ccgctecteg
caagaaacca
ctctccattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaagg
gaggtggcca

HGEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR G

ID de Secuencia No.: 21

RRDFPEEVAI

ID de Secuencia No.: 22

RRDFPEEVAI VEEL

ID de Secuencia No.: 23

RRDFPEEVAI AEEL

ID de Secuencia No.: 24

gaggagcgcc
acctctgctg
ctgagggggc
gagagccage
gccctgecac
tgtgggccat
tgcaccacct
gccctgececce
ccaggtgcgyg
acgccgaggg
agttcatcgce
tegtggagga

24

gccgccaggg
gceccgggcece
gccgggcacg
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagcece
cgtgcctgat
caccttcacc
ctggctggtg
gctgggctga

ccctgctgcc
tgcceceeggt
cgggctggge
agggccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggecgcggec
acccaggagg
ccctecegatg
tccgacgtga
aagggcaggg
gcgcgce



10

15

20

25

30

35

40
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Biocompatibles UK Limited
<120> Péptidos de Fusion de GLP-1, su produccion y uso
<130> BIO7P001EPT1

<140>
<141>

<160> 27
<170> Patentln versiéon 3.3

<210> 1
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: péptido sintético correspondiente a GLP-1 (7-37) (véase la descripcion de la
pag. 20)

<400> 1

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

.

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
. 20 25 30

<210> 2
<211> 15
<212> PRT
<213>  Atificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de IP-2 completo que tiene los 15 aminoacidos de la secuencia de
IP-2 de origen natural, humana; (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 2

Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly
1 : 5 10 15

<210> 3
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de IP-2 completo que tiene los 15 aminoacidos de la secuencia de
IP-2 de origen natural, murina; (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 3

Arg Rrg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly
1 5 10 15
<210> 4

<211> 35

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: isoforma murina de GLP-2 (véase la descripcion de la pag. 20)

25



ES 2397289 T3

<400> 4

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn
1 S 10 . 15

Leu Ala Ala Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
20 25 30

Asp Arg Lys
.35

<210> 5
<211> 35
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: isoforma humana de GLP-2 (véase la descripcién de la pag. 20)

<400> 5

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Rsp Glu Met Ser Thr Ile Leu Asp Asn
1 5 10 15

Leu Ala Thr Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
. 20 . 25 30

Asp Lys Lys
35

<210> 6
<211> 79
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No: 6 (ID6syn, CM1) corresponde a GLP-1 (7-37) - IP2 - RR — GLP-1
(7-37), 79 aa, 8,7 kD (véase la descripcién de la pag. 20)

<400> 6

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

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg
20 ' 25 30

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly Arg Arg
35 40 45

His Ala Glu Gly‘ Thr Phe Thr Ser Asp Vai Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
50 ' 55 60

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
65 70 75

<210> 7

26



10

15

20

<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia: SEQ ID No: 7 (ID7rec, CM2) corresponde a GLP-1 (7-37) — IP2 - RR — GLP2,

ES 2397289 T3

83 aa, 9,4 kD (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 7

His Ala Glu Gly Thr

1 5

Gln Ala Ala Lys Glu

20

Arg Asp Phe Pro Glu
35

His Ala Asp Gly Ser

50

Leu Ala Thr Arg Asp

€5

Asp‘Lys Lys

<210> 8

<211> 46

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No: 8 (ID8 sin, CM3) corresponde a GLP-1 (7-37) — IP2, 46 aa, 5,1 kD;

<400> 8

Phe

Phe

Glu

Phe

Phe
70

Thr

Ile

Val

Serx

55

Ile

Ser Asp Val
10

Ala Trp Leu
25

Ala Ile Ala
40

Asp Glu Met

Asn Trp Leu

Ser

Val

Ser

Lys

Tyr Leu Glu Gly

1

5

Gly Arg Gly Arg

30

Glu Glu Leu Gly Arg Arg

Ser

Ile
15

Thr
60

Gln

45

Ile Leu Asp Asn

Thr Lys Ile Thr

80

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1 5

10

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
30

20

25

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly

35

<210> 9
<211> 97
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

40

<223> Descripcion de la secuencia: artificia

<400> 9

27

45

15

Gly Arg



ES 2397289 T3

Met Ala Pro Ala Ala. Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg Ala Leu Leu

1 5 .10 15

Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu Leu Ala Arg

20 25 30
Ala Leu Pro Pro Asp Val His His Leu His Ala Glu Arg Arg Gly Pro
35 40 45
Gln Pro Trp His Ala Ala Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ala Pro Ala
50 55 60

Thr Gln Glu Ala Pro Arg Pro Ala Ser Ser Leu Arg Pro Pro Arg Cys

65 70 75 80

Gly Val Pro Asp Pro Ser Asp Gly Leu Ser Ala Arg Asn Arg Gln Lys
85 90 95

<210> 10

<211> 79

<212> PRT

5 <213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No: 10 (N-GLP-1 (7-37) — IP2 (humano) — RR — GLP-1 (7-37) -C,

también denominado CM1 humano), (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 10

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

10

15

1 5

Gln Ala Ala Lys Glu Phe
V 20

Arg Asp Phe Pro Glu Glu
35 :

His Ala Glu Gly Thr Phe
50

Gln Ala Ala Lys Glu Phe
65 70

<210> 11
<211> 83
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>

10

Ile Ala Trp Leu Val Lys
25

Val Ala Ile Val Glu Glu
40

Thr Ser Asp Val Ser Ser
55 60

Ile Ala Trp Leu Val Lys
75

15

Gly Arg Gly Arg
30

Leu Gly Arg Arg

45

Tyr Leu Glu Gly

Gly Arg Gly

Descripcion de la secuencia: SEQ | D No: 11 (N — GLP-1 (7-37) — IP2 (humano) — RR — GLP-2 - C),

también denominado CM2 humano en la presente memoria), (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 11

28



10

15

20
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;iis Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
) 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg
, 20 25 30 ‘

Arg Asp Prsxe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly Arg Arg
3 40 45

His ls%a Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr lle Leu Asp Asn
55 60

Leu Ala Ala Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
65 70 75 80

Asp Arg Lys

<210> 12
<211> 46
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No: 12, GLP-1 (7-37) conectado sin ninguna secuencia conectora a

través de su extremo C a IP2 (véase la descripcion de la pag. 20)

<400> 12

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 .5 10 -~ 15

Gln_Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg
20 25 30

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly
35 40 45

<210> 13
<211> 815
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: (SEQ ID No: 13) representa la secuencia del péptido traducida del constructo

de acuerdo con la Fig. 1k (SEQ ID No: 14), (véase la descripcion de la pag. 21);
<220>

<221> CDS

<222> (11)..(118)

<220>

<221> CDS

<222> (387)..(809)

<400> 13

29
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gatatccace atg gcc ccc gec gee tgg ctg agg agc gec goc gec agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg
1 5 10

gcc ctg ctg cca ccc atg ctg ¢tg ctg ctg ctg cag cce cca cct ctg
Ala Leu Leu Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu
15 20 25

ctg gcc cgg gcc ctg ccec cecg gtgagtgcec gecactcgee gtcegetcct
Leu Ala Arg Ala Leu Pro Pro
30 35

cgctgagggg gcgecgggeca cgcgggetgg gcccagegge gtatccggac gccaagaaac
cagagagcca gccagatgcc aaagggccct gccatgtgec ggtgcccttt ccetctécat

ttgccectgec acacagtggg ctggggttgc acgtgtgttt gctgacaggce cacatctcta

aCtg§gqgcc atgtggacct taggcctgac cagaccctca tgtcttcctc ctteccag

gac gtg cac cac ctg cac gcc gag agg cgc ggc cct cag ccc tgg cac
Asp Val His His Leu His Ala Glu Arg Arg Gly Pro Gln Pro Trp His
40 ' 45 50

gcc gcec ctg cca age agc cct gecec cct gocc cca gec acc cag gag gcc
Ala Ala Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ala Pro Ala Thr Gln Glu Ala

S5 k 60 65

ccc agg cct gcc age age ctg agg cca ccc agg tge ggc gtg cct gat
Pro Arg Pro Ala Ser Ser Leu Arg Pro Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp
70 : N 75 80

ccc tcc gat ggc ctg agc gct cgg aat cgg cag aag agg cac gcc gag
Pro Ser Asp Gly Leu Ser Ala Arg Asn Arg Gln Lys Arg His Ala Glu
85 ' 90 95 , 100

ggc acc ttc acc tcc gac gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gcc gcc
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
105 110 115

aag gag ttc atc gcc tgg ctg gtg aag ggc agg ggc cgc agg gac ttc
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg Arg Asp Phe
120 . 125 130

““cct gag gag gtg gcé atc gtg gag gag ctg ggc cgg cga cac gcc gag
Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly Arg Arg His Ala Glu
135 140 , 145

ggc acc ttc acc tcc gac gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gcc gcc
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
. 150 155 160

aag gag ttc atc gec tgg ctg gtg aag ggc agg ggc tga gcgcgce:
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arq Gly
165 170 175

<210> 14
<211> 815
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

30

49

97
148
208
268
328
386

434

482

530
578
626
674
122
770

815



10

15

<223>

descripcién de la pag. 21);

<400> 14
gatatccacc
acccatgcectg
gagtgcccgce

ccagcggcegt

gtgtgtttge
gaccctcatg
étcagccctg
ccecececaggec
gcctgagege
gcagctacct

gccgcaggga

agggcacctt

tcgecctggcet

<210> 15

<211> 834
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

atggcccecg
ctgctgctge
cactcgccgt

atccggacgc

tgacaggcca
tcttcctcct
gcacéccgcc
tgccagcagce
tcggaatcgé
géagggccag

cttccctgag

ES 2397289 T3

ccgcctggct‘

tgcagcccee
ccgectectceg

caagaaacca

catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaagg

gaggtggcca

gaggagcgcece
acctcetgcetg

ctgagggggc

gagagccagc

tgtgggccat
tgcaccacct
gccctgcccce
ccaggtgcgg
acgccgaggg
agttcatcgce

tcgtggagga

gccgccaggg
gccegggecc
gccgggcacyg

cagatgccaa

gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagcece
cgtgcectgat
caccttcacc
ctggctggtg

gctgggccgg

ccetgectgee
tgccecceggt

cgggctgggce

agggccctge

ggcctgacca
aggcgceggcce
acccaggagg
ccctcecgatg
tccgacgtga
aagggcaggg

cgacacgccg

cacctccgac gtgagcagct acctggaggg ccaggccgcc aaggagttca

ggtgaagggc aggggctgag cgege

Avrtificial

constructo de a Fig. 1h, (véase la descripcion de la pag. 22);

<220>

<221> CDS
<222> (11)..(118)
<220>

<221> CDS
<222> 387)..(821)
<400> 15

31

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo de acuerdo con la Fig. 1k, (véase la

60
120
180

240

360

420

- 480

540
600
660

720

780

815

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia del péptido traducida de acuerdo con el
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gatatccacc atg gcc ccc gocc gec tgg ctg agg age gee gec gec agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg
10

gce ctg ctg cca

1

5

‘ccc atg ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cet étg

Ala Leu Leu Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu

¢ctg gce cgg gcc
Leu Ala Arg Ala

30

cagagagcca gccagatgcc aaagggccct
.ttgccctgcc acacagtggg ctggggttgc

actgtgggcec atgtggacct taggcctgac

gac
Asp

gce
Ala

ccc
Pro

cce
Pro
85

ggc

15

gtg
Val

gce
Ala

agg
Arg
70

tce
Ser

acc

cac
His

35

20

cgctgagggg gegeogggea ©gcgggctgg goccagegge

cac ctg cac gcc gag
His Ala Glu

His Leu
40

ctg cca agc

Leu
55

Pro Ser

age
Ser

cct gcc age age
Pro Ala Ser

Ser

gat ggc ctg agc
Asp Gly Leu Ser

90

ttc ace teec gac

cct
Pro

ctg
Leu
75

gct

Ala

gce
Ala
60

agg
Arg

cgg
Arg

gccatgtgcc

acgtgtgttt

agg
Arg
45

cct

Pro

cca
Pro

aat
Asn

gtg age agce

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser

aag
Lys

cct
Pro

ggc
Gly

cge
Arg

gag ttc
Glu Phe

gag gag
Glu Glu

135

age ttce
Ser Phe

150

165

tga

<210> 16

<211>
<212>
<213>

gac ttc
Asp Phe

834
ADN
Artificial

105

atc gcc
Ile Ala
120

gtg gcc:

Val Ala

agc gac
Ser Asp

atc aac
Ile Asn

gcgcgctgat atc

tgg
Trp

atc
Ile

gag
Glu

tgg
Trp
170

ctg
Leu

gtg
vVal

atg
Met
155

ctg
Leu

gtg
Val

gag
Glu
140

aac
Asn

atc
Ile

aag
Lys
125

gag
Glu

acc
Thr

cag
Gln

cagaccctca

cgc ggc
Arg Gly

gce cca
Ala Pro

cCceC agg
Pro Arg

€gg cag
Arg Gln
95

tac ctg

25

gtatccggac gccaagaaac
ggtgccctttlccctctccat

gctgacaggc cacatctcta

ctg ccc ccg gtgagtgcce gecactegee gtccgectcect
Leu Pro Pro -

tgtcttececte cttceccecag

cct
Pro

gce
Ala

tgc
Cys
80

aag
Lys

gag

cag
Gln

acce
Thr

ggc
Gly

agg
Arg

ggc

Tyr Leu Glu Gly

110

ggc agg
Gly Arg

cté ggc
Leu Gly

atec ctg
Ile Leu

"acc aag
Thr Lys
175

32

ggc
Gly

cgg
Arg

gac
Asp
160

atc
Ile

cgc
Arg

cga
Arg
145

aac
Asn

acec
Thr

cee
Pro
50

cag
Gln

gtg
Val

cac
His

cag

Gln

agg
Arg

tgg
Trp

gag
Glu

cct
Pro

gce
Ala

gce

Ala
115

gac
Asp

130

cac
His

ctg
Leu

gat
Asp

gce
Ala

gce
Ala

cgg

cac
His

gce
Ala

gat
Asp

gag
Glu
100

gce

Ala

tte
Phe

gac
Asp

gcg
Ala

aag
Lys
180

49

97

148

386

434

482

530

578

626

674

122

170

818

834



10

15

<220>
<223>

descripcion de la pag. 22);

<400> 16
gatatcecacc
acccatg#tg
éagtgcccqc

‘céagcégcgt
catgtgccgg
gtgtgtttge
gaccctcatg
ctcagccctg
cccécagqcc
'gCCtgachc
gcagctacct
gccgcaggga
acggcagctt

tcaactggct

17
780
ADN

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

<220>
<223>

ES 2397289 T3

atggcccceg ccgectgget gaggagegce

ctgctgctgc

cactcgccgt

atcecggacge

tgccctttcee
tgacaggcca
tcttectect
gcacgccgce
tgccagcage
tcggaatcgg

ggagggccag

cttccctgég

cagcgacgag

gatccagacc

Artificial

tgcagceceec
ccqctccﬁcg
caagaaacca
ctctccattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccygccaagg
gaggtggcca
atgaacacca

aagatcaccg

acctctgetg
ctgagggggc
gagagccage
gccctgcecac
tgtgggécat
tgcaccacct
gcccﬁécccc
ccaggtgcgg
acgccgaggg
agttcatcge
tcgtggagga
tcctggacaa

atcggaagtg

gccgecaggg
gcecgggecce
gccgggcacy
cagatgccaa
acagtgggcet
gtggacctta
gcacgccgag

tgcccecagece

cgtgcetgat

caccttcacc
ctggcetggty
gctgggccegyg
cctggcecgeg

agcgcgcectga

acuerdo con la Fig. 1j, (véase la descripcion de la pag. 35, 22);

<220>
<221>
<222>

CDS

<220>
<221>
<222>

CDS

<400> 17

(387).

(11)..(118)

(776)

33

ccctgetgcee
tgcceceeggt
cgggctgggc
agggccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca

aggcgeggcee

acccaggagqg .

ccétccgatg
tcegacgtga
aagggcaggyg
cgacacgécg
cgcgacttca

tatc

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo de acuerdo con la Fig. 1h, (véase la

60
120
180
240
300

360

- 420

480
540
600
660
720
780

834

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia del péptido traducida del constructo de
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gatatccacc atg gcc ccc gcc gec tgg ctg agg agc gcc gcc goecc agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg
1 5 10

gcc ctg ctg cca ccc atg ctg ctg ctg ctg ctg cag cce cca cct ctg
Ala Leu Leu Pro Pro. Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu
18 20 25

ctg gcc cqg gcc ctg ccc ceg gtgagtgecce gecactegeo gtccgctcct
Leu Ala Arg Ala Leu Pro Pro
30 35

~

cgctgagggg gcegecgggca cgegggetgg gccéachgc gtatccggac gccaagaaac
cagagagcca gccagatgce aaagggccct gccatgtgec ggtgcccttt ccctetccat
ttgccgégcc acacagtggg ctggggttgc acgtgtgttt qctgacagqé cacatctcta
4actgtgggcc atgtggacct taggcctgac cagaccctca tgtcttccte ctteccag

gac gtg cac cac ctg cac gcc gag agg cgc ggc cct cag ccc tgg cac
Asp Val His His Leu His Ala Glu Arg Arg Gly Pro Gln Pro Trp His
40 45 . 50

"gcc gcc ctg cca agc age cct gec cct gec cca gec ace cag gag gcc
Ala Ala Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ala Pro Ala Thr Gln Glu Ala
55 60 ) 65
c¢cc agg cct gec age age ctg agg cca ccc agg tgc ggc gtg cct gat
Pro Arg Pro Ala Ser Ser Leu Arg Pro Pro Arg Cys Gly Val Pxo Asp
70 75 80

cce tcé gat ggc ctg agc gct cgg aat cgg cag aag agg cac gcc gag
Pro Ser Asp Gly Leu Ser Ala Arg Asn Arg Gln Lys Arg His Ala Glu
85 v 90 95 - 100

ggc acc ttc acc tcé gac gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gee gec
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
105 : 110 115

aag gag ttc atc gcec tgg ctg gtg aag ggc agg ggc €gc agg gac ttc
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg Arg Asp Phe
: 120 125 . 130

cct gag gag gtg gcc atc gtg gag gag ctg ggc cgg cga cac gcc gac

Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly Arg Arg His Ala Asp
135 140 145

ggc agc ttc agc gac gag atg aac acc atc ctg gac aac ctg gecc geg
Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn Leu Ala Ala
150 155 160

cgc tga’tatc
Arg
165

<210> 18
<211> 720
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

34

49

97

148

208

268

328

386

434

482

530

578

626

674

722

770

780
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15

<223>

descripcion de la pag. 23);

<400> 18

gatatccacc
acccatgctg
gagtgceccge
ccagcggegt
catgtgccgg
gtgtgtttge
gaccétcatg
ctcagccctg
ccececcaggec
gcctgagcge
gcagcfacct

acggcagctt

<210> 19
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

atggcccccg
ctgctgétgc
cactcgeegt
atccggacgce
tgccetttee
tgacaggcca
tcttccteet
gcacgccgee
tgccagcagce
tcggaatcgg
ggagggccag

cagcgacgag

Artificial

ES 2397289 T3

ccgcctgget
;gcagccccc
ccgctececteg
caagaaacca
ctctecattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgcéaagg

atgaacacca

1m., (véase la descripcion de la pag. 24);

<220>
<221>
<222>

CDS

<220>
<221>
<222>

CDS

<400> 19

(11)..(118)

(387)..(710)

gaggagcgcc
acctctgctg
ctgagggggc
gagagccage
gécctgccac
tgtgggccat
tgcaccacct
gccctgecee
ccaggtgcgg
acgccgaggg
agttcatcgce

tcctggacaa

35

gccgecaggg
gcccgggecce
gccgggcacyg
cagatgccaa
Acagtgggct
gtggacctta
gcacgcecgag
tgceccagee
cgtgcctgat
caccttcacc
ctggctggtg

cctggccgcg

ccctgctgcece
tgcecceggt
cgggctgggce
agggccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggcgcggcec
acccaggagyqg
ccctecgatg
tcecgacgtga
aagggcaggg

cgctgatatc

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo de acuerdo con la Fig. 11, (véase la

60

120

180

240

300
360
420
480
540
600
660

720

Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia del péptido traducidos de acuerdo con la Fig.
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gatatccacc atg gcc ccc gcc gcc tgg ctg agg agc gcc goc gocc agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg

1 “

gcc ctg ctg cca
Ala Leu Leu Pro
15

ctg gcc cgg gce
Leu Ala Arg Ala

ccc

Pro

ctg
Leu

atg
Met

cce
Pro

5 10

ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cct ctg
Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pre Pro Leu
20 25

cecg gtgagtgccc gcecactegec gteccgetect
Pro .

cgctgagggg gcgccgggca cgcgggctgg gcccagegge gtatccggac gccaagaaac

cagagagcca gecagatgcec aaagggccct geccatgtgec ggtgcccttt ccctctccat

ttgcecctgee acacadtggg ctggggttge acgtgtgttt gctgacaggc cacatctcta

actgtgggece atgtggacct taggcctgac cagaccctca tgtcttecte ctteccag

gac gtg cac cac
Asp Val His His
) 40

géc gce ctg cca
Ala Ala Leu Pro
55

ccc agg cct gcc
Pro Arg Pro Ala
70

ccc tecec gat ggc
Pro Ser Asp Gly
85

gge acc tte ace
Gly Thr Phe Thr

aag gag ttc atc
Lys Glu Phe Ile
120

cct gag gag gtg
Pro -Glu Glu Val
’ 135

<210> 20
<211> 716
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ctg
Leu

agc
Ser

agc
Ser

ctg
Leu

tce
Ser
105

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His

agc
Ser

agc
Ser

agc
Ser
90

gac

Asp

tgg
Trp

atc
Ile

gcc gag agg cgc ggc cct cag ccc tgg cac

Ala Glu Arg Arg Gly Pro Gln Pro Trp His

45 50

cct gcc cct gcc cca gecc acc cag gag gcc
Pro Ala Pro Ala Pro Ala Thr Gln Glu Ala
60 65

ctg agg cca ccc agg tgc gge gtg cct gat
Leu Arg Pro Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp
75 80

gct cgg aat cgg cag aag agg cac gcc gag
Ala Arg Asn Arg Gln Lys Arg His Ala Glu
' 95 100

gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gcc gcce
Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
- 110 115

ctg gtg aag ggc agg ggc cgc agg gac ttc
Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg Arg Asp Phe
125 130

gtg gag gag ctg ggc tga gcgege
Val Glu Glu Leu Gly
140

49
97

148
208
268
328
386
434
482
530
578
626

674

716

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo de acuerdo con la Fig. 1m, (véase la
descripcién de la pag. 24);

<400> 20

gatatccacc atggcccccg ccgectgget gaggagcgec gccgecaggg ccctgetgec

acccatgctg ctgctgctgc tgcagccccce acctcectgetg geccgggecc tgeccceggt

36

60

120
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gagtgcccge cactcgcegt ccgctecteg ctgaggggge gecgggcacg cgggcetgggce 180
ccagcggcegt atccggacgc caagaaacca gagagccagc cagatgccaa agggccctge 240
catgtgccgg tgccctttee ctctccattt gccctgccac acagtggget ggggttgcac 300
gtgtgtttgt tgacaggcca catctctaac tgtgggccat gtggacctta ggcctgacca 360
gaccctcatg tcttccteet tcccaggacg tgcaccacct gcacgecgag aggcgceggec 420
ctcagccctg gcacgccgee ctgccaagca geecctgecce tgeccccagec acccaggagg 480
cccccaggcec tgccagcagce ctgaggccac ccaggtgcgg cgtgectgat ccctccgatg 540
gcctgagege tcggaatcegg cagaagaggc acgccgaggg caccttcace tccgacgtga 600
gcagctacct ggagqgécag gccgccaagg agttcatcge ctggetggtg aagggcaggg 660
gccgeaggga cttccctgag gaggtggeca tcgtggagga getgggctga gegege 716
<210> 21

<211> 3

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial, (véase la descripcion de la pag. 24);

<400> 21

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Giy

His Gly Glu Gly
: 5 10 15

1

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

10

15

20

25

<210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 22

?rg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile

<210> 23
<211> 14
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 23

Arg
1

<210> 24

20

Artificial

S .

Avrtificial

5

25

10

10

37

30

Descripcion de la secuencia: artificial, (véase la descripcion de la pag. 24);

Descripcion de la secuencia: artificial, (véase la descripcion de la pag. 24);

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu
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<211> 14

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial, (véase la descripcion de la pag. 24);
<400> 24

Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu
1l 5 10 '

<210> 25

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de acuerdo con la férmula (1) (véase la descripcion de la pag. 1)

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (31)..(31)

<223> Xaa = NH2, cuando la secuencia es GLP-1 (7-36) amida, o Xaa = Gly-OH, cuando la secuencia es GLP-1
(7-37) amida,

<400> 25

?is Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
S ) 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Xaa

20 25 30
<210> 26
<211> 31
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de acuerdo con la formula (Il) (véase la descripcion de la pag. 4)

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, 3-hidroxi-histidina, homohistidina, N-
acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (2)..22)

<223> Xaa es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, o Aib;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa es alternativamente acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-
aminociclooctil)carboxilico,

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (10)..(10)

<223> Xaa es Val o Leu; Xaa es Ser, Lys 0 Arg;

<220>

38
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55

<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ES 2397289 T3

rasgo_misc
(12)..(12)
Xaa es Ser, Lys o Arg;

rasgo_misc
(13)..(13)
Xaa es Tyr o Gin;

rasgo_misc
(14)..(14)
Xaa es Leu o Met;

rasgo_misc
(16)..(16)
Xaa es Gly, Glu o Aib;

rasgo_misc
(17)..(17)
Xaa es GIn, Glu, Lys o Arg;

rasgo_misc
(19)..(19)
Xaa es Ala o Val;

rasgo_misc
(20)..(20)
Xaa es Lys o Arg;

rasgo_misc
(21)..(21)
Xaa es Glu o Leu;

rasgo_misc
(24)..(24)
Xaa es Ala, Glu o Arg;

rasgo_misc
(27)..(27)
Xaa es Val o Lys;

rasgo_misc
(28)..(28)
Xaa es Lys, Glu, Asn o Arg;

rasgo_misc
(29)..(29)
Xaa es Gly o Aib;

rasgo_misc
(30)..(30)
Xaa es Arg, Gly o Lys o amida o esta ausente;

rasgo_misc
(31)..(31)
Xaa es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;

39
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<400> 26

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10 15

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

20 25 30
<210> 27
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de acuerdo con formula (Ill) (véase la descripcién de la pag. 8)

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (1)..(1)

<223> Xaa es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, -hidroxi-histidina, homohistidina, N-
acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys o Aib;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (2)..22)

<223> Xaa es alternativamente acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-
aminociclooctil)carboxilico;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys o Aib;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa es alternativamente acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-
aminociclooctil)carboxilico;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (16)..(16)

<223> Xaa es Gly, Glu o Aib;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (17)..(17)

<223> Xaa es GIn, Glu, Lys o Arg;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (20)..(20)

<223> Xaa es Lys, Glu o Arg;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Ala, Glu o Arg;

<220>
<221> rasgo_misc

40
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<222> (28)..(28)
<223> Xaaes Lys, Glu o Arg;

<220>

<221> rasgo_misc
<222> (29)..(29)

<223> Xaa es Gly o Aib;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (30)..(30)

<223> Xaa es Arg o Lys, amida o esta ausente;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (31)..(31)

<223> Xaa es Gly, Ala, Glu o Lys, amida o esta ausente,

<400> 27

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Xaa Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Glu Phe Ile Xaa Trp Leu Val Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
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REIVINDICACIONES
1. Un mimético de armazén de un péptido de fusién que comprende como componente (I) N-terminalmente

(i) GLP-1 (7-37) del SEQ ID NO: 1 o una secuencia funcional que ejerce los efectos bioldgicos de GLP-1 en forma de
hormona incretina, su accion anti-apoptética o sus propiedades neurotréficas y que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con GLP-1 (7-37), o

(i) un péptido GLP-1 modificado que consiste en la secuencia de aminoacidos de formula Il: Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa16-Ser-Xaa18-Xaa19-Xaa20-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Xaa25-Xaa26-Xaa27-Phe-lle-Xaa30-
Trp-Leu-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37, con lo que Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-
amino-histidina, 3-hidroxi-histidina, homohistidina, N-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-
piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-
aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-aminociclopentil)carboxilico, acido (1-
aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-aminociclooctil)carboxilico; Xaa16 es
Val o Leu; Xaa18 es Ser, Lys 0 Arg; Xaa19 es Tyr o GIn ; Xaa20 es Leu o Met; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es
GIn, Glu, Lys o Arg ; Xaa25 es Ala o Val ; Xaa26 es Lys, Glu o Arg; Xaa27 es Glu o Leu; Xaa30 es Ala, Glu o Arg;
Xaa33 es Val o Lys; Xaa34 es Lys, Glu, Asn o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg, Gly o Lys o amida o esta
ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente,

y como componente (lI) C-terminalmente una secuencia peptidica de al menos 9 aminoacidos y que contiene una
secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 22 (RRDFPEEVAI) o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con el SEQ ID NO: 22, confiriendo una mejora de resistencia a la inactivacion por DPP-IV del péptido
de fusion

en donde el mimético de armazoén exhibe una modificacién de uno o mas miembros de la cadena principal (NH, CH,
CO), en forma de una sustitucion o en forma de una insercion, y su estructura de la cadena lateral es idéntica a la
del péptido correspondiente.

2. Un mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la cadena principal
peptidica esta sustituida en al menos una sola posicion por enlaces amida retro-inversos (-CO-NH-), hidroxil etileno
(-CH(OH)-CH>-), alqueno (CH,=CH-), carba (CH2-CH2-) y/o -P=0(OH)-CH>-).

3. Un mimético de armazdn de un péptido de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde NH esta sustituido
con -O-, -S-, 0 -CH»-; -CH- esta sustituido con -N-, C-alquilo o -BH-; o -CO- esta sustituido con -CS-, -CHz-, SOp-, -
P=0(OH)- o -B(OH)-.

4. Un mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la cadena principal
es alargada mediante inserciones que flanquean el acido de carbono alfa, preferiblemente -O-, -S-, -CH-, o -NH-.

5. Un mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1 a 4, en donde el componente
(1) es un péptido GLP-1 modificado que comprende la secuencia de aminoacidos de formula Ill: Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa18-Tyr-Leu-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Ala-Xaa26-Glu-Phe-lle-Xaa30-Trp-Leu-Val-

Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37, en donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, 3-
hidroxi-histidina, homohistidina, N-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-
piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido
(1-aminociclobutil)carboxilico, acido (1-aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-
aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-aminociclooctil)carboxilico; Xaa18 es Ser, Lys o Arg; Xaa22 es Gly, Glu o
Aib; Xaa23 es GIn, Glu, Lys o Arg; Xaa26 es Lys, Glu o Arg; Xaa30 es Ala, Glu o Arg; Xaa34 es Lys, Glu o Arg;
Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg o Lys, amida o esta ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu o Lys, amida o esta ausente.

6. El mimético de armazon de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, en donde componente |
es GLP-1(7-35) o GLP-1(7-36).

7. El mimético de armazoén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1 a 6, en donde el componente
(I) es una secuencia peptidica que contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 23 (RRDFPEEVAIVEEL)
o SEQ ID NO: 24 (RRDFPEEVAIAEEL) o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con los
SEQ ID NO: 23 0 24.

8. El mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
anteriores, en donde el componente (llI) es una secuencia peptidica que contiene una secuencia de acuerdo con el
SEQ ID NO: 2 (RRDFPEEVAIVEELG) o el SEQ ID NO: 3 (RRDFPEEVAIAEELG) o una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 2 0 3.

9. El mimético de armazén de un péptido de fusidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8

anteriores, en donde el componente (I) y componente (ll) estan conectados directamente o se conectan a través de
una secuencia conectora.
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10. El mimético de armazon de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la secuencia
conectora tiene una longitud de 1 a 10 aminoacidos.

11. ElI mimético de armazoén de un péptido de fusidén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en
donde el mimético de armazoén de un péptido de fusion contiene una secuencia de acuerdo con el SEQ ID NO: 8
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIAEELG) o] el SEQ ID NO: 12
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELG) o una secuencia que tiene al menos 80% de
identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 8 0 12.

12. El mimético de armazoén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11
anteriores, en donde el mimético de armazon de un péptido de fusion contiene otro componente (lll) conectado al
extremo C del componente (ll).

13. El mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde el componente
(1) comprende al menos cuatro residuos de aminoacido, o comprende preferiblemente al menos 10 residuos de
aminoacido, o comprende mas preferiblemente al menos 20 residuos de aminoacido.

14. El mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, en donde el
componente (lll) comprende al menos 4, preferiblemente al menos 10, mas preferiblemente al menos 20 residuos de
aminoacido de la secuencia N-terminal de GLP-2 como en el proglucagén o de GLP-1 (7-37).

15. El mimético de armazon de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en
donde el componente (lll) contiene la secuencia de los SEQ ID NO: 4 o 5 o una secuencia que tiene al menos 80%
de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 4 0 5.

16. El mimético de armazon de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en
donde el mimético de armazdén de un péptido de fusion contiene una secuencia peptidica seleccionada de un grupo
que consiste en: SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 o una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con los SEQ ID NO: 6, 7, 10, 0 11.

17. El mimético de armazén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16
anteriores, en donde al menos uno de los aminoacidos es derivatizado mediante modificacion covalente de una
cadena lateral de un aminodacido de origen natural, mediante modificacién de los grupos NH- o carboxi terminales.

18. ElI mimético de armazon de un péptido de fusidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17
anteriores, en donde el mimético de armazén de un péptido de fusibn comprende una proteina portadora, en
particular transferrina o albumina, como componente (V).

19. El mimético de armazén de un péptido de fusién de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde al menos uno de
los aminoacidos es derivatizado mediante un grupo lipilo o carbohidrato.

20. El mimético de armazoén de un péptido de fusién de acuerdo con la reivindicacion 17 o 19, en donde el residuo
de His N-terminal de GLP-1 (GLP-1(7)) es modificado quimicamente en su extremo NH2 y/o en su cadena lateral de
histidilo, en particular mediante un radical hidrofobo.

21. Un método para producir un mimético de armazén de un péptido de fusién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20 anteriores, mediante sintesis de péptidos en fase sdlida.

22. Un mimético de armazoén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20
anteriores como medicamento para su uso en una terapia en seres humanos o animales.

23. Un mimético de armazoén de un péptido de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20
anteriores para su uso en el tratamiento de la diabetes mellitus de tipo | o tipo Il, la resistencia a la insulina, los
trastornos de peso y enfermedades o afecciones asociadas a ello.

24. Un mimético de armazoén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20
anteriores para su uso en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos y enfermedades o afecciones asociadas a
ello.

25. Un mimético de armazoén de un péptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20
anteriores para su uso en el tratamiento de trastornos y enfermedades o afecciones asociados a ello.
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Fig. 1
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Fig. 2
GLP1 activo después de la transfeccién transitoria
de células hTERT-MSC y HEK293
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6

Dﬁsyn ID6rec

49



Fig. 7
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estabilidad en plasma de péptidos de GLP1 (ensayo in vitro)
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Fig. 8
bioanadlisis in vitro: produccion de AMP ciclico
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Fig. 9

Niveles de glucosa en ayunas relativos de ratones db/db
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