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MODIFICACIONES A LA SOLICITUD SEGUN EL ARTICULO 34 DE LA DECISION 486

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogotd, identificado tal como aparece al pie de
mi firma, en mi canricter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo
siguiente:

1. Me permito realizar las siguientes modificaciones de la solicitud en trémite de acuerdo con
el articulo 34 de la Decisién 486, de la siguiente manera:

a- Me permito MODIFICAR el titulo de la presente invencién; el nuevo titulo debe
leer: “Proteinas de fusién de GLP-1".

w

b- Me permito MODIFICAR el Capftulo Descriptivo de la siguiente manera:

i) En la pdgina 15 —linea 5, en la posicién 19 donde lela “Xaa”, ahora lee
IITyri!.
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ii) En la pégina 15 —linea 7, en la posicién 22 donde lefa “Gly”, ahora lee
“Xaa”.
iii) En la pagina 15 —inea 19, donde lefa “19” ahora lec “22”,

El soporte para estas modificaciones se puede encontrar a lo largo de la solicitud y especificamente
en la pdgina 13 -linea 9; pégina 16 —linea 15; pdgina 17 —linea 2; pégina 17 —linea 22; pégina 18 —
linea 23; pdgina 19 —lineas 7, 17 a 20; pégina 20 —lineas 9 a 18, pégina 20 —linea 19 a pégina 22 —
linea 3. Consecuentemente, me permito adjuntar un Capftulo Descriptivo Modificado.

c- Me permito MODIFICAR el Capftulo Reivindicatorio de la siguiente manera:

i) En la pdgina 110 —linea 7, donde lefa “19" ahora lee “22".
ii) En la pdgina 122 linea 9, donde lefa “19™ ahora lee “22”,

El soporte para estas modificaciones se puede encontrar a lo largo de la solicitud y especificamente
en la pigina 13 —linea 9; pdgina 16 —linea 15; pdgina 17 —linea 2; pigina 17 —linea 22; pégina 18 —
linea 23; pégina 19 —lineas 7, 17 a 20; pégina 20 —lineas 9 a 18, pagina 20 —linea 19 a pdgina 22 -
linea 3.

iii) En la pdgina 111 —linea 2, en la posicién 25 donde lefa “Ala”, ahora lee
“Xaa",
iv) En la pdgina 111 —linea 2, en la posicién 26 donde leia “Xan”, ahora lee
“Lys”.
v) En la pégina 111 —linea 4, en la posicién 30 donde lefa “Ala”, ahora lee
“Xaa”.
vi) En la pégina 111 —linea 4, en la posicidn 31 donde leia “Xaa”, ahora lee
“Trp”.
v) En la pdgina 123 —linea 5, en la posicién 25 donde lefa “Ala”, ahora lee
“Xaa".
vi) En la pégina 123 —linea 5, en la posicién 26 donde lefa “Xaa™, ahora lee
“Lys”.
vii) En la pagina 123 —linea 7, en la posicién 30 donde lefa “Ala”, ahora lee
“Xaa”.
viii) En la pégina 123 —linea 7, en la posicién 31 donde lefa “Xaa”, ahora lee
“Trp”.
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Especificamente, el soporte para estas modificaciones se puede encontrar en la pégina 16 -lineas
15, 17; pégina 17 —lineas 5,7. Consecuentemente, me permito adjuntar un Capitulo Reivindicatorio
Modificado.

2. Aclaro al Despacho que no se afiadié materia nueva. Me permito adjuntar un recibo de
pago para cubrir la tasa de modificacién de la solicitud en trdmite.

3. Aprovecho la presente oportunidad para poner en conocimiento del Despacho mi cambio
de oficina, por lo que de ahora en adelante, recibiré notificaciones en la Calle 100 No. 8A-37 Torre
A, Piso 10, World Trade Center, o en la secretaria de ese Despacho.

Atentamente,

S R. OLARTE
cc. 79.782.747 de Bogotd
T.P. 74.295

Anexo: Capftulo Descriptivo Modificado.
Capftulo Reivindicatorio Modificado.
Recibo de Pago.
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PROTEINAS DE FUSION DE GLP-1
La presente invencién se refiere a péptidos de tipo glucagén que incluyen

andlogos y derivados de los mismos condensados con proteinas que tienen el efecto de
ampliar in vivo la semivida de los péptidos. Estas proteinas de fusién se pueden usar
para tratar diabetes mellitus no insulino dependiente as{ como una diversidad de otros

afecciones.

El péptido tipo glucagén 1 (abreviadamente GLP — 1) es un péptido de 37
aminoécidos que lo secretan las células L en el intestino en respuesta a la ingestién de
alimentos. Se ha encontrado que estimula la secrecién de insulina (accién
insulinotrdpica), que ocasiona por lo tanto la captacién de gluco.sa por las células y
disminuye los niveles de glucosa en suero [véase, por ejemplo, Mojsov,_ S., (1992, Int. J.
Peptide Protein Research, 40: 333 - 343]. Sin embargo, el GLP — 1 es escasamente
activo. Una posterior escisién endégena cntre la 6 y 7* posicién produce un péptido
GLP 1 (7-37) OH més potente biolégicamente activo, Se conocen numerosos anilogos
y derivados de GLP — 1 y se indican en esta memoria descriptiva como “compuestos
GLP - 1", Estos andlogos de GLP — 1" incluyen las exedinas que son péptidos
encontrados en el veneno del monstruo — GILA. Las exendinas tienen homologia de
secuencias con el GLP — 1 nativo y pueden unirse al receptor de GLP — 1 e iniciar la
cascada de seflal de transduccién responsable de las numerosas actividades que se han
atribuido a GLP -1 (7-37) OH.

Los compuestos GLP — 1 ticnen una diversidad de actividades fisiolégicamente
significativas. Por ejemplo, se ha mostrado que los GLP — 1 estimula la liberacién de
insulina, reducen la secrecidon de glucagdn, inhiben el vaciado géstrico y potencian la
utilizacién de la glucosa. [Nauck, M. A. y col (1993) Diabetologia 36: 741 — 744,
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Gutniak, M., y col (1992) New England J. of Med. 326: 1316 — 1322; Nauck, M. A. y
col., (1993) J. Clin. Invest. 91: 301 - 307].

El GLP — 1 representa la mayor promesa como un tratamiento dc la
diabetes mellitus no insulino dependiente [abreviadamenic NIDDM]. Hay numerosos
fdrmacos orales en el mercado para tratar la resistencia a la insulina asociada con la
NIDDM. Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa los pacientes se deben
cambiar a tratamientos que estimulen la liberacién de insulina y cventualmente a
tratamientos que impliquen inyecciones de insulina. Sin embargo, los firmacos actuales
que estimulan la liberacion de insulina pueden también ocasionar hipoglucemia como
también puede ocasionar hipoglucemia la administracién real de insulina. Sin embargo,
la actividad de GLP — 1 se controla mediante los niveles de glucosa en sangre. Cuando
los niveles caen a ciertos niveles umbral, el GLP — 1 no es activo. De este modo, no hay
riesgo de hipoglucemia asociada con el tratamiento que implica GLP - 1.

Sin embargo, la utilidad de la terapia que implica péptidos GLP — 1 se ha
limitado por sus répidas eliminaciones y cortas semividas. Por ejemplo, GLP — (7 — 37)
tiene una semivida en suero de 3 — 5 minutos solamente. La amida de GLP — 1 (7 — 36)
tiene un tiempo de accién de aproximadamente 50 minutos cuando se administra
subcutineamente. Incluso los andlogos y derivados que son resistentes a la escisién
endégena con proteasa no tienen semividas suficientemenic largas para evitar
administraciones repetidas durante un periodo de 24 horas. Es inconvenientc la
Fliminacién rdpida dcl agente terapéutico en casos en los quc se desee mantener un alto

nivel en sangre del agente durante un periodo prolongado de tiempo ya que entonces

"serdn necesarias administracioncs rcpetidas. Ademds, un compuesto de accién

prolongada es particularmente importante para pacientes diabéticos cuyo régimen de

tratamiento pasado ha implicado tomar sélo medicacién oral. A menudo estos pacientes
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tienen un tiempo extremadamente dificil de transicién a un régimen que implique
inyecciones multiples de medicacién.

La presente invencién supcra los problemas asociados con la administracién de
un compuesto que tiene una corta semivida en plasma. Los compuestos de la presente
invencién comprenden compucstos de GLP — 1 condensados con otra proteina con una
larga semivida de circulacién tal como la porcién Fc de una inmunoglobulina o
albimina.

En general, péptidos terapéuticos pequefios son dificiles dec manipular porque
incluso ligeros cambios en su estructura pueden afectar a la estabilidad y/o actividad
biolégica. Esto ha sido especialmente cierto para los compuestos de GLP — 1
actualmente en desarrollo. Por cjemplo, GLP — 1 (7 — 37) OH fiene una tendencia a
experimentar un cambio de conformacién desde una estructura principalmente de hélice
alfa a una estructura principalmente de hoja beta. Esta forma de hoja beta da como
resultado un material agregado que se piensa que es inactivo. Por lo tanto, fue
sorprendente que se pudieran desarrollar proteinas de fusién de GLP — 1 bioldgicamente
activas las semividas aumentadas. Fue especialmente inesperado dada la dificultad de
trabajar con GLP — 1 (7 — 37) OH solo y el gran tamafio del coparticipe en la fusién
pequefio péptido GLP — 1 adjunto.

Los compucstos de la presente invencién incluyen protelnas de fusién
heter6logas que comprenden un primer polipéptido con un extremo N terminal y un
extremo C terminal condensados a un segundo polipéptido con extremo N terminal y un
extremo C ierminal en las que el primer polipéptido es un compuesto GLP — 1 y el
segundo polipéptido se selecciona del grupo constituido por

a) albimina humana;
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b) andlogos de albimina humana; y

c) fragmentos de albimina humana,

y en las que el extremo C terminal del primer polipéptido se condensa al
extremo N terminal del scgundo polipéptido.

Los compuestos de la presente también incluyen una proteina de fusién
heteréloga que comprende un primer polipéptido con un exiremo N terminal y
extremo C terminal condensado con un segundo polipéptido con un extremo N
terminal y extremo C terminal en la que el primer polipéptido es un compuesto
GLP -1 y el segundo polipéptido se sclecciona de un grupo constituido por

(a) albiimina humana;

(b) andlogos de albimina humana; y

(c) fragmentos de alblimina humana,

y en la que cl extremo C terminal del primer polipéptido se condensa con el extremo N
terminal del segundo polipéptido mediante un engarce de péptidos. Se prefiere que el

‘engarce de péptidos se seleccione del grupo constituido por:

a) un péptido rico en glicina;

b) un péptido que tienc la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser], en la que n es
1,2,3,4,5,66;y

c¢) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly - Gly — Gly - Ser]s.

Los compuestos adicionales de la prescnte invencidn incluyen una proteina de
fusion heteréloga que comprende un primer polipéptido con un extremo N terminal y un
extremo C terminal condensado con un segundo polipéptido con un extremo N terminal
y un extremo C terminal en el que el primer polipéptido es un compuesto GLP — 1 y el
segundo polipéptido se sclecciona del grupo constituido por

a) la porcién Fc de una inmunoglobulina;

y< g
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b) el anédlogo de la porcién Fc de una inmunoglobulina; y
c) fragmentos de la porcion Fc de una inmunoglobulina, y estando
el extremo C terminal del primer polipéptido condensado con el extremo N
terminal del segundo polipéptido. El compuesto GLP — 1 se puede
condensar con el segundo polipéptido mediantc un engarce de péptidos. Es
preferible que el engarce de péptidos se selcccione entre un grupo
constituido por:
a) un péptido rico en'glicina;
b) un péptido que tiene la secuencia [Gly— Gly — Gly — Gly - Ser], en
laquenes1,2,3,4,5,66;y
c) un péptido que ticne la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser].

Generalmente se prefiere que el compuesto GLP — 1 que es parte de la proteina
de fusién heterdloga no tecnga mas dec 6 aminodcidos que sean diferentes del
correspondiente aminoicido cn GLP -1 (7 — 37) OH, GLP - 1 (7 — 36) OH, o exendina
— 4. Incluso se prefiere mis que el compucsto GLP — 1 no tenga més de 5 aminoécidos
diferentes del correspondiente aminoécido en GLP - 1 (7 — 37) OH, GLP — 1 (7 — 36)
OH, o exendina — 4. Se preliere més que el compuesto GLP — 1 no tenga mis de 4, 3, 6
2 aminodcidos diferentes del correspondiente aminoédcido en GLP — 1 (7 —37) OH, GLP
— 1 (7 - 36) OH, o exendina — 4. Preferiblcmente, un compuesto de GLP — 1 que es
parte dec la proteina dc fusién heter6loga tiene glicina o valina en la posicién 8.

La presente invencién también incluye polinucleétidos que codifican la proteina
de fusién heterloga descrita en esta memoria descriptiva, vectores que comprenden
estos polinuclcétidos y células huésped transfectadas o transformadas con los vectores
descritos en esta memoria descriptiva. También se incluye un proceso para producir una

proteina de fusién heterdloga que comprende las etapas de transcripcién y traduccién de

4<9
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un polinucledtido descrito en esta memoria descriptiva en condicioncs en las que la
protefna de fusién heterloga se expresa en cantidades detectables.

La presenie invencién también comprende un procedimicnto para normalizar los
niveles de glucosa en sangre en un mamifero que lo requiera que comprende la
administracién de una cantidad tcrapéuticamentc eficaz dc una proteina de fusién

heteréloga descrita en esta memoria descriptiva.

Ademss la invencién también se ilustra con referencia a los siguientes dibujos:

Figura 1: secuencia de aminoécidos dc IgG, Fc que comprende los dominios de
la regién flexible, CH; y CHa.

Figura 2; secuencia de aminoécidos de albimina de sucro humano.

Figura 3: A. Gel de SDS — PAGE e inmunotransferencia dcl mismo gel que
ilustra el peso molecular de proteinas de fusién de IgG; - Fc y GLP — 1 — Fc (franja 1,
patrones PM; franja 2, Fc purificada; franja 3, medio transfectado de Mock; franfa 4,
val* - GLP - 1 — Fc; franja 5, Exendina — 4-Fc) B. Gel de SDS - PAGE e
inmunotransferencia del mismo gel que ilustran e.l peso molecular de HSA humana y
proteinas de fusién de GLP — 1 — HSA (franja 1, patrones PM; franja 2, HSA purificada;
franja 3, medio transfectado de Mock; franja 4, Val®* ~ GLP — 1 — HSA; franja 5, val® —
GLP -1 —[Gly — Gly — Gly - Gly — Ser]; — HSA; Franja 6, exendina - 4 - HSA,; Franja
7, exendina — 4 — [Gly — Gly — Gly — Gly — Ser]; — HSA).

Figura 4: gel de SDS — PAGE de Fc purificado, albimina y proteinas de fusién
de GLP — 1 (franja 1, patrones dc PM, franja 2, Fc puri:ﬁcadb; franja 3, Val* - GLP - 1
- Fc; franja 4, exendina — 4 — Fc; franja 5, patrén PM; franja 6, Val® — GLP — 1 —HSA;
franja 7, exendina — 4 — HSA; franja 8, exendina — 4 - [Gly — Gly — Gly — Gly — Ser]y -
HSA).
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Figura 5: vector de expresién de clonaje que contienc las regiones Fc ilustradas
en la figura 1.

Figura 6: vector de expresién de clongje que contiene la secuencia de albimina
ilustrada en la figura 2.

Figura 7: vector de expresién de clonaje que contiene DNA que codifica un
engarcc de¢ 15 aminoédcidos condensado en fase y la posicién 5° de la secuencia de
albumina ilustrada en la figura 2.

Figura 8: actividad de respuesta a la dosis in vitro de las proteinas de fusién de
GLP-1.

Figura 9: farmacocinética de las proteinas de fusién GLP-1-F¢ y GLP-1-HSA.

Figura 10: respucsta glucodindmica a exendina — Fc cn dos perros en ayunas
normales.

Figura 11: respuesta insulinotrépica a exendina — Fc en dos perros en ayunas
normales.

Figura 12. secuencia de DNA que codifica una regién de IgG1 Fc humana.

Figura 13: sccuencia de DNA que codifica una proteina de albimina humana.

Las proteinas de fusién heterélogas de la presente invencién comprenden
un compucsto GLP — 1 condensado a alblimina humana, un anél_ogo de alblimina
humana, un fragmento de albimina humana, la porcién Fc de una inmunoglobulina, un
andlogo de la porcién Fc de una inmunoglobulina, o un fragmento de la porcién Fc de
una inmunoglobulina. E! extremo C terminal de! compuesto GLP — 1 se puede
condensar directamente, o se puede condensar por medio de un engarce de péptidos, con
¢l extremo N terminal de una proteina albiimina Fc. Estas protcinas de fusién

heterbélogas son biolégicamente activas y tienen una semivida aumentada comparada
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con el GPL - 1 nativo.

Se prefiere que los compuestos GLP — 1 que forman parte de la proteina de
fusién heterSloga comprendan polipéptidos que ticnen entre aproximadamente
veinticinco y aproximadamente treinta y nueve aminodcidos de origen natural o de
origen no natural que tienen suficientc homologia con el GLP — 1 (7 —37) OH nativo de
modo que muestran actividad insulintrépica mediante la unién al receptor de GLP — 1
en las células B del péncreas. Tipicamente un compuesto GLP — 1 comprende un
polipéptido que tiene la sccuencia de aminoAcidos de GLP — 1 (7 —37) OH, un andlogo
de GLP — 1 (7 — 37) OH, un fragmento de GLP — 1 (7 — 37) OH o un fragmento de un
andlogo de GLP — 1 (7 — 37) OH. El GLP - 1 (7 — 37) OH tiene la secuencia de
aminoécidos de la SEC IDN° 1;

7 8 ¢ 10 11 12 13 14 15 16 17

His — Ala — Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Val — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Ser — Tyr — Leu — Glu - Gly — Gln — Ala — Ala — Lys — Glu — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Ala - Trp - Leu — Val — Lys — Gly ~ Arg - Gly

(SECIDN°1)

Es costumbre en la técnica que al extremo amino terminal de GLP - 1 (7 - 37)
OH se le asigne el residuo niimero 7 y al extremo carboxilo terminal el nimero 37. Los
otros aminodcidos en el polipéptido se numeran consccutivamente como se muestra en
la SEC ID N°® 1. Por ejemplo, la posicién 12 es fenilalanina y la posicién 22 es glicina.

Los compuestos GLP — | también comprenden “fragmentos de GLP - 1. Un
fragmento de GLP — 1 es un polipéptido obtenido después del truncamiento de uno o

Yol
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més aminodcidos del extremo N terminal y/o extremo C terminal de GLP — 1 (7 — 37)
OH o un andlogo o un derivado del mismo. La nomenclatura utiliznda para describir
GLP — 1 (7 — 37) OH cs también aplicable a los fragmentos de GLP — 1. Por ejemplo,
GLP - 1 (9 — 36) OH designa un fragmento obtenido mediante el truncamiento de dos
aminodcidos del extremo N terminal y un aminodcido del extremo C terminal. Los
aminodcidos en el fragmento sc designan mediante el misme nimero quc el
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH. Por ejemplo, ¢l dcido glutdmico
del extremo N terminal en GLP — 1 (9 — 36) OH estd en la posicién 9; la posicién 12
esté ocupade por fenilalanina; y la posicién 22 estd ocupada por glicina, como en GLP -
1 (7 —37) OH. Para GLP - 1 (7 — 37) OH, la glicina de la posicién 37 de GLP -1 (7 —
37) OH estd suprimida.

Los compuestos GLP ~ 1 también incluyen polipéptidos cn los que se han
afiadido uno o més aminoécidos al extremo N terminal y/o extremo C terminal de GLP
-1 (7 — 37) OH, o fragmentos o anélogos de los mismos. Es preferible que los
compuestos GLP — 1 de este tipo tcngan hasta aproximadamente treinta y nueve
aminodcidos. Los aminodcidos en el compuesto GLP — 1 “extendido™ se designan
mediante el mismo nimero que ¢l correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 - 37) OH.
Por ejemplo, el aminodcido del extremo N terminal de compuesto GLP — 1 obtenido
mcdiante ]a adicién de dos aminodcidos al terminal Nde GLP -1 (7—37) OHestden la
posicién 5; y el aminodcido del extremo C terminal del compuesto GLP — 1 obtenido
mediante la adicién de un aminoédcido al extremo C terminal de GLP ~ 1 (7 - 37) OH
estd cn la posicion 38. De este modo, la posicion 12 estd ocupada por fenilalanina y la
posicién 22 estd ocupada por glicina en ambos de estos compuestos de GLP - 1
“extendidos” como en GLP — 1 (7 — 37) OH. Los aminodcidos 1 — 6 dc un compuesto de

GLP — 1 extendido son preferiblcmente los mismos o una sustitucién conservadora del

VA
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mismo aminodcido en la posicién correspondiente de GLP — 1 (1 — 37) OH. Los
aminoécidos 38 — 45 de un compuesto de GLP — 1 extendido son preferiblemente los
mismos o una sustitucién conservadora del aminodcido en la posicién correspondiente
de glucagén o exendina — 4. |

Los compuestos de GLP - 1 de la presente invencién comprenden “andlogos de
GLP - 1”. Un andlogo de GLP — 1 tiene una homologia suficiente con GLP — 1 (7 -37)
OH o un fragmento de GLP — 1 (7 — 37) OH de forma que el andlogo tiene actividad
insulinotrépica. Preferiblemente, un andlogo de GLP — 1 tienc la secucncia de
aminoédcidos de GLP — 1 (7 — 37) OH o un fragmento dc la misma, modificada de
mancra que de uno, dos, tres, cuatro, o cinco aminodcidos difieren del aminoécido en Ia
posicién correspondiente de GLP — 1 (7 — 37) OH o un fragmento de GLP — 1 (7 — 37)
OH. En la nomenclaiura usada en esta memoria descriptiva para designar los
compuesios GLP — 1, ¢l aminoécido sustituyente y su posicién se indican antes que la
estructura de partide. Por ejemplo, Glu2 — GLP — 1 (7 — 37) OH designa un compuesto
de GLP — 1 en el que la glicina que normalmente se encuentra en la posicién 22 de GLP
—1 (7 — 37) OH se ha sustituido con 4cido glutdmico; Val® — Glu — GLP — 1 (7 - 37)
OH designa un compuesto de GLP — 1 en el que la alanina que normalmente se
encuentra en la posicidn 8 y la glicina que normalmente se encuentra en la posicién 22
de GLP —1 (7 —37) OH se han sustituido con valina y 4cido glutdmico respectivamente.

Los compuestos GLP — 1 de la presente invencién también incluyen “derivados
de GLP - 1”. Un derivado de GLP — |1 se define como una molécula que tiene la
sccuencia de aminodcidos de GLP — 1 o de un andlogo de GLP - 1, pero que tiene
adicionalmente una modificacién quimica de uno o més de sus grupos latcrales de
aminoécidos, dtomos de carbono a, grupo amino terminal o grupo 4cido carboxilico

terminal. Una modificacién quimica incluye, pero no estd limitada a, la adicién de

b
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resios quimicos, creacién de nuevos enlaces y eliminacién de restos quimicos. Las
modificaciones en los grupos laterales de aminodcidos incluyen, sin limitacién,
acilacién de los grupos amino € de lisina, N —alquilacién de arginina, histidina, o lisina,
alquilacién de grupos é4cidos carboxilicos gluldmico o aspartico y desamidacién de
glutamina o asparagina. Las modificaciones del grupo amino terminal incluyen, sin
limitacién, las modificaciones de desamino, N — alquilo inferior, N — di — alquilo
inferior, y N — acilo. Las modificaciones del grupo carboxi terminal incluyen, sin
limitacién, la amida, amida de alquilo inferior, dialquilamida y modificaciones de ester
de alquilo inferior. Alquilo inferior es alquilo (C, — C,). Ademsds, uno o més grupos
laterales, o grupos terminales, se pueden proteger mediante grupos proteciores
conocidos por los quimicos de proteinas expertos habituales. El carbono a de un
aminodcido puedc ser mono- o dimetilado.

Cualquier compuesto GLP — 1 puede ser parte de las protcinas de fusién
heterélogas de la presente invencién mientras que el compuesto GLP — 1 s{ mismo sca
capaz de unirsc e inducir scfializacién mediante ¢l receptor de GLP — 1. La unién al
receptor de GLP — 1 y la transduccién de la sefial se puede valorar usando ensayos in
vitro tales como los descritos en el documento EP 619.322 y en la patente de Estados
Unidos 5.120.712 respectivamente.

Se conocen en la técnica numerosos fragmentos andlogos y derivados de GLP —
1 activos y cualquiera de estos andlogos y derivados también pueden ser parte de las
protcinas de fusién hcterélogas de la presente invencién. Se proporcionan en esta
memoria descriptiva algunos e¢jemplos de andlogos de GLP — 1 nuevos asf como
andlogos y derivados de GLP — | conocidos en la técnica.

Algunos andlogos de GLP — 1 y fragmentos de GLP — 1 conocidos en la técnica
incluyen, por ejemplo, GLP — 1(7 — 34) y GLP — 1(7 - 35), GLP — 1(7 - 36), GIn® -

f6$
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GLP - 1(7-37), D-GIn® - GLP - 1(7-37), Thr'® — Lys'®* —GLP -1 (7-37) y Lys'®
~GLP -1 (7-137). Los andlogos dc GLP — 1 tales como GLP -1 (7-34) y GLP -1 (7
— 35) se describen en la patenie de Estados Unidos 5.118.666. Se conocen también las
formas biolégicamente elaboradas de GLP - 1 que tienen propiedades insulinotrépicas,
tales como GLP — I (7 — 36). Otros compuestos conocidos de GLP — 1 biolégicamente
activos se describen en la patente de Estados Unidos N° 5.997.071 de Hoffmann y col.,
la patente de Estados Unidos N° 5.545.618 de Buckley y col., y Adelhorst, y col., J.
Biol. Chem. 269: 6275 (1994).

Un grupo preferido de andlogos de GLP — 1 estd compuesto de andlogos de GLP
— 1 de formula I (SEC ID N° 2)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

His — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Phe — Thr — Xaa — Asp — Xaa — Xaa -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Xan — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Ile — Xan — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa -

40 41 42 43 4 45

Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa - Xaa

Férmula (SEC ID N° 2)

en la que:

Xaa en la posicién 8 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa cn la posicion 9 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 11 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa cn la posicion 14 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 16 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp o

s
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Lys;

Xaa en la posicion 17 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 18 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr o
Lys;

Xaa en la posicién 19 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gin, o Lys;

Xaa en la posicion 20 es Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp,
Tyro Lys;

Xaa en la posicion 21 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en le posicion 22 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, o Lys

Xaa en la posicion 23 es Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, o Lys;

Xaa cn la posicion 24 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp o Lys;
Xaa cn la posicion 25 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 26 es Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posicién 27 es Lew, Glu, Asp o Lys;

Xaa cn la posicién 30 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaacnla posicién 31 cs Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys;

Xaz en la posicién 32 es Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 33 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 34 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp o His;

Xna en la posicién 35 es Gly, Ala, Ser, Thr, Lcu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicidn 36 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp o His;

Xaa en la posicién 37 cs Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Aspo Lys o

se ha suprimido;

Xaa en la posicién 38 cs Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;
Xaa en la posicién 39 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His, o se ha suprimido;

J64
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Xaa cn la posicion 40 es Gly, Asp, Glu o Lys o se ha suprimido;

Xaa en la posicién 41 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

Xaa en la posicion 42 es Ser, Pro, Lys, Glu o Asp, o se ha suprimido;

Xaa en la posicion 43 es Ser, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

Xaua en la posicién 44 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

y

Xaa en la posicidn 45 cs Ala, Ser, Val, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

con la condicién de que cuando el aminoécido en la posicién 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43 6 44 se ha suprimido, enionces cada aminodcido cadema abajo de ese
aminodcido estd también suprimido.

Se prefiere que el compuesto GLP ~ 1 de fénlnula 1 contenga menos de seis
aminodcidos diferentes dcl aminodcido correspondiente en GLP — 1 (7 — 37) OH o
excndina — 4. Se prefiere mds que menos de cinco aminodcidos sean diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH o exendina — 4. Se prefiere incluso
mis que menos de cuatro aminodcidos sean diferentes del correspondiente aminoécido
en GLP -1 (7-37) OH o exendina — 4,

Los compuestos GLP — 1 de la presente invencidén incluyen derivados de
férmula 1 tales como éstercs de Cig, 0 amida, o alquil Cy_ ¢ amida, o dialquil C; . ¢
amida de los mismos. El documento WO 99/43706 describe derivados de compuestos
GLP - 1 de formula | y se incorpora en esta memoria descriptiva como referencia en su
totalidad. Los compuestos de formula I derivatizados como se describe en el documento

WO 99/43706 y no derivatizados se incluyen en la presente invencidn.

Otro grupo preferido de los compuestos GLP — 1 estd compuesto de andlogos de
GLP -1 dc férmula II (SEC ID N° 3):

y&f
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa - Xaa — Ala — Xaa ~ Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xaa — Xaa — Leu — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa— R

Férmula II (SEC ID N° 3)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D — histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o0 o —
metilhistidina;

Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala, Veal, Leu, Ile, Ser o Thr;

Xaa en la posicidn 9 es: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu o His;

Xaa en la posicion 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;

Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xaa en la posicion 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu o Ala;

Xaa en la posicién 18 es: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Alao Lys;

Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu, Gln o Arg;

Xaa en la posicion 24 es: Glu, Arg, Ala o Lys;

Xaa en la posicién 26 es: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;

Xaa en la posicién 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;

Xaa en la posicién 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;

q¢9



16

Xaa en la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicién 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His 0
Glu;
5 Xaa en la posicién 36 cs: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
R cn la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
Gly — Pro o se ha suprimido.

Otro grupo preferido de los compuestos de GLP - 1 estd compuesto de anélogos
10 de GLP - 1 de férmula III (SEC ID N° 4):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16.17

Xaa — Xaa — Glu —Gly — Xaa -- Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
15 Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Lys — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xaa - Trp — Leu — Xaa — Xaa — Xaa - Xaa—R

Férmula 11l (SEC ID N* 4)

en la que:

20 Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o - fluorometilhistidina 0 a —
metilhistidina;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;
Xaa en la posicién 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
25 Xaa en la posicidn 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
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7 47/

Xan en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;
Xan en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xea en la posicién 24 es: Glu, His, Ala o Lys;
Xaa en la posicién 25 cs: Asp, Lys; Glu o His;
Xaa en la posicién 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa cn la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xea en la posicién 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

Xaa cn la posicién 36 cs: Asp, Glu o His;
R en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly — Pro o se ha suprimido.

Otro grupo preferide de los compuestos de GLP — 1 est4 compuesto dc anédlogos

de GLP — 1 de formula IV (SEC ID N° 5):;

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa — Xaa — Glu —Gly — Thr — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Ala — Ala — Xaa — Glu — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37
lle— Xaa — Trp— Leu— Val— Lys— Xaa — Arg—R
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Férmula IV (SEC ID N° 5)
en la que:

Xoa cn la posicion 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, B — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o o —

5 metilhistidina;
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Glu;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met o Thr;

Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xana en la posicion 16 es: Ley, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;

Xaa en la posicion 22 -es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xaa en la posicion 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;

Xana en la posicion 26 cs: Asp, Lys, Glu o His;

Xaa en la posicion 30 es: Ala, Glu, Asp, Scr o His;

Xaa en la posicion 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

R en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly — Pro o se ha suprimido.

Otro grupo preferido de los compuestos de GLP — 1 estd compuesto de andlogos

de GLP - 1 de formula V (SEC ID N° 6):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa — Xaa — Glu ~Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Val — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa — Ala - Lys — Glu —Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37
lle—Xan— Trp— Leu—Val —Lys—Gly— Arg—R
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Férmula V (SEC ID N° 6)

en la que:

Xaa en la posiciéon 7 es: L - histidina, D - histidinn,- desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, § — hidroxihistidina, homohistidina, ¢ — fluorometilhistidina o o —
metilhistidina;

Xaa cn la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;

Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gln;

Xaa cn la posicién 24 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;

R en la posicién 37 cs: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
Gly — Pro o se ha suprimido.

Los compucstos preferidos GLP — 1 de férmulas 1, II, III, IV y V comprenden
andlogos de GLP - 1 o fragmentos de anédlogos de GLP — 1 ¢n los que los andlogos o
fragmentos contienen un aminoacido distinto de la alanina en la posicién 8 (andlogos de
posicién 8). Es preferible que estos andlogos de posicién 8 contengan uno o més
cambios adicionales en las posiciones 9, 11, 12, 16, 18, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 31, 33,
34, 35, 36 y 37 comparados con el correspondiente aminodcido de GLP — 1 (7 —37) OH
nativo. También es preferible que estos andlogos tengan 6 o menos cambios
comparados con los correspondientcs aminoécidos en GLP—1 (7—-37)OHo GLP-1
(7 — 36) OH nativos. Anilogos ma4s preferidos tienen S 6 menos cambios comparados
con los correspondientes aminodcidos en GLP — 1 (7—37) OH o GLP - 1 (7 - 36) OH
nativos o tienen 4 6 menos cambios comparados con los correspondientes aminodcidos

en GLP ~ 1 (7~ 37) OH o GLP — 1 (7 — 36) OH nativos. Incluso se prefiere aiin mas
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que estos andlogos tengan 3 o menos cambios comparados con los correspondientes
aminodcidos en GLP — 1 (7 — 37) OH o GLP — 1 (7 — 36) OH nativos. Es lo mds
preferible que estos andlogos tengan 2 6 menos cambios comparados con los
correspondientes aminodcidos en GLP — 1 (7 —37) OH nativo.

Se ha encontrado que los compuestos de formula II, III, IV y V tienen una
propensién reducida a agregarse y generar formas insolubles. Esto también es
importante en el contexto de una protcina de fusion en la quc el péptido relativamente
pequefio GLP — 1 debe mantener una conformacién activa a pesar de estar condensado
con una protefna mucho més grande. Los compuestos preferidos de GLP — 1 de férmula
11, III, IV y V comprendidos por las proteinas de fusién de la presente invencién
comprenden andlogos de GLP — 1 o fragmentos de anélogos de GLP — 1 en los que la
glicina en la posicién 22 y preferiblemente la alanina en la posicién 8 se han sustituido
con otro aminoé4cido.

Cuando la posicién 22 es dcido aspértico, dcido glutdmico, arginina o lisina, la
posicién 8 es preferiblemente glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o
metionina y més preferiblemente valina o glicina. Cuando la posicién 22 es un Acido
sulfénico tal como édcido cisteico, la posiciéon 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina 0 metionina y mds preferiblemente valina o glicina.

Otros compuestos preferidos de GLP — 1 incluyen andlogos de GLP - 1 de
férmula IV (SEC ID N° 5) en la que los andlogos tienen la secuencia de GLP -1 (7 -
37) OH excepto que el aminodcido en la posicidn 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y mis prefcriblemente valina o glicina
y la posicién 30 es é&cido glutdmico, dcido aspdrtico, serina o histidina y més
preferiblemente dcido glutdmico.

Otros compuestos preferidos GLP — 1 incluyen andlogos dé GLP — 1 de férmula

y¥
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IV (SEC ID N® 5) en la que los andlogos tienen la sccuencia de GLP — 1 (7 — 37) OH
excepto que cl aminodcido en la posicion 8 cs preferiblemente glicina, valina, leucina,
isoleucina, scrina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina y el
aminodcido en la posicion 37 cs histidina, lisine, arginina, trconina, serina, acido
glutdmico, dcido aspartico, triptéfano, tirosina, fenilalanina y mds preferiblcmente
histidina.

Otros compuestos preferidos GLP — 1 incluyen andlogos de GLP — 1 de férmula
1V (SEC ID N° 5) en la que los andlogos tienen la secuencia de GLP — 1 (7 - 37) OH
excepto que el aminodcido cn la posicién 8 es preferiblemente glicina, valina, leucina,
isoleucina, serina, trconina o metionina y mds preferiblemente valina o glicina y el
aminodcido en la posicién 22 cs dcido glutdmico, lisina, dcido aspértico o arginina y
més preferiblemente 4cido glutdmico o lisina y el aminodcido en la posicién 23 es
lisina, arginina, dcido glutdmico, dcido aspartico ¢ histidina y mas preferiblemente lisina
o dcido glutdmico.

Otros compuestos preferidos de GLP ~ 1 incluyen andlogos de GLP — 1 de
féormula V (SEC ID N° 6) en la que los andlogos tienen la secuencia de GLP -1 (7-37)
OH excepto que el aminodcido en la posicién 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y mds preferiblemente valina o glicina
y ¢l aminoécido en la posicién 22 es dcido glutdmico, lisina, dcido aspértico o arginina y
mis preferiblemente dcido glutdmico o lisina y la posicion 27 es alanina, lisina,
arginina, triptéfano, tirosina, fenilalanina o histidina y més preferiblemente alanina.

Otros compuestos preferidos GLP — 1 incluyen andlogos de GLP - 1 de férmula
II en los que la andlogos tienen la secuencia de GLP — 1(7 — 37) OH excepto que el
aminodcido en la posicién 8 cs uno, dos o tres aminodcidos seleccionados del grupo

constituido por la posicién 9, posicién 11, posicién 12, posicién 16, posicién 18,

+79
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posicién 22, posicién 23, posicién 24, posicién 26, posicién 27, posicién 30, posicién
31, posicién 33, posicién 34, posicién 35, posicién 36 y posicién 37, difieren del
aminofcido en la posicién correspondiente de GLP — 1 (7 - 37) OH nativo.

Otros compucstos GLP-1 preferidos de formula II incluyen:

va18-GLP-1(7-37)CH, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Glu22-GLP-1(7-37)0H,
Asp22-GLP-1(7-37)0H, Arg42-GLP-1{7-37)0H, Lys22-GLP-1(7-
37)0H, Cys22-GLP-1(7-37)0H, Val3-Glu22-GLP-1(7-37)0H, valB-
Asp22-GLP-1(7-37)OH, Val®-Arg22_gLp-1(7-37)0H, ValB-Lys22-
GLP-1(7-37)0H, val8-cys22-gLp-1(7-37)0H, Gly®-Glu2i-gLP-1(7-
37)0H, Gly8-Asp22-GLP-1(7-37)0H, Gly9-Arg?2-GLP-1(7-37)0H,
Gly8-Lye22-gLP-1(7-37)0H, GlyB3-Cys22-gLp-1(7-37)0H, Glu22-
GLP-1(7-36)OH, Asp22-GLP-1(7-36)0H, Arg22-GLP-1(7-36)0H,
Lys22-GLP-1(7-36)OH, Cys22-GLP-1(7-36)0K, Val8-Glu?2-GLP-
1(7-36)0H, Val®-Aap22-gLP~-1(7-36)0H, Val8-arg22-agrp-1(7-
36)0H, ValB-rLys22_GLP-1(7-36)0H, val8-Cys22-GLP-~1(7-36)0H,
Gly8-g1lu22-G1,p-1(7-36)OH, GlyB-Asp?2-GLP-1(7-36)0H, Gly8-
Arg22-gLP-1(7-36)0H, GlyB8-Lys22-GLP-1(7-36)0H, Gly8-Cysi-
QLP-1(7-36)O0H, Lys23-GLP-1(7-37)0H, ValB-Lys23-GLP-1(7-
37)0R, Gly8-Lys23-cLp-1(7-37)0H, His24-GLP-1(7-37)0H, val®-
Hie24-GLP-1(7-37)0H, Gly8-His24-GLP-1(7-37)0H, Lys24-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Lya24_gLP-1(7-37)0H, GlyB-Lys23-GLp-1(7-
37)0H, Glu30-@Lr-1(7-37)0H, valB-Glul0-GLP-1(7-37)0H, GQlyB-
Glu30-GLP-1(7-37)0H, Asp30-GLP-1(7-37)0H, Val8-Asp30-gLP-
1{7-37)0H, Gly®-Aep30-gLp-1(7-37)0H, Gln30-GLP-1(7-37)0X,
val8-Gln30-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Gln30-GLP-1(7-37)0H, Tyrd0-
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GLP-1(7-37)0H, Val8-1yr30-gLp-1(7-37)0H, Gly3-Tyr3O-gLp-1(7-
37)0H, Ber30-GLP-1(7-37)0H, valB-ser30-gLP-1(7-37)0H, GlyB-
ser30-GLP-1(7-37)0H, Bis30-GLP-1(7-37)0H, val®-His30-GLP-
1({7-37)0H, Gly8-His30-GLP-1(7-37)0H, Glu34-GLP-1(7~37)0H,
val8-Glu34-gLP-1(7-37)0H, GlyB8-Glu34-GLE-1(7-37)0H, Ala34-
GLP-1(7-37)0H, ValB-a1a34-GLP-1(7-37)0H, GlyB-ala3é-agrp-1(7-
37)0H, Gly34-GLP-1(7-37)0H. ValB-@gly34-GLP-1(7-37)0H, GlyB-
Gly34-GLP-1(7-37)0H, Ala35-GLP-1{7-37)0H, ValB-Ala35-GLe-
1(7-37)0H, Gly®-Ala35-GgLP-1(7-37)0H. Lys35-GLP-1(7-37)0H,
val8-Lys35-gLr-1(7-37)0H, GlyB-Lys35-GLP-1(7-37;0H. Hig35-
GLP-1{7-37)0H Vval8-Hig35-GLP-1(7-37)0H, Gly8-His35-GLp-1(7-
37)OH, Pro35-GLP-1(7-37)0H, ValB-pro35-GLP-1(7-37)0H, Gly®8-
Pro35-GLP-1{7-37)0H, Glu35-GLP-1(7~37)0H val8-Glud5-cLp-1(7-
37)0H, GlyB-Glu35-gLp-1(7-37)0H, val8-Ala27-GLP-1(7-37)OH,
val9-1i837-GLP-1(7-37)0H, ValB-Glu22-Lys23-gLP-1(7-37)0H,
val8-61u22-g1u23-gLp-1(7-37)0H, Val®-GIu22-a1a27-gLp-1(7-
37)0H, Val8-gly34-1yed5S-gLP-1(7-37)0H, valB-His37-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-mis37-GLP-1(7-37)0H, valB-Gilu22-a1a27-GLp-1(7-
37)0H, GlyB-Glu22-A1a27-GLP-1(7-37)0H, Val8-Lya22-G1lu33-GLP-
1(7-37)0H, y Gly8-Lys22-GQlu23-gLP-1(7-37)0H.

Otro grupo preferido de los andlogos y derivados de GLP — 1 para uso en la

presente invencién se compone de moléculas de formula VI (SEC ID N° 7)
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R1-X-Glu-Glyl0-Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl5-val-ser-
Ser-Tyr-Leu20-¥ -Gly-Gln-Ala-ala25-Lys- z -
Phe-Ile-Ala30-Trp-Leu-Val-Lys-Gly35-arg-Ra

férmula VI (SEC IDN° 7)

en los que: R; se selecciona del grupo constituido por L - histidina, D - histidina,
desaminohistidina, 2 - aminohistidina, § — hidroxihistidina, homohistidina, alfa —
fluorometilhistidina y alfa — metilhistidina; X se selecciona del grupo constituido por
Ala, Gly, Val, Thr, Ile y alfa — metil — Ala; Y sc selecciona del grupo constituido por
Glu, Gin, Ala, Thr, Ser y Gly; Z se selccciona del grupo constituido por Glu, Gin, Ala,
Thr, Ser y Gly; y Rz es Gly — OH.

Otro grupo preferido de los compuestos GLP — 1 para uso en la presente
invencion se describe en el documento WO 91/11457 y consiste esencialmente en GLP
- 1(7-34), GLP-1(7-35),GLP—-1 (7-36) o GLP — 1 (7 - 37), o la amida de los
mismos, y las sales farmacéuticamentc aceptables de los mismos, que tienen al menos
una modificacion seleccionada del grupo constituido por:

(a) sustitucioén dc lisina cn la posicién 26 y/o posicién 34 por glicina,
serina, cistelna, trconina, asparagina, glutamina, tirosina, alanina,
valina, isolcucina, leucina, metionina, fenilalanina, arginina o D -
lisina o sustitucién de glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina lisina o una D — arginina,

(b) sustitucién de triptéfeno en la posicion 31 por un aminodcido
resistente a la oxidacion;

(c) sustitucién de al menos uno de: valina en la posicién 16; por tirosina
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la serina en la posicién 18 por lisina; * 4cido glutdmico en la posicién
21 por écido aspértico; glicina en la posicibn 22 por serina;
glutamina en la posicién 23 por arginina; alanina en la posicion 24
por arginina y lisina en la posicién 26 por glutamina; y

sustitucién de al menos uno de: alanina en la posicién 8 por glicina,
serina o cistelna, #cido glutdmico en la posicién 9 por dcido
aspértico, glicina, scrina, cistefna, treonina, asparagina, glutamina,
tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina;
glicina en la posicién 10 por serina, cisteina, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o
fenilalanina y écido aspdrtico en la posicién 15 por dcido glutdmico;
y

sustitucién de histidina en la posicién 7 por glicina, serina, cisteina,
treonina, asparagina, glutamina, tirosina, alenina, valina, isoleucina,
leucina, metionina o fenilalanina, o la forma D — o N — acilada o
alquilada de histidina; en la que en las sustitucion es (a'), M), d)y
(e), los aminodcidos sustituidos pueden opcionalmente estar en la
forma D- y los aminodcidos sustituidos en la posicién 7 pueden

opcionalmente estar en la forma N - acilada o N — alquilada.

Ya que la enzime, dipeptidilpeptidasa IV (abreviadamente DPP IV),

puede ser responsable de la répida inactivacién observada in vivo de GLP — 1
administrado, [véase, por ejemplo, Mentlein, R., y col., Eur. J. Biochem., 214:
829 — 835 (1993)], se prefieren los andlogos y derivados que estén protegidos de

la actividad de DDP 1V en el contexto de una proteina de fusidn, y se prefieren
més las protefnas de fusion en las que el compuesto GLP — 1 es Gly* - GLP - 1
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(7-37) OH, Val® - GLP — 1 (7 - 37) OH, o — metil — Ala® - GLP -~ 1 (7 - 37)
OH, o Gly* - GIn*' - GLP - 1 (7 - 37) OH.

Otro grupo preferido de los compuestos GLP — 1 para uso en la presente
invencién estd constituido por los compuestos de formula VII (SEC ID N° 8)
reivindicado en la patente de Estados Unidos N° 5.512.549 que estd

expresamente incorporada en esta memoria descriptiva como referencia.

R1l-Ala-Glu-Glyl0-
Thr-Phe-Thr—Ser-hap15-Val-Ser-Ser-Tyr-Lauzo—
Glu-Gly-Gln—Ala-Alaz5—m-Glu-Phe-Ila-Ala-" 0.-
Txp-Leu-Val-Lys-G 1y3 5-Arg—ll3

férmula VII (SEC ID N° 8)

en la que R' se selecciona del grupo constituido por 4-imidazopropionilo, 4-
imidazoacetilo o 4-imidazo-a, « dimetilacetilo; R? se selecciona del grupo constituido
por acilo (Cs — C10) no ramificado o esté ausente; R’ se selecciona del grupo constituido
por Gly — OH o NH,; y Xaa es Lys o Arg.

Los compuestos méds preferidos de férmula IV para uso en la presente invencién
son aquellos en los que Xaa es Arg y R? es acilo (Cs — Cio) no ramificado. Incluso
compucsios més preferidos de férmula IV para uso en la presente invencién son
aquellos en los que Xaa es Arg, R? es acilo (Cs — Cjg) no ramificado y R® es Gly — OH.
Otros compuestos altamente preferidos de férmula IV para uso en la presente invencién
son aquellos en los que Xaa es Arg, R? es acilo (Cs — Cjo) no ramificado, R? es Gly —
OH y R! ¢s 4-imidazopropionilo. Un compuesto especialmente preferido de férmula IV
para uso en la presente invencién es aquel en el que Xaa es Arg, R? es acilo Cg no
ramificado, R? es Gly — OH y R! es 4-imidazopropionilo.

u¥0
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Preferiblemente, los compuestos GLP — 1 comprenden andlogos de GLP — 1 en
los que la estructura de dichos anélogos o fragmentos conticne un aminoécido distinto
de alanina en la posicion 8 (andlogos de posicién 8). La estructura también puede incluir
L — histidina, D — histidina o formas modificadas de histidina tales como
desaminohistidina, = 2-aminohistidina,  p-hidroxihistidina, = homohistidina a-
fluorometilhistidina o a-metilhistidina en la posicién 7. Es preferible que estos anilogos
de posicién 8 contengan uno o més cambios adicionales en las posiciones 12, 16, 18, 19,
20, 22, 25, 27, 30, 33 y 37 comparados con ¢l correspondiente aminoécido de GLP — 1
(7 — 37) OH nativo. Se prefiere més que estos andlogos de posicién 8 contengan uno o
mas cambios adicionales en las posiciones 16, 18, 22, 25, y 33 comparados con e}
correspondiente aminodcido de GLP — 1 (7 —37) OH nativo.

En una realizaci6n preferida, el andlogo de GLP — 1 es GLP—1 (7 —37) OH en
el que el aminodcido cn la posicién 12 sc selecciona del grupo constituido por triptéfano
o tirosina. Es mds preferido que ademds de la sustitucién en la posicion 12, el
aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serina,
treqnina o metionina y mds preferiblemente valina o glicina. Es incluso més preferido
que ademds de las sustituciones en las posiciones 12 y 8, ¢l aminodcido en la posicién
22 esté sustituido con dcido glutdmico.

En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP~1es GLP-1(7-37) OHen
el que el aminodcido en la posicibn 16 se selecciona del grupo constituido por
triptéfano, isoleucina, leucina, fenilalanina o tirosina. Se prefiere mis que ademais de la
sustitucién en Ia posicién 16, el aminoécido en la posicion 8 se sustituya con glicina,
valina, lcucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere mis que ademsds de las sustituciones en las posiciones 16 y 8,

el aminodcido en la posicién 22 se sustituya con édcido glutémico. También se prefiere

gl
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que ademss de las sustituciones en las posiciones 16 y 8, el aminoécido en la posicién
30 se sustituya con dcido glutdmico. También sc prefiere que ademés de las
sustituciones en las posiciones 16 y 8, el aminoécido en la posicién 37 se sustituya con
histidina.

En otra realizacion preferida, el andlogo de GLP—1es GLP -1 (7—37) OH en
el que cl aminodcido en la posicion 18 se selecciona del grupo constituido por
tript6fano, tirosina, fenilalanina, lisina, leucina o isoleucina, preferiblemente triptéfano,
tirosina e isoleucina. Se prefiere mis que ademés dc la sustitucién en la posicién 18, el
aminodcido en la posicion 8 sc sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serina,
treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina. Incluso se prefiere mas que
ademés de las sustituciones en la posiciones 18 y 8, el aminoécido en la posicién 22 se
sustituya con écido glutdmico. También se prefiere que ademds de las sustituciones en
las posiciones 18 y 8, el aminodcido en la posicién 30 se sustituya con dcido glutémico.
También se prefiere que ademés de las sustituciones en las posiciones 18 y 8, el
aminoécido en la posicién 37 sc sustituya con histidina.

En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP -1 es GLP -1 (7—-37) OH en
el que el aminodcido cn la posicion 19 se selecciona del grupo constituido por triptéfano
o fenilalanina, preferiblemente triptéfano. Se preficre més que ademas de la sustitucién
en la posicién 19, el aminoédcido en la posicién 8 se sustituya con glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina 0 metionina y mds preferiblemente valina o glicina.
Incluso se preficre mis que ademss de las sustituciones en la posiciones 19 y 8, el
aminodcido en la posicién 22 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que
ademss de las sustituciones en las posiciones 19 y 8, el aminoécido en la posicion 30 se
sustituya con écido glutdmico. También sc prefiere que ademds de las sustituciones en

las posiciones 19 y 8, el aminoécido en la posicién 37 se sustituya con histidina.
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En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP—1 ¢s GLP -1 (7—-37) OHen
el que el aminodcido en la posicion 20 cs fenilalanina, tirosina o triptéfano. Se prefiere
més quc ademads de la sustitucién en la posicidn 20, el aminoécido en la posicién 8 se
sustiluya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més
preferiblemente valina o glicina. Incluso se prefierc mas que ademés de las sustituciones
en la posiciones 20 y 8, el aminoédcido en la posicion 22 se sustituya con &cido
glutdmico. También se prefiere que ademds de las sustituciones en las posiciones 20 y
8, el aminodcido en la posicién 30 se sustituya con Acido glutdmico. También se
prefiere que ademds de las sustituciones en las posiciones 20 y 8, el aminoécido en la
posicion 37 se sustituya con histidina.

En otra rcalizacidn preferida, el andlogo de GLP — 1 es GLP—1 (7—-37) OHen
el que el aminodcido en la posicion 25 se selecciona del grupo constituido por valina,
isoleucina y leucina, preferiblemente valina. Sc¢ prefiere mis que ademés de la
sustitucién en la posicién 25, el aminoédcido en la posicién 8 se sustituya con glicina,
valina, leucina, isoleucina, serina, treonina 0 metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere mas que ademds de las sustituciones cn la posiciones 25 y 8,
el aminodcido en la posicién 22 se sustituya con ficido glutdmico. También se prefiere
que ademés de las sustituciones en las posiciones 25 y 8, el aminodcido en la posicién
30 sc sustituya con écido glutimico. También se preficre que ademéds de las
sustituciones en las posiciones 25 y 8, el aminodcido en la posicién 37 se sustituya con
histidina.

En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP - 1es GLP-1(7-37) OHen
el que el aminodcido cn la posicidn 27 se selecciona del grupo constituido por
isoleucina o alanina. Se prefiere més que ademds de la sustitucién en la posicién 27, el

aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serina,
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treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina. Incluso se prefiere méds que
ademss de las sustituciones en la posiciones 27 y 8, el amino4cido en la posicion 22 se
sustituya con 4cido glutdmico. También se prefiere que ademas dc las sustituciones en
las posiciones 27 y 8, el aminoécido en la posicién 30 se sustituya con dcido glutidmico.
También se prefiere quc ademds de las sustituciones en las posiciones 27 y 8, el
aminodcido en la posicién 37 s sustituya con histidina.

En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP —1 es GLP -1 (7-37) OH en
el que el aminodcido cn la posicién 33 es isoleucina. Se preficre més que ademss de la
sustitucién en la posicién 33, ¢l aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicina,
valina, leucina, isoleucina, scrina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere més que ademids de las sustituciones en la posiciones 33 y 8,
¢l aminodcido en la posicidn 22 se sustituya con dcido giutdmico. También se prefiere
que ademds de las sustituciones en las posiciones 33 y 8, el aminoécido en la posicién
30 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que ademéds de las
sustituciones en las posiciones 33 y 8, ¢l aminoécido en la posicién 37 sc sustituya con
histidina.

Los compuestos de GLP — 1 ticnen modificaciones en una o més de las
siguientes posiciones: 8, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33 y 37. Los compuestos de
GLP — 1 muestran potencia aumentada comparada con GLP - 1 (7 - 37) OH y
comprenden la secuencia de aminodcidos de formula IX (SEC ID N° 12).

Xaay-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaa:;~Thr-Ser-Asp-Xaa;s-Ser-
xaa;;—){aau—Xaazn-Glu-xaaz:-Gln-Ala-xaazs-Lys—xaai-.-
Phe-Ile-Xaay~Trp-Leu-Xaas-Lys-Gly-Arg-Xaay,

y3Y
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Férmula LX (SEC ID N° 12)

en la que:
Xaay es: L. - histidina, D - his_tidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, B —
5 hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina o o — metilhistidina;
Xaag es: Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr;
Xaa; es: Phe, Trp o Tyr;
Xaag cs: Val, Trp, lle, Leu, Phe o Tyr;
Xan,g es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val,
10 Xaa,g es: Tyr, Trp o Phe;
Xaayg es: Leu, Phe, Tyr o Trp;
Xaap; es: Gly, Glu, Asp o Lys;
Xaanys es: Ala, Val, Ile, o Leu;
Xaay; es: Glu, Ile o Ala;
15 Xaajg cs: Ala o Glu;
Xaajy cs: Valo lley y
Xaaj; es: Gly, His, NH; o estd ausente. _
Algunos compuestos preferidos de GLP — 1 de férmula IX incluyen
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GLP-1{7-37)0H, GLP-1{7-36)-NH;, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Gly"-GLP-
1(7-36)NH;, Val®-GLP-1(7-37)0H, Val®’-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-
GLP-1(7-37)0B, Leu’-GLP-1{7-36)NH;, Ile"-GLP-1(7-37)0H, TIle®-
GLP-1(7-36)NHa, Ser®-GLP-1(7-37)0CH, Ser'-GLP-1(7-36)NH;,
Thr'-GLP-1(7-37)0H, Thr'-GLP-1(7-36)NH;, Val'-Tyri?-GLP-1(7-
37)0H, Val®-Tyr'?-GLP-1(7-36)NH,;, Val'-Tyx'*-GLP-1(7-37)0H,
val®~Tyr'¢-GLP-1(7-36)NH2, Val®-Glu*’-GLP-1(7-37)0H, Val’-
Glu®*-GLP-1(7-36)NHa, Gly"-Glu**-GLP-1(7-37)0H, Gly’-Glu*-gLP-
1(7-36)NH;, Val"-Asp®*-GLP-1(7-37)0H, Val®-Asp*-GLP-1(7-
36)NH;, Gly®-Asp**-GLP-1(7-37)0H, Gly'-Asp?*-GLP-1(7-36)NH;,
val®-Lys?-GLP-~1(7~37)0H, Vval'-Lys*-GLP-1(7-36)NH;, aQly'-
Lys?3-GLP-1(7-37)0H, Gly'-Lys¥-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-Glu*?*-GLP-
1(7-37)0H, Leu’-Glu-GLP-1(7-36)NH;, Ile®-Glu®-GLP-1(7-
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37)0H, Ile®-Qlu**-GLP-1(7-36)NHz, Leu®-Asp*-GLP-1(7-37)0H,
Leu®-Asp??-GLP-1(7-36)NH;, Ile®-Asp?-GLP-1(7-37)0H, Ile’-
Asp2-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-Lysi?-GLP-1(7-37)0H, Leu'-Lys??-QLP-
1(7-36)NH;, Ile*-Lys?*-GLP-1(7-37)0H, Ile®-Lys®’-aLp-1(7-
36)NH;, Ser'-Glu®-GLp-1(7-37)0H, Ser®-Glu’?*-GLP-1(7-36)NHj,
Thr®-@1lu??-GLP-1(7-37) 0B, Thx’-Glu®?-GLP-1(7-36)NH;, Ser®-
Asp®®-GLP-1(7-37)0H, Ser®-Asp**-GLP-1({7-36)NH2, Thr'-Asp*®-GLP-
1(7-37)0H, Thr'-Asp*?-GLP-1(7-36)NHz, Ser®-Lys®-GLP-1(7-
37)0H, Sexr®-Lys’*-GLP-1(7-36)NHa, Thr’-Lys*’-GLP-1(7-37)0H,
Thr®-Lys™-GLP-1(7-36)Na, Glu™-GLP-1(7-37)0H, Glu-GLP-1(7-
36)NHz, Asp*?-GLP-1(7-37)0H, Asp®’-GLP-1(7-36)NH;, Lys*’-GLP-
1(7-37)0H, Lys**-GLP-1(7-36)NHz, Val®-Ala?’-GLP-1(7-37)0H,
val®-Glu®*-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, val®’-Glu**-GLP-1(7-37)0H, Val'-
Glu’®~GLP-1(7-36)MH;, Gly"-Glu®®-GLP-1(7-37)0H, Gly’-Glu°-GLP-
1(7-36)NHz, Leu'-Glu’’-GLP-1(7-37)0H, Leu®-Glu™-GLP-1{7-
36)NHa, Ile®-Glu'-GLP-1({7-37)0H, Ile’-Glu’°-GLP-1(7-36)NHj,
Ser®-Glu®*-GLP-1(7-37)0H, Ser®-Glu’*-GLP-1({7-36)NH;, Thr'-
Glu®-GLP-1(7-37)0H, Thx®-Glu’®-GLP-1(7-36)NH;, Val’-His’’-GLP-
1(7-37)0H, Val"-Bis*’-GLP-1(7-36)NH;, Gly®-His'’-GLP-1(7-37)0H,
Gly*-His*’-GLP-1({7-36)NH;, Leu®-His'"-GLP-1(7-37)0H, Lew®-Eis’-
GLP-1(7-36)NHz, Ile®-His*’-GLP-1(7-37)0H, Ile*-His’'-GLP-1(7-
36)NH;, Sexr'-Rig*’~GLP-1(7-37)0H, Ser®-His?'-GLP-1(7-36)NHa,
Thr®-Hia"-GLP-1(7-37)0H, Thx'-Ris’’-GLP-1(7-36)NH,.

Algunos compuestos preferidos GLP — 1 de formula IX que ticnen sustitucioncs
miltiples incluyen GLP — 1 (7 — 37) OH en el quc la posicién 8 es valina o glicina, la
posicién 22 es 4cido glutdmico, la posicién 16 es tirosina, leucina o triptéfano, la
posicién 18 es tirosina, triptéfano o isoleucina, la posicién 25 es valina y la posicién 33

es isoleucina. Otros compuestos GLP — 1 preferidos incluyen los siguientes: Val®-Try'*—
GLP-1 (7 -

ys?
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37)0H, Val®-Tyr**-Glu?-GLP-1(7-37)0H, Val'-Tyr'¢-phe™-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Tyr'*-Glu??-GLP-~1(7-37)0H, Val®-Txp'®-Glu??-
GLP-1(7-37)0H, Val®-Leu-0lu?®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Ile’-

Glu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Phe's-Glu??-GLP-1(7-37)0H; Vall-
Trp?®-Glu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr'®-Glu?*-GLP-1(7-37)OH,
Val®-phe’®-Glu?’*-GLP-1(7-37)0H, and Val®-Ile!*-Glu®?-GLP-1(7-
37)OH.

Los compuestos GLP — 1 de la presente invencién también comprenden
compuestos de exendina La exendina — 3 y la exendina — 4 son péptidos
biol6gicamente activos aislados primero de los venenos del Helodermatidae y se ha
demostrado que se unen al receptor de GLP — 1 y estimulan la produccién de H' cAMP
dependiente en células parictales de mamiferos. La exendina — 3 y la exendina — 4 son
ambos péptidos de 39 aminodcidos que son aproximadamentie homélogos en un 53% al
GLP -1. Actiian como potentes agonistas de la actividad de GLP — 1, Especialmente, un
derivado truncado del extremo N terminal de exendina, conocido como exendina
(aminodcidos 9 — 39) es un inhibidor de exendina — 3, exendina—4 y GLP - 1.

Un compuesto de exendina tipicamente comprende un polipéptido que tiene la
secuencia de aminodcidos de cxendina — 3, excndina — 4 o un andlogo o fragmento de
las mismas. La exendina — 3 y la exendina — 4 se describen en la patente de Estados
Unidos N° 5.424.286.

La exendina — 3 tienc la secuencia de aminodcidos de SEC IDN° 9:

7 g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

His — Ser — Asp —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Leu — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Lys — Gln — Met — Glu — Glu — Glu — Ala— Val — Arg — Leu — Phe -

3
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29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile— Glu — Trp — Leu ~ Lys — Asn — Gly — Gly — Pro — Ser — Ser -
40 41 42 43 44 45

Gly — Ala—Pro — Pro — Pro — Ser

(SECIDN°9)

La exendina — 4 tiene la secuencia de aminoicidos de SEC ID N° 10:
7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17
His — Gly — Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Leu — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Lys — Gin — Met — Glu — Glu - Glu — Ala — Val — Arg — Leu— Phe -
29 30 31 32 33 34 35 3 37 38 39
Ile — Glu — Trp — Leu — Lys — Asn — Gly — Gly — Pro — Ser — Ser -
40 41 42 43 44 45

Gly — Ala — Pro — Pro — Pro — Ser

(SECIDN° 10)

Los compuestos GLP — 1 también incluyen fragmentos de exendina que son
polipéptidos obtenidos después del truncamiento de uno o més aminoécidos del extremo
N terminal y/o cxtremo C terminal de exendina o un andlogo de exendina. Ademas, los
compuestos de GLP - 1 incluyen polipéptidos de exendina en los que uno o mds
aminodcidos se han afiadido al extremo N terminal y/o extremo C terminal de exendina
o fragmentos de los -mismos. Los compuestos de excndina de este tipo tienen hasta
aproximadamente cuarenta y cinco aminoécidos.

Los compuestos GLP — 1 también incluyen “andlogos de exendina”. Un andlogo

de exendina tiene suficiente homologia con la exendina — 4, exendina — 3 o un
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fragmento de las mismas de tal manera que cl andlogo tiene actividad insulinotrépica.
La actividad de los fragmentos de exendina y/o anilogos se pueden valorar utilizando
ensayos in vitro tales como los descritos en el documento EP 619.322 y la patente de
Estados Unidos 5.120.712.

Preferiblemente, un anélogo de exendina tiene la secuencia de aminodcidos de la
exendina — 4 o un fragmento de la misma, modificada de manera que entre uno, dos,
fres, cuatro o cinco aminodcidos son diferentes del aminodcido en la posicién
correspondiente de la exendina — 4 o el fragmento de cxendina — 4. En la nomenclatura
utilizada en esta memoria descriptiva para designar compuestos de exendina, el
aminodcido sustituyente y su posicién se indican antes de la estructura parental. Por
ejemplo, Val® — exendina — 4 designa un compucsto de exendina en el que la glicina que
normalmente sc encucntra cn la posicién 8 de la exendina — 4 se ha sustituido con
valina.

" Otro grupo preferido de los compuestos GLP — 1 se compone de GLP — 1/
andlogos de exendina-4 de férmula VIII (SEC ID N° 11).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa — Xaa — Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Xaa — Xaa — Glu -~ Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xaa — Trp — Leu — Xaa — Xaa — Gly— Xaa—R

f6rmula VIII (SEC ID N° 11)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, § — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o o —
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metilhistidina;

Xan en la posicién 8 es: Gly, Ala o Val;

Xaa en la posicién 16 es: Leu o Val;

Xaa en la posicion 18 es: Lys o Ser;

Xaa en la posicion 19 es: Gin o Tyr;

Xan en 1a posicién 20 es: Met o Leu;

Xaa cn la posicién 22 es: Glu o Gln;

Xaa cn la posicion 23 es: Glu o Gln;

Xana en la posicion 25 es: Val o Ala;

Xaa en la posicion 26 es: Arg o Lys;

Xan en la posicidén 27 es: Leu o Glu;

Xaa en la posicion 30 es: Glu o Ala;

Xaa en la posicién 33 cs: Val o Lys;

Xaa cn la posicion 34 es: Asno Lys;

Xaa en la posicién 36 es: Gly o Arg; y

R en la posicidn 37 es: Gly, Pro, Pro — Ser — Ser — Gly — Ala — Pro — Pro — Pro —
Ser o estd ausente. La aclividad de 18 especics difcrentes que caen dentro de este género
sc proporciona en la tabla 6.

Ademds los andlogos de exendina que son (tiles en la presentc invencién se
describen en las publicaciones de las patentes PCT WO 99/25728 (Beeley y col.), WO
99/25727 (Beeley y col.), WO 98/05351 (Young y col.), WO 99/40788 (Young y col.),
WO 99/07404 (Beeley y col.) y WO 99/43708 (Knudsen y col.). .

Las protcinas de fusién de GLP — 1 de la presente invencién pueden comprender
sitios de glicosilacién. La glicosilacién es una modificacién quimica cn la que restos de

azdcar se afiaden a la proteina en sitios especificos. La glicosilacién de proteinas juega
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un papel para asegurar la carga correcta, confirmacién y estabilidad la proteina de
maduracién y puede dirigir la protefna a la supcrficic de la célula y a una secrecién
eventual de la proteina. Lo mds importante es que, la glicosilacién efeci(a la tasa de
eliminacién de muchas proteinas in vivo. Los aziicares pueden cstar O - unidos o N —
unidos- En general, los aziicares O — unidos se afiaden al oxigeno del grupo hidroxilo de
la serina y treonina, mientras que los azicares N — unidos se afiaden al nitrégeno amida
de la asparagina. El sitio de consenso de la N — glicosilacién es Asn X1 X2 siendo X1
cualquier aminodcido excepto Pro y X2 es Ser o Thr.

Los compuestos GLP — 1 generalmente no se glicosilan en vivo; sin embargo, cs
de interés que las protelnas de fusién de GLP — 1 de la presente invencién que
comprenden un compuesto GLP — 1 con una extensién del extremo C terminal
condensado con una sccuencia Fc se glicosilan en la 1ltima serina en la extensién del
extremo C terminal (SSGAPPPS*) y en- la treonina en la posiciéon 11 en la regién del
extremo N terminal de Fc (AEPKSCDKTHT*CPPC. . .).

Protelnas de fusion Fe heterdlogas

Los compuestos GLP — 1 descritos anteriormente se pueden condensar
directamente o mediante un engarce de péptidos a la porcibn Fc de una
inmunoglobulina.

Las inmunoglobulinas son moléculas que contienen cadenas de polipéptidos que
se mantienen juntas por medio de enlaces disulfuro, que tienen tipicamente dos cadenas
ligeras y dos cadena pesadas. En cada cadena un dominio (V) tiene una secuencia de
aminodcidos vnriab_le dependiendo de la especificidad de anticuerpo de la molécula. Los
otros dominios (C) tienen una secuencia bastante constante comiin con las moléculas de

la misma clase.
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Como se utiliza en esta memoria descriptiva, la porcibn Fc de una
inmunoglobulina tiene el significado comGnmente dado al término en el campo de la
inmunologia. Especificamente, este término se refiere a un fragmento de anticuerpo que
se obtiene retirando las dos regioncs de unién dcl antigeno (fragmentos Fab) del
anticuerpo. Una forma para retirar los fragmentos Feb es digerir la inmunoglobulina con
proleasa de papaina. De este modo, la porcién Fc sc forma a partir de fragmentos de
tamafio aproximadamente igual de la regién constante de ambas cadenas pesadas, que se
asocian a través de interucciones no covalentes y enlaces disulfuro. La porcién Fc puede
incluir las regiones flexibles y se extienden mediante los dominios CH, y CHj al
extremo C terminal del anticuerpo. Las regiones flexibles representativas de las
inmunoglobulinas de seres humanos y ratones se pueden encontrar en Antibody
Engineering, A Practical Guide, Borrebaeck, C. A. K., ed., W. H. Freeman and Co.,
1992, las ensefianzas de las cuales se incorporan en esta memoria descriptiva como
referencia. La porcidén Fc puede ademss incluir uno o més sitios de glicosilacion. La
secuencia de aminodcidos de una proteina de Fc representativa contiene una regién
flexible, dominios CH, y CH3; y un sitio de N-glicosilacién en la posicién 82 se
mucstran cn la figura 1.

Hay cinco tipos de regiones Fc de inmunoglobulinas humanas con cfecto
difcrente o y propiedades farmacocinéticas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. La IgG es la
inmunoglobulina més abundante en suero. La IgG también tiene la semivida mis larga
en suero de todas las inmunoglobulinas (23 dias). A diferencia de otras
inmunoglobulinas, la 1gG se recircula eficientemente después dc la unién a un receptor
de Fc. Hay cuatro subclases de IgG G1, G2, G3 y G4, cada una de las cuales ticne
diferente efecto o funciones. G1, G2 y G3 sc pueden unir a C1q y fijar el complemento
mientras la G4 no puede. Incluso aunque la G3 es capaz de unirse a Clq mis

Uus
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eficazmente que G1, G1 es mds eficaz cn la mediacién de la lisis celular dirigida por el
complemento. G2 fija el co.mplemento muy ineficazmente. El sitio de unién a Clq en
1gG se localiza en la regién carboxi terminal del dominio CHa.

Todas las subclases de 1gG son capaces de unirse a los receptores de Fc (CD16,
CD32, CD64) siendo G1 y G3 mids eficaces que G2 y G4. La regiéon de unién al
receptor de Fc de IgG se forma mediante restos localizados tanto en la regién flexible
como en las regiones carboxi terminal del dominio CHa.

La IgA puede existir tanto en forma monomérica como dimérica que se
mantienen unidas por una cadena J. La IgA es la segunda Ig més abundante en el suero,
pero tiene una semivida de 6 dias solamentc. La IgA tiene tres efectos o funciones. Se
une a un receptor especifico de IgA en macréfagos y eosinéfilos, que conducen la
fagocitosis y la desgranulacidén respectivamente. También puede fijar el complemento
mediante una via alternativa desconocida.

La IgM se expresa en forma bien de pentdmero o hexdmero, ambas formas se
mantienen juntas mediante una cadena J. La IgM tiene una semivida en suero de 5 dfas.
Se une débilmente a Cl1q mediante un sitio de unién localizado en su dominio CHj. La
IgD tiene una semivida dc 3 dias en suero. No estd claro qué cfecto o funciones se
atribuyen a esta Ig. La IgE es una Ig monomérica y tiene une scmivida en suero de 2,5
dias. La IgE se une a dos receptores de Fc que conducen la desgranulacién y dan como
resultado la liberacién de agentes proinflamatorios.

Dependiendo del efecto deseado in vivo, las proteinas de fusion heterdlogas de la
presente invencidén pueden contener cualquicra de los isotipos descritos anieriormente o
pueden contener regiones de Fc mutadas en las que las funciones de unién al
complemento y/o al receplor de Fc se han alterado. De este modo, las proteinas de

fusién heter6logas de la presente invencién pucden contener la porcién Fc entera de una
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inmunoglobulina, los fragmentos de la porcién Fe de una inmunoglobulina, o andlogos
de los mismos condensados con un compuesto GLP — 1.

Las protefnas de fusién de la presente invencion pueden constar de proteinas de
cadena sencilla o polipéptidos de cadena miiltiple. Dos o més proteinas de fusién de Fc
s¢ pueden producir de manera que interactiien mediante enlaces disulfuro que se forman
naturalmente entre las regiones Fc. Estos multimeros pueden ser homogéneos con
relacién al compuesto GLP -1 o pueden contener diferentes compuestos GLP — 1
condensados en ¢l extremo N terminal de la porcién Fe de la protefna de fusién.

Independieniemente de la estructura final de la proteina de fusi6n, las regiones
Fc o de tipo Fc deben servir para prolongar la semivida in vivo en plasma del compuesto
GLP - 1 condensado al extremo N terminal. Ademds, el compuesto GLP - 1
condensado debe mantener alguna actividad bioldgica. Se puede demostrar un aumento
en la semivida utilizando el procedimiento descrito cn el ejemplo 7 en el que la
semivida de la proteina de fusidn se compara con la semivida del compuesto de GLP —
1 solo. La actividad bioldgica se puede determinar mediante procedimientos in vifro e
in vivo conocidos en la técnica. Los ensayos biolégicos representativos se describen en
los ejemplos 6, 8 y 9.

Ya que la regién Fc de la IgG producida mediante proteolisis tiene la misma
semivida in vivo quc la molécula intacta de IgG y los fragmentos Fab se degradan
ripidamente, se cree que la secuencia relevante para prolongar la semivida reside en los
dominios CH; y CH;. Ademds, se ha mostrado en la bibliografla que las velocidades
catabolicas de las variantes de IgG que no se unen al receptor de Fc de alta afinidad o
Clq son indistinguibles de la velocidad dc eliminacién del anticuerpo de tipo natural
parental, indicando que el sitio catabdlico es distinto de los sitios implicados en la unién
al receptor de Fc o Clq. [Wawrzynczak y col., (1992) Molecular Immunology 29: 221].
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Los estudios de mutagénesis especifica puntual que usan una regién Fc de IgG1 murina

sugerian que el sitio de la region Fc de IgGl que controla la velocidad metabélica se

localiza en la interfase del dominio de CH; y CH;.

En funcidn de estos estudios, las regiones Fc se pueden modificar en el sitio
catabdlico para optimizar la semivida de las protefnas de fusion. Es preferible que la
region Fc utilizada para las proteinas de fusién hetcrélogas de la presente invencién se
derive de una regién Fc dc una IgGl o de una IgG4. Incluso se prefiere més que la
regién Fc sea IgG4 o derivada de IgG4. Preferiblemente 1a regién Fc de IgG contienc
ambas regiones éHz y CH; que incluyen la regién flexible (4rea en la molécula de
inmunoglobulina que contiene muchos residuos del aminoécido prolina y es donde el

fragmento Fc une uno de los dos fragmentos Fab (nota del traductor)).

Prot ién_heterdlogas de albimi

Los compuestos de GLP — 1 descritos anteriormente se pueden condcnsar
dircctamente o mediante un engarce de péptidos a albiimina o un andlogo, fragmento o
derivado de la misma.

En general, las proteinas de albimina que forman parte de las proteinas de
fusion de la presente invencién se pueden derivar a partir de albimina clonada de
cualquier especie. Sin embargo, se prefieren la albimina humana y los fragmentos y
andlogos de la misma para reducir el riesgo de que la proteina de fusién sea
inmunogénica en scres humanos. La alblimina de suero humano (abreviadamente HSA)
consta de una cadena polipeptidica no glicosilada de 585 aminodcidos con un peso
molecular de la férmula de 66.500. La secuencia de aminodcidos de Ia HSA humana se
muestra en la figura 2. [Véase Meloun y col (1975) FEBS Letters 58: 136; Behrens y
col, (1975) Fed. Proc. 34: 591; Lawn y col. (1981) Nucleic Acids Research 9: 6102 —
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6114; Minghetti y col., (1986) J. Biol Chem. 261: 6747]. Se han descrito una
diversidad de variantes polimérficas asi como anélogos y fragmentos de albimina.
[Véase Weitkamp y col., (1973) Ann. Hum. Genet. 37: 219]. Por cjemplo, en el

documento EP 322.094, los inventores describen diversas formas més pequefias de.

HSA. Algunos de estos fragmentos incluyen HSA (1 —373), HSA (1 — 388), HSA (1 -
389), HSA (1 — 369) y HSA (1 — 419) y fragmentos entre 1 — 369 y 1 — 419. El
documento 399.666 describe fragmentos de albimina que incluyen HSA (1 - 177) y
HSA (1 —200) y fragmentos entre HSA (1 — 177) y HSA (1 —200).

Se entiende que las proteinas de fusién heterdlogas dc la presente invencién
incluyen compuestos GLP — 1 que se acoplan a cualquicr proteina de albimina que
incluye fragmentos, andlogos y dcrivados en los que dicha protefna dc fusién es
bioldgicamente activa y tiene una semivida en plasma més larga quc el compuesto de
GLP - 1 solo. De este modo, la porcién de albimina de la proteina de fusién no necesita
necesariamente tener una semivida en plasxlna igual a la de la alblimina humana nativa.
Se conocen o se pueden generar los fragmentos, andlogos y derivados que tcngan
semividas mds largas o que tengan semividas intermedias a las la de albimina humana
nativa y el compuesto de GLP — 1 de interés.

Las proteinas de fusién heterdlogas de la presente invencién comprenden
proteinas que tienen sustituciones conservadoras de aminoécidos en ¢l compuesto GLP
— 1 y/o la porcién de Fc o de albiimina de la protefna de fusién. Una “sustitucién
conservadora” es el reemplazo de un aminodcido por otro aminodcido que tiene la
misma carga neta clectrénica y aproximadamente el mismo. tamafio y forma. Los
aminoécidos con cadenas laterales de aminodcidos alifiticas o alifiiticas sustituidas
tienen aproximadamente el mismo tamafio cuando ndimero total de carbonos y

heteroatémos en sus cadena laterales difieren en no més de aproximadamente cuatro.
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Tienen aproximadamente la misma forma cuando el nimero total de ramificaciones en
sus cadenas laterales difierc en no mds de uno. Los aminodcidos con grupos fenilo o
fenilo sustituidos en sus cadenas laterales se considera que tienen aproximadamente el
mismo tamafio y forma. Excepto que cn esta memoria descriptiva se especifique otra
cosa, las sustituciones conservadoras sc hacen preferiblemente con aminoécidos de
origen natural.

Sin embargo, ¢l término “aminodcido” se utiliza cn csta memoria descriptiva en
su sentido més amplio e incluye aminoécidos de origen natural asi como aminoécidos
de origen no natural, incluyendo andlogos y derivados de aminodcidos. Esto dltimo
incluye moléculas que contienen un resto aminodcido. Un experto en la técnica
reconocerd, en vista de esta amplia definicién, que la referencia en esta memoria
descriptiva dec un aminodcido incluye, por ejemplo, aminoécidos L proteogénicos de
origen natural; aminodcidos D; aminodcidos quimicamente modificados tales como los
andlogos y derivados de aminodcidos; aminodcidos no proteogénicos de origen natural
tales como norleucina, B — alanina, omitina, GABA, elc.; y compuestos sintetizados
quimicamente que tienen propiedades conocidas en la técnica que son caracterfsticas de
aminodcidos. Como se utiliza en esta memoria descriptiva el término “proteogénico”
indica que el aminodcido se puede incorporar a un péptido, polipéptido o protefna en
una célula mediante una via metabélica.

La incorporacién de aminoécidos no naturales, que incluyen aminodcidos no
nativos sintéticos, aminodcidos sustituidos o uno o méds aminodcidos D en las proteinas
de fusién heterdlogas dc la presente invencién puede ser ventajosa en numerosas formas
diferentes. Los péptidos que contiencn aminoédcidos D elc., exhiben una estabilidad
incrementada in vitro o in’ vivo comparada con los homélogos que contienen

aminodcidos L. De este modo, la construccién de los péptidos, etc., que incorporan
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aminodcidos D puede ser particularmente itil cuando se desea o se requiere una
estabilidad intracelular mayor. Mis especificamente, los péptidos D, ctc., son resistentes
a peptidasas y proteasas endégenas, proporcionando por lo tanto una biodisponibilidad
mejorada de la molécula y vidas prolongadas in vivo cuando se dcscan tales
propiedades. Adicionalmente, los péptidos D, etc., no se pueden elaborar cficazmente
para una presentacién principal de histocompatibilidad de complejo clase II restringido
respecto a las células auxiliares T, y por lo tanto ¢s menos probable que induzcan
respuestas inmunes humorales en el organismo entero.

Ademéds de los andlisis estructura/funcién de los diversos polipéptidos
comprendidos en la presente invencién, hay numerosos factores que se¢ pueden
considerar cuando se scleccionan los aminoécidos para sustitucién. Un factor que se
puede considerar para hacer tales cambios es cl indice hidropético de los aminodcidos.
La importancia del {ndice hidropético de los aminodcidos que confiere la funcién
interactiva biolégica en una protefna la han descrito Kyte y Doolittle (1982, J. Mol.
Biol.,, 157: 105 — 132). Se acepta que cl cardcter hidropético relativo de los aminoécidos
contribuye a la estructura secundaria de la protcina resultante. Esto, a su vez, afecta a la
interaccién de la protelna con moléculas tales como enzimas, sustratos, receptores,
ligandos, DNA, anticuerpos, antigenos, eic. En funcién de su hidrofobicidad y
caracteristicas de carga, cada aminodcido se le ha asociado un indice hidropético como
sigue:
Isoleucina (+ 4,5); valina (+ 4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+ 2,8); ciste{na/cistina (+
2,5); metionina (+ 1,9); alanina (+ 1,8); glicina (- 0,4); treonina (- 0,7); serina (- 0,8);
triptéfano (- 0,9); tirosina (- 1,3); prolina (- 1,6); histidina (- 3,2);
glutamato/glutamina/aspartato/asparagina (- 3,5); lisina ( -3,9); y arginina (- 4,5).

Como sc sabc en la técnica, ciertos aminodcidos en un péptido, polipéptido o
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protelna s¢ pueden sustituir con otros aminodcidos que tengan un fndice o valor
hidropético similar y as{ producir un péptido resultante, etc, que tenga una actividad
bioldgica similar o incluso mejorada. Cuando se hacen tales cambios es preferible que
los aminodcidos que tienen Indices hidropéticos entre + 2 se sustituyan con otro. Las
sustituciones més preferidas son aquellas en las que los aminodcidos tienen indices
hidropéticos entre + 1. Las sustituciones mis preferidas son aquellas en las que los
aminodcidos tienen indices hidropédticos dentro de + 0,5.

Los aminodcidos similares se pueden sustituir también en funcién de la
hidrofilicidad. La patente de Estados Unidos N° 4.554.101 describe que la mayor
hidrofilicidad media locel de una proteina, scgin se rige por la hidrofilicidad de sus
aminoicidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad biolégica de la prote{na. Se
han asignado a los aminoécidos los siguientes los siguientes valores de hidrofilicidad:
arginina/lisina (+ 3,0); aspartato/glutamato (+ 3,0 + 1); serina (+ 0,3);
asparagina/glutamina (+ 0,2); glicina (0); treonina (- 0,4); prolina (- 0,5 + 1);
alanina/histidina (- 0,5); cisteina (- 1,0); metionina (- 1,3); valina (- 1,5);
leucina/isolcucina (- 1,8); tirosina (- 2,3); fenilalanina (- 2,5); y triptéfano (- 3,4). De
este modo, un aminoécido en un péptido, polipéptido o proteina se puede sustituir con
otro aminoéicido que tenga un valor similar de hidrofilicidad y asf producir un péptido
resultante, cic, que tenga una actividad biol6gica similar, es decir manteniendo todavia
una correcta funcién biolégica. Cuando se hacen tales cambios, loa aminoédcidos que
tienen indices hidropéticos dentro de + 2 se sustituyen preferiblemente con otro, se
prefieren més los que estdn dentro de + 1 y los més preferidos son los que estin dentro
de+0,5.

Como se ha indicado anteriormente, las sustituciones de los aminoécidos en las

proteinas de fusion de la presente invencién se pueden basar en la semejanza relativa de
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los sustituyentes de la cadena latcral de los aminodcidos, por ejemplo, su
hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio, etc. Ademés, las sustituciones se pueden
realizar en funcién de la propensién de la estructura secundaria. Por ejemplo, un
aminoédcido helicoidal se pucde sustituir con un aminoécido que preservara la estructura
helicoidal. Las sustituciones ejemplares que tienen ¢n cuentn diversas de las
caracteristicas anteriores con el fin de producir cambios conscrvadores de aminodcidos
que dan como resultado cambios silenciosos en los péptidos presentes, etc., se pueden
seleccionar de olros miembros de la clase a la que los aminodcidos de origen natural
pertenccen. Los aminodcidos se pueden dividir en los siguientes cuatro grupos: (1)
aminodcidos 4cidos; (2) aminodcidos bdsicos; (3) aminoédcidos polares neutros; y

aminodcidos (4) aminodcidos no polares neutros.

Procedimientos generales para la preparacidon de proteings de fusién heterélogas de la

presenie invencion.
Aunque las proteinas de fusién heterélogas de la presente invencién se pueden

preparar mediante una diversidad dc difcrentes procedimientos, se prefieren los
procedimicntos de recombinacién. Para propdsitos de la presente invencién, como se
describe y sc reivindica en la presente invencién, se defincn mds adelante los siguientes
términos y abreviaturas dc biologia molecular general. Los términos y abreviaturas
utilizados en este documento tiencn sus significados normales a no ser que se indique
otra cosa. Por ejemplo, “°C" se refiere a grados Celsius; “mmol™ se refiere a milimol o
milimoles; “mg” se refiere a miligramos; “pg” se refiere a microgramos; “ml” se refiere
a mililitros; y “pl” sec refierc a microlitros. Las abreviaturas de los aminoécidos son
como se indica en 37 C. F. R. § 1.822 (b) (2) (1994).

“Pares de bases” o “bp” como se utiliza en esta memoria descriptiva se refiere a

0|
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DNA o RNA. Las abreviaturas A, C, G, y T, cuando se prescntan en moléculas de
DNA, comesponden a las formas 5° — monofosfato de los desoxirribonucledsidos
(desoxi) adenosina, (desoxi) citidina, (desoxi) guanosina y timidina respectivamente,.
Las abreviaturas U, C, G y A, cuando se presentan en moléculas de RNA, corresponden
a las formas 5° — monofosfato de los ribonucleésidos uridina, citidina, guanosina y
adenosina respectivamente. En el DNA de doble cadena, el par de bases se refiere a la
asociacién de A con T o C con G. En un DNA/RNA, el par de bases heterodiplex puede
referirse a una asociacién de A con U o C con G. (Véase la dcfinicion de
“complementario” mas adclante.)

“Digestion” o “restriccion” dc DNA se refiere a la escisién catalitica del DNA
con una enzima de restriccidn que actia solamente en ciertas secucncias en el DNA
(“endonucleasas de secuencias especificas™). Las diversas enzimas de restriccidn
utilizadas en esta memoria descriptiva estin comercialmente disponibles y sus
condiciones de reaccién, cofactores y otros requerimientos se utilizaron como conocen
los expertos cn la técnica. Las cantidades de tampones y sustrato adecuadas para las
enzimas de restriccién particulares se cspecifican por el fabricante o se pucden
encontrar fiicilmente en la bibliografia.

“Ligacién” se refiere al procedimiento de formacién cnlaces fosfodiéster entre
dos fragmentos de 4cido nucleico de doble cadena. A no ser que se indique otra cosa, la
ligacién se puede llevar a cabo utilizando tampones y condiciones conocidas con una
ligasa de DNA, tal como T4 DNA ligasa.

“Plasmido” se reficre a elemento genético de autorreplicacién extracromosomal
(usualmente). Los pldsmidos se designan generalmente mediante una mimiscula ‘“p”
seguido de letras y/o mimeros. Los pldsmidos de partida en esta memoria descriptiva

estdn, o bien comercialmente disponibles, disponibles pdblicamente en funcién no
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restringida, o se pueden construir a partir de pldsmidos disponibles de acuerdo con
procedimientos publicados. Ademds, los pldsmidos equivalentes a los descritos se
conocen en la técnica y serdn evidentes para los expertos en la técnica.

“Vector de clonacién de DNA recombinante” como se utiliza en esta memoria
descriptiva se refiere a cualquier agente de replicacién auténomo, incluyendo, pero no
limitado a, plismidos y fagos, que comprenden una molécula de DNA a la que se
pueden afiadir o se han afiadido uno o més segmenlos'adicionales de DNA.

“Vector de expresion de DNA recombinante” como se utiliza en esta memoria
descriptiva se refierc a cualquier vector de clonacién de DNA recombinante en el que se

ha incorporado un promotor para controlar la transcripcién del DNA insertado.

‘“Transcripcioén™ se refiere al procedimicnto por ¢l que la informacién contenida
en una secuencia de nucledtidos de DNA se transficre a una secuencia complementaria
de RNA.

“Transfeccién”™ se refiere a la captacién de un vector de expresién por una célule
huésped se expresen o no, de hecho, las secuencias de codificacién. Los expertos en la
técnica conocen numerosos procedimientos de transfeccién, por ejemplo,
coprecipitacién con fosfato célcico, transfeccién de liposomes y clectroporacién. La
transfeccién exitosa se reconoce generalmente cuando se produce cualquier indicacién
de la operacién de este vector en la célula huésped.

“Transformacidn” se reficre a la introduccién de DNA en un organismo de
manera que ¢l DNA es replicable, bien como un elemento extracromosomal o por
integracién cromosomal. Los procedimientos de transformacién de las células huésped
eucarifticas y baclerianas se conocen bien cn la técnica, muchos de estos

procedimientos, tales como inyeccién nuclear, fusién protopléstica o tratamiento con
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calcio usando clorure de calcio se resumen en J. Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (1989). En general, cuando se introduce DNA en levaduras el
término transformacion se utiliza cn sentido opuesto al término transfeccién.

“Traduccién” como se utiliza en csta memoria descriptiva se rcfiere al
procedimiento en el que la informacion genélica del RNA mensajero (nRNA) se utiliza
para especificar y dirigir la sintesis de una cadena de polipéptidos.

“Vector” se refiere a un compuesto de 4cido nucleico utilizado para Ia
transfeccién y/o transformacién de células cn la manipulacién génica soportando
secuencias de polinucledtidos correspondicntes a moléculas de proteinas adecuadas que,
cuando se combinan con secuencias de control adecuadas, confiere propiedades
cspecificas en la célula huésped que se van a transfectar y/o transformar. Los pldsmidos,
virus y bacteriéfagos son vectores adecuados. Los veclores artificiales s¢ construycen
cortando y uniendo moléculas de DNA a partir de fuentes diferentes utilizando enzimas
y ligasas de restriccion. El término “vector” como se utiliza en esta memoria descriptiva
incluye vectores de clonacién de DNA recombinante y vectores de expresién de DNA
recombinante.

“Complementario” o “complementacién™ como se utiliza en esta memoria
descriptiva, se reficre a pares de bases (purinas y pirimidinas) que se asocian mediantc
enlaces hidrégeno en un écido nucleico de doble cadena. Los siguientes pares de bases
son complementarios; guanina y citosina; adenina y {imina; y adenina y uracilo.

“Hibridacién” como se utiliza en esta memoria descriptiva se refiere a un
procedimiento en el que una cadena de 4cido nucleico se une con una cadena
complementaria medianie un apareamicnto de bases. Las condiciones empleadas en la
hibridacién de dos &cidos nucleicos complementarios no idénticos, pero muy similares,

varian con el grado de complementacién de las dos cadenas y la longitud de las cadenas.

SOV
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Tales técnicas y condiciones'son bien conocidas por los expertos en la técnica.

“Secuencia de aminodcidos nislados™ se refiere a cualquier secuencia de
aminodécidos, construida o sintctizada, que cs posicionalmente dist.intn de la secuencia
de origen natural.

“Compuesto de DNA aislado” se refiere a cualquier secuencia de DNA,
construida o sintclizada, que es posicionalmente distinta de su localizacién natural cn
DNA genémico.

“Compuesto de 4cido nucleico aislado™ se refiere a cualquier secuencia de DNA
o RNA, construida o sintetizada, que es posicionalmente distinta de su localizacién
natural.

“Ccbador” se refiere a un frapmento de dcido nucleico que funciona como
sustrato iniciador de una clongacién enzimstica o sintética.

“Promotor” se rcfiere a una sccuencia de DNA que dirige la transcripcién de
DNA a RNA.

“Sonda” se refiere a un compuesto de dcido nucléico o fragmento del mismo,
que se hibrida con otro compucsto de dcido nucleico.

“Rigurosidad” de las reacciones de hibridacién se determina fécilmente por un
experto en la técnica, y generalmente es un célculo empirico dependiente de la longitud
de la sonda, temperatura de lavado y concentracién de sal. En general, sondas més
largas requieren temperaturas més altas para una hibridacién apropiada, micniras que
sondas pequeflas necesitan temperaturas menores. Generalmenie la hibridacion depende
de la capacidad del DNA desnaturalizado para rehibridarse cuando estén presentes
cadenas complementarias en un ambiente por dcbajo dec su temperatura de fusién.
Cuanto mayor cs cl grado de homologia deseada entre la sonda y la secuencia hibridable
maés alta puede scr la temperatura relativa utilizada. Como resultado, las temperaturas

<o8
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relativas mds altas tenderén a hacer las reacciones mas rigurosas, mientras temperaturas
inferiores lo hacen menos. Para detalles adicionales y explicacién de la rigurosidad de
las reacciones de hibridacién, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience Publishers, 1995.

“Condiciones rigurosas” o “condiciones altamente rigurosas” como se definen
en esta memoria descriptiva, se pucden identificar como aquellas que (1) emplean
intensidad idnica baja y temperatura alia de lavado, por ejemplo, cloruro sédico 15 mM
/ citrato sédico 1,5 mM / dodecilsulfato sddico al 0,1% a 50°C; (2) emplean un agente
desmnturalizgnte durante la hibridacién, tal como formamida, por ejemplo, formamida al
50% (v/v) con albimina sérica bovina al 0,1% / ficoll al 0,1% / polivinilpirrolidona al
0,1% / tampén fosfato sédico 50 mM a pH 6.5 con cloruro sédico 750 mM / citrato
sodico 75 mM a 42°C; o (3) emplean formamida al 50%, 5X SSC (cloruro sédico 750
mM, citrato sédico 75 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%,
solucién de 5X Denhardt, DNA de esperma de salmén sonicado { 50 pg/ml), SDS al
0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C con lavados a 42°C en 0,2X SSC (cloruro
sédico 30 mM / citrato sédico 3 mM) y formamida al 50% a 55°C seguido de un lavado
de alta rigurosidad que consistc en SSC 0,1X que contiene EDTA a 55°C.

“Condiciones moderadamente rigurosas” se pueden identificar como se describe
en ¢l documento de Sambrook y col., [Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Nueva York: Cold Spring Harbor Press, (1989)], e incluye el uso de soluciones de
lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, intensidad iénica y %
de SDS) menos rigurosas que las descritas anterionmente. Un ejemplo de condiciones
moderadamente rigurosas es la incubacién durante una noche a 37°C en una solucién
que comprendc: formamida al 20%, 5X SSC (cloruro sddico 750 mM, citrato sédico
75 mM), fosfalo sddico 50 mM a pH 7,6, solucién de Denhardt 5X, sulfato de dextrano
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al 10% y 20 mg/ml de DNA de esperma de salmén tundido y desnaturalizado, seguido
de un lavado de los filtros una vez con SSC a aproximadamente 37 — 50°C. Los expertos
en la técnica reconocerdn como ajustar la temperatura, intensidad i6nica, ctc., segin sc
necesite para acomodar los factores tales como la longitud de la sonda y similares.

“PCR™ se refiere a la ampliamente conocida reaccién en cadena con polimerasa
que emplea una polimerasa de DNA térmicamcnte cstable.

“Secuencia gufa” se refiere a una secuencia de aminodcidos que se puede separar
enzimética o quimicamente para producir el polipéptido descado de interés.

“Secuencia de scfial de secrecién” se refiere a una secuencia de aminoécidos que
generalmente estd presentes en la regién N terminal de un polipéptido més grande quc
funciona para iniciar la asociacién de ese polipéptido con los compartimientos de la
membrana celular como el reticulo endopldsmico y la secrecién de ese polipéptido a

través de la membrana plasmatica.

onsiruccidn de DNA q1 ifica las proteinas de fusién heterdlogas de la presente
Las proteinas de albimina de tipo natural e inmunoglobulina se pueden obtener

de una diversidad de fuentes. Por cjemplo, estas protcinas se pueden obtener a partir de
genotccas de cDNA preparadas a partir de tejido o células que expresan el mRNA de
interés a un nivel detectable. Las genotecas se pucden analizar con sondas disefiadas
usando el DNA publicado o secuencia de proteinas para la proteina particular de interés.
Por ejemplo, las rcgiones constanies de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina se
describen en Adams y col., (1980) Biochemistry 19: 2711 — 2719; Goughet y col.,
(1980) Biochemistry 19: 2702 - 2710: Dolby y col., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos 77: 6027 — 6031; Rice y col., (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
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Unidos 79: 7862 — 7862; Falkner y col., (1982) Naturc 298: 286 — 288; y Morrison y col
(1984) Ann. Rev. Immunol. 2: 239 — 256. Algunas referencias que describen la proteina
de albiimina y secuencias de DNA incluyen Meloun y col., (1975) FEBS Letters 58:
136; Behrens y col., (1975) Fed. Proc. 34: 591; Lawn y col. (1981) Nucleic Acids
Research 9: 6102 — 6114; y Minghetti y col., (1986) J. Biol. Chem. 261: 6747.

El andlisis de una genoteca dc cDNA con la sonda seleccionada se puede llevar a
cabo usando procedimientos estdndar, tales como los descritos en Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1989). Un medio alternativo para aislar un gen que codifica una proteina de albimina o
inmunoglobulina es usar la metodologia PCR [Sambrook y col., més arriba;
Dieffenbach y col., PCR Primer: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY (1995)]. Los cebadores en PCR se pueden disefiar en funcién de secuencias
publicadas.

Generalmente las secuencias de tipo natural que conticnen todo el gen clonadas
a partir de cspecies particulares pueden servir como molde para crear andlogos,
fragmentos y derivados que manticnen la capacidad de conferir una semivida en plasma
més larga en el compuesto GLP — 1 que es parte de la proteina de fusién. Se pfeﬁere
que las porciones de Fc y albimina de las proteinas de fusién heterélogas se deriven a
partir de la secucencia humana nativa con el fin de reducir el riesgo de inmunogenicidad
potencial de la protefna de fusién en seres humanos.

En particular, se prefiere que la porcién de inmunoglobulina de una proteina de
fusién comprendida por la presente invencién contenga solamente un fragmento Fc de
la inmunoglobulina. Dependiendo de si se desean efecto o funciones particulares y de
las caracteristicas estructurales en la proteina de fusién, un fragmento Fc puede contener

las regiones flexibles junto con los dominios CH, y CH; o alguna otra combinacién de

od
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los mismos. Estos fragmentos Fc sc pueden generar utilizando técnicas de PCR con
cebadores disefiados para hidridarse a secuencias correspondientes a los extremos
deseados del fragmento. De manera similar, si se desean los fragmentos de albimina,
los cebadores en PCR se pueden disefiar para que sean complementarios a las
secuencias internas de alblmina. Los cebadores en PCR también se pueden disefiar para
crear sitios de enzimas de restriccion para facilitar la clonacién en los vectores de
expresion.

El DNA que codifica los compuestos GLP — 1 de la presente invencién se puede
preparar mediante una diversidad de procedimienios diferentcs que incluyen
procedimicntos de clonacién similares a los descritos anteriormente asi como DNA
sintetizado quimicamente. La sintesis quimica puede ser atractiva dada la corta longitud
del péptido codificado. Se ha publicado la sccuencia de aminodcidos de GLP — 1 asi
como la secuencia del gen de preproglucagén. [Lopez y col., (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. , Estados Unidos 80: 5485 — 5489; Bell y col,, (1983) Nature, 302: 716 — 718;
Heinrich, G. y col (1984) Endocrinol, 115: 2176 — 2181; Ghiglione, M. y col. (1984)
Diabetologia 27: 599 - 600]. De esle modo, se pueden disefiar cebadores para
compuestos de GLP — 1 nativos de PCR y fragmentos de los mismos.

Después el gen que codifica una proteina de fusién se puede construir ligando el
DNA que codifica un compuesto GLP — 1 en fase al DNA que codifica una proteina de
albimina o de Fc. El gen que codifica el compuesto de GLP — 1 y el gen que codifica la
proteina de albiimina o de Fc también se pueden unir en fase mediante DNA que
codifica un cngarce peptidico.

La funcién y estabilidad in vivo de las proteinas de fusién heterélogas de la
presente invencidn se pueden optimizar mediante la adicién de engarces de péptidos
pequeflos para evitar potencialmente las interacciones de dominios no deseadas. Aunque
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estos engarces pueden potencialmente ser de cualquier longitud y estar constituidos por
cualquier combinacidn de amino4cidos, se prefiere que la longitud no sea mayor que la
neccsaria para evitar las intcracciones no deseadas de dominios y/o optimizar la
actividad y/o estabilidad biolégica. En general, los engarces no deben contener
aminodcidos con cadenas laterales extremadamente voluminosas o aminodcidos
apropiados para introducir cstructuras secundarias significativas. Se prefiere que el
engarce sca rico cn serina — glicina y tenga menos de 30 aminodcidos de longitud. Se
prefiere més quc el engarce no tenga mds de 20 aminodcidos de longitud. Incluso se
prefiere mds que cl engarce no tenga més de 15 amino dcidos de longitud. Un engarce
preferido conticne repcticiones de la secucncia Gly — Gly — Gly — Gly — Ser. Se prefiere
que haya entre 2 y 6 repeticiones de esta sccuencia. Incluso se prefiere mds que haya
entre 3 y 4 repeticiones de esla secuencia.

El DNA que codifica el GLP ~ 1 de tipo natural, albéimina y polipéptidos de Fc y
fragmentos de los mismos se pucdcn mutar tanio antes de la ligacién como en el
contexto de un cDNA que codifica un proteina de fusién entera. Se conocen bien en la
técnica una diversidad de técnicas de mutagénesis. Por ejemplo, un procedimiento de
PCR mutagénico utiliza una extensidn de superposicién de cadenas para crear
mutaciones de bases especificas con el propésito dc cambiar una secuencia cspecifica de
aminodcidos en la proteina correspondiente. Esta mutagénesis por PCR requiere el uso
de cuatro cebadores, dos en la orientacién delantera (cebadores A y C) y dos en la
orientacién inversa (ccbadores B y D). Un gen mutado sc amplifica a partir del molde
de tipo natural en dos etapas diferentes.. La primera reaccién amplifica el gen en
mitades realizando una reaccién de A a B y una reaccién separada de C a D en la que
los cebadores B y C dirigen ¢l drea del gen a mutar. Cuando se alinean estos cebadores

con al drea diana, pueden contener disparidades cn las bases dianas a cambiarse. Una
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vez que las reacciones A a B y C a D se han completado, los productos de reaccién se
afslan y s mezclan para uso como molde para la reaccién A a D. Después esta reaccion
produce el producto completo mutado.

Una vez que se produce un gen que codifica la protcina de fusién entera se
puede clonar en el vector adecuado de expresién. Las estrategias especificas que se
pueden cmplear para preparar las proteinas de fusién de GLP — 1 de la presente

invencién se describen en ¢l cjemplo 1.

Procediniienios generales para expresar de forma recombinanie las proteinas de fusidn

heterd la presente invencidn:

Las células huésped se transfectan o sc transforrnan con vectores de expresion o
clonacion descritos en esta memoria descriptiva para la producciéon de proteina de
fusién heterbloga y se cultivan en medio nutritivo convencional modificado segtin sea
apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes
que codifican las secuencias deseadas. Las condiciones de cultivo, tales como medio,
temperatura, pH y similares se puedcen scleccionar por el experio en la técnica sin
experimentacién exccsiva. En general, los principios, protocolos y técnicas précticas
para maximizar la productividad de cultivos celulares se pueden encontrar cn
Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed (IRL Press, 1991)
y Sambrook y col., mds arriba. Los expertos en la técnica conocen los procedimientos
de transfeccién, por cjemplo, CaPO, y electroporacién. Los aspectos generales de las
transformaciones del sistema huésped de células de mamiferos se han descrito en la
patenic de Estados Unidos N° 4.399.216. Tipicamente las transformaciones en las
levaduras se llevan a cabo segiin el procedimiento de van Solingen y col., J. Bact. 130
(2): 946 — 7 (1977) y Hsiao y col., Proc. Nail. Acad Sci. Estados Unidos 76 (8): 3829 —
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33 (1979). Sin embargo, se pueden usar otros procedimientos para introducir DNA en
células, teles como microinyeccién nucelar, eletroporacién, fusidn de protoplastos
bacterianos con células intactas o policationes, por ejemplo polibreno o poliomitina.
Para las diversas técnicas de transformacién de células de mamiferos véase Kcown y
col., Methods in Enzimology 185: 527 — 37 (1990) y Mansour y col., Nafure 336 (6197):
348 — 52 (1988).

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar el 4cido nucleico (por ejemplo
DNA) en los vectores de esta memoria descriptiva incluyen céludas procariotas,
levaduras o células eucariotas superiores. Los procariotas adecuados incluyen pero no
se limitan a eubacterias, talcs como los organismos Gram - negativos o Gram -
positivos, por ejemplo, Entcrobacleridceas tales como E. coli. Estdn piblicamente
disponibles diversas cepas de E. coli, tales como E. coli K12 cepa MM294 (ATCC 3
1.446); E. coli X1 776 (ATCC 3 1.537 ); E. coli cepe W3 110 (ATCC 27.325); y K5 772
(ATCC 53.635). Otras células huésped procaridticas adecuadas incluyen
Enterobactteridceas tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacler,
Erwinia, Klebsiella, Profeus, Salmonella, por ejemplo Salmonella typhimurium;
Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans y Shigeilaa, asi como Bacilli tales como B.
subtilis y B. lichentformis (por ejemplo, B. licheniformis 4 1 P descrito en el documento
DD226, 7 10, publicado el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tales como P.
ageruginosa y Sirepiomyces. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes. La
cepa W3110 es una célula huésped o huésped parental particularmente preferida porque
cs una cepa huésped comiin para fermentaciones de productos de DNA recombinantes.
Preferiblemente, la célula hospedadora secreta cantidades minimas de enzimas
proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3 110 se puede modificar para efectuar una
mutacién genética en los genes que codifican proteinas endégenas para la huésped,
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ejemplos de tales células huesped incluyen E. ct;li W3110 cepa 1A2, que tiene el
genotipo completo de ronA; E, coli W3 110 cepa 9E4, que tiene el genotipo completo
de ton4 ptr3, E. coli W3110 cepa 27C7 (ATCC 55, 244), que tiene el genotipo completo
de tonA, ptr3 phoA E15 (argF — lac) [69 degP ompT /can'; E. coli W3110 cepa 40B4,
que es la cepa 37D6 con una mutacién de supresién de degP no resistente a kanamicina;
y una cepa de E. coli que ticne una proteasa peripldsmica mutante descrita en la patente
de Estados Unidos N° 4.946.783 expedida €l 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son
adecuados los procedimiento in vivo de clonacién, por ejemplo, PCR u otras reaccioncs
con polimerasas dc Acidos nucleicos,

Ademés de los procariolas, microbios eucariotas teles como hongos filamentosos
o levaduras son adecuados huéspedes de clonacién o expresién para vectorcs de
proteinas de fusidn. Saccharomyces cerevisiae ¢s un microorganismo huésped
eucari6tico inferior comnmente usado. Otros eucariotas incluyen Schizosaccharomyces
pombe [Beach y Nurse, Nature 290: 140 — 3 (1981); documento EP 139.383 publicado
el 2 de mayo de 1995]; huéspedes Auyveronmryces [patente de Estados Unidos N°
4.943.529; Fleer y col., Bio / Technology 9 (10): 968 — 75 (1991)] tales como por
ejemplo KX lactis (MW98 — 8C, CBS683, CBS4574) [de Louvencourt y col., J
Bacteriol. 154 (2) : 737 — 42 (1983)]; K fiagilis (A.TCC 12, 424), K bulgaricus (ATCC
16.045)K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum
(ATCC 36.906) [Van den Berg y col,. Bio / Technology 8 (2); 135 — 9 (1990)]; X
thermotoierans y K marxianus, Yarrowia (documento 402.226); Pichia pastoris
(documento EP 183.070) [Sreekrishna y col., J. Basic Microbiol. 28 (4). 265 — 278
(1988)]; Cundid Trichoderma reesia (documento EP 244.234); Neurospora crassa
[Case y col., Proc. Natl. Acd. Sci, Estados Unidos 76 (10): 5259 — 63 (1979)];

Schwanniomyces tal como Schwanniomyces occidentulis (documento EP 394.538
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publicado el 31 de octubre de 1990), y hongos filamentosos tales como por ejemplo,
Neurospora, Penicillium, Tolipocladium (documento WO 91/00357 publicado el 10 de
enero de 1991) y huéspedes Aspergillus tales como A. nidulans [Ballance y col.,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 112 (1): 284 — 9 (1983)], Tilbum y col., Gene 26 (2 —
3): 205 - 21 (1983); Yelton y col., Proc. Natl. Acad. Sci, Estados Unidos 81 (5): 1470 —
4 (1984)] y A. Niger [Kelly y Hynes, documento EMBO J. 4 (2): 475 — 9 (1985)].
Levaduras metilotropicas se seleccionan de los géneros constituidos por Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis y Rhodotoruia. Una lista de
especies especificas que son ejemplares de esia clase de levaduras se puede encontrar en
C. Aniony, The Biochemistry of Methylotrophs 269 (1982).

Células huésped adecuadas para la cxpresién de las proteinas de fusion de
presente invencidn se derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de
invertebrados incluyen células de insectos tales como Drodophila S2 y Spodoptera sp,
Spodopitera high5 asi como células de plantas. Los ejemplos de lineas dc células
huésped de mamiferos itiles incluyen células de ovario de hémster chino
(abreviadamente CHO) y COS. Los ejemplos mas especificos incluyen la linea CV1 de
rifién de mono transformada por SV40 (COS — 7, ATCC CRL 1651); la linea de rifién
embrionaria humana [células 293 6 293 subclonadas para crecimiento en cultivos en
suspensién, Graham y col., J. Gen Virol., 36 (1): 59 — 74 (1977)]; células de ovario de
héamster chino / -DHFR [CHO, Urlaub y Chesin, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
77 (7). 4216 — 20 (1980)]; células de Sertoli de raién [TM4, Mather, Biol. Reprod. 23
(1): 243 — 52 (1980)]; células de pulmén humano (W138. ATCC CCL 75); células de
higado humano (Hep G2, HB 8065) y tumor dec mama de ratén (MMT 060562, ATCC
CCL 51). La seleccién de la célula huesped se considera que esti dentro de la

experiencia en la técnica.
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Las proteinas de _fusién de la presenic invencién se pueden producir
directamente por recombinacién, o en forma de una protefna que tiene una secuencia de
sciial u otras secuencias adicionales que crean un sitio de escisién especifico en el
extremo N terminal de la proteina de fusién madura. En general, la secuencia de sefial
puede ser un componente del vector, o puede ser parte del DNA que codifica la
proteina de fusion que se inserta en el vector. La secuencia de scfial puede ser una
secuencia de sefial procaridlica seleccionada, por. ejemplo, del grupo de la fosfatasa
alcalina, penicilinasa, Ipp, o las gufas de cnterotoxina II termoestables. Para la secrecién
de la levadura la secuencia de sefal puede ser, por ejemplo, la guia de la invertasa de la
levadura, guia de factor alfa (que incluye las guias del factor cc de Saccharomyces y las
guias del factor cc de Kluyveromyces, las dltimas estén descritas en la patente de
Estados Unidos N° 5.010.182) o la guia de fosfatasa dcida, la gufa de glucoamilasa de
C. albicans (documento EP 362.179), o la sefial descrita en el documento WO
90/13646. En la expresion de células de mamiferos, se pueden usar las secuencias de
sefial de mamiferos para dirigir la secrecién de la proteina, tales como las secuencias de
seilal de los polipéptidos sccretados de la misma o cspecies relativas asi como gufas
secretoras virales.

Ambos vectores de cxpresién y clonacién contienen una secuencia de dcidos
nucleicos guc permite quc ¢l vector se replique cn una o més células huésped
seleccionadas. Tales secucncias se conocen bien para una diversidad de bacterias,
levaduras y virus. El origen de la replicacion a partir del plasmido pBR322 es adecuado
para la mayorfa de las baclcrias Gram — negativas, el origen a partir del plasmido 2u es
adecuado para levaduras, y diversos origenes virales (SV40,- polioma, adenovirus, VSV
0 BPV) son fitiles para vectores de clonacién en células de mamiferos.

Los vectores de expresién y clonacién tipicamente contendrin un gen de
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[Gocddel, Nucleic Acids Res. 8 (18): 4057 — 74 (1980); documento EP 36.776 publicado
el 30 de septicmbre de 1981] y promotores hibridos tales como el promotor tat [deBoer
y col., Proc..Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 80 (1): 21 — 5 (1983)]. Los promotores
para uso en sistemas bacterianos 1ambién contendrin una secuencia Shine — Dalgamo
(abreviadamente S. D.) unida operativamente al DNA que codifica la proteina de fusion.

Los cjemplos de las secuencias promotoras adecuadas para uso con huésped de
levaduras incluyen los promotores de 3 — fosfogliccratoquinasa [Hitzeman y col., J.
Biol. Chem. 255 (24): 12073 — 80 (1980)] u otras enzimas glicoliticas [Hess, y col., J.
Adv Enzyme. Reg. 7: 149 (1968); Holanda, Biochemistry 17 (23): 4900 — 7 (1978)], tales
como enolasa, gliccraldchido — 3 - fosfatodeshidrogenasa, hexoquinasa,
piruvatodecarboxilasa, fosfofrucloquinasa, glucosa — 6 — fosfatoisomerasa, 3-
fosfogliceratomutasa, piruvatoquinasa, triosafosfatoisomerasa, fosfoglucosaisomerasa y
glucoquinasa.

Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles y que tienen la
ventaja adicional de transcripcién controlada por las condiciones de crecimiento son las
regiones de los promotores de la alcoholdeshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa
écida, enzimas cataliticas asociadas con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehfido — 3- fosfatodeshidrogenasa y enzimas responsables de la utilizacién dc la
maltosa y galactosa. Los vectores y promotores adecuados para el uso en la expresién
de levaduras son posteriormente descritos en el documento EP 73.657. La transcripcion
de mRNA que codifica proteinas de fusién a partir de vectores en células huésped de
mamiferos se pueden controlar, por ejemplo, mediante promotores obtenidos a partir de
los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus
(tel como adenovirus 2), virus de paliloma bovino, virus dcl sarcoma aviar,

citomegalovirus, un retrovirus, virus dc hepatitis B y virus 40 de los simios
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seleccién, también denominado marcador seleccionable. Los genes de seleccién tipicos
codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiticos u otras toxinas, por
cjemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias autotrdficas o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de
medios complejos, por ejemplo, los genes que codifican la D — alaninarracemasa de
Bacilos.

Un cjemplo de marcadores seleccionables adecuados de células de mamiferos
son los que permiten la identificacién de la células competentes para recoger el dcido
nucleico que codifica las proteinas de fusién, tales como DHFR o timidinaquinasa,
Cuando se emplea DHFR de tipo natural una célula huésped adecuada es la linea celular
CHO deficiente en actividad DHFR, preparade y propagada como s¢ describe en
[Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 77 (7): 4216 — 20 (1980)]. Un
gen de scleccién adecuado para uso en levaduras es el gen trpl presente en el plasmido
YRp7 de levaduras [Stinchcomb y col., Nature 282 (5734): 39 — 43 (1979); Kingsman
y col., Gene 7 (2): 141 - 52 (1979); Tschumper y col., Gene 10 (2): 157 — 66 (1980)]. El
gen trpl proporciona un marcador de seleccién para una cepa mulante de levaduras que
carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC N° 44076 o PEPCI
[Jones Genetics 85: 23 — 33 (1977)).

Los vectores de expresion y clonacidn normalmente contienen un promotor
opcrativamente unido a la secuencia de dcido nucleico que codifica la proteina de fusién
para dirigir la sintesis de mRNA. Se conocen bien los promotores reconocidos por una
diversidad de células huésped potenciales. Los promotores adecuados para uso con
huésped procarifticos incluyen los sistemas promotores dc la B-lactamasa y lactosa
[Chang y col., Nature 275 (5681): 617 — 24 (1978); Goeddel y col, Nature 281 (5732):
544 -"8 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema promotor hacia arriba de triptéfanc
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(abreviadamente SV40), de promotores de mamiferos heterdlogos, por ejemplo, el
promotor de actina o un promotor de inmunoglobuling y a partir de promotores de
choque térmico, siempre que dichos promolores scann compatibles con los sistemas de
células huésped.

La transcripcion de un polinucleétido que codifica una proteina de fusién
mediante eucariolas superiores se puede incrementar insertando una secuencia de
potenciacién en el vector. Los potenciadores son elementos de DNA que actiian en cis,
usualmente entre aproximadamente 10 y 300 bp (parcs de bases), que actiian en un
promotor para aumentar su transcripcién. Muchas sccuencias de potenciadores se
conocen ghora a partir de genes de mamiferos (globina, elastasa, alb(imina, cetoprotefna
a e insulina). Sin embargo, tipicamente, se usard un potenciador de un virus de células
cucariéticas. Los ejemplos incluyen el potenciador SV40 en la zona tardia del origen de
la replicacién (bp 100 — 270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus,
cl potenciador de polioma en la zona tardia del origen de Ia replicacién y potenciadotes
de adenovirus. El potenciador se pucde cortar y cmpalmar con el vector en la posicién
5’ 6 3’ a la secuencia que codifica la protefna de fusién pero se localiza preferiblemente
en una posicidn 5’del promotor.

Los vectores de expresién usados en las células huésped cucaridticas (levaduras,
hongos, insectos, plantas, animales, seres humanos o células nucleadas de otros
organismos multicelularcs) también contendrdn secuencias necesarias para la
terminacién de la transcripcion y para estabilizar el mRNA. Tales secuencias estin
comunmente disponibles de las regiones 5’ y ocasionalmente 3" no traducidas de DNA
o cDNA eucaridticos o virales. Eslas regiones conticnen segmentos de nucleétidos
transcritos como fragmentos poliadenilados en la porcién no traducida del mRNA que

codifica la proteina de {usién.
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Se pueden recuperar diversas formas de una protefna de fusion a partir del medio
de cultivo o a partir de lisados dc células huésped. Si esid unida a la membrana, se
puede liberar de la membrana utilizando una sc;lucién de detergente adecuada (por
ejemplo, Triton — X 100) o mediante escisién enzimdtica. Las células empleadas en la
cxpresién de una proteina de fusion se pueden romper mediante diversos medios fisicos
0 qufmicos, tales como en ciclo congelaciébn - descongelacién, sonicacidn,

rupturamecdénica o agentes de lisis celular.

Purificacidon de las protelnas de fision heterdlogas de [a presente invencidn;
Una vez que les proteinas de fusion heterélogas de 1a presente invencién se han
expresado cn Ia célula huésped adccuada, los andlogos se pucden aislar y purificar. Los

siguientes procedimientos son ejemplares de procedimicntos de purificacién adecuados:

fraccionamiento sobre carboximetilcelulosa; filtracién en gel como Sephadex G - 75;

resina de intercambio anidnico 1al como DEAE o mono — Q; intercambio catidnico tal
como CM o Mono — S; scfarosa proteina A para separar contaminanics tales como IgG;
columnas dc metal quelante para unir formas marcadas de epitopo del polipéptido;
HPLC en fase inversa; cromatografiz de cnfoque; gel de silice; precipitacion con etanol;
precipitacién con sulfato aménico.

Se pueden emplear diversos procedimientos de purificacién de proteinas y tales
procedimienlos se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher,
Methods in Enzymoldgy 182: 83 — 9 (1990) y Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice, Springer — Verlag, NY (1982). La (3) etapa (s) de purificacién
seleccionada (s) dependerd (n) de la naturaleza del procedimiento de produccién
utilizados y la protcina de fusién producida. Por ejemplo, las proteinas de fusién que

comprenden un fragmento Fc se pueden purificar eficazmente usando una matriz de
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afinidad de proteina A o proteina G. Los tampones de pH bajo o alto se pucden usar
para eluir la proteina de fusién de la matriz de afinidad. Las condiciones de elucién
suaves ayudarin a prevenir la desnaturalizacién irreversible de la protefna de fusién.
También se pueden usar los tampones que conticnen imidazol. El ejemplo 3 describe
algunos protocolos de purificacidn exitosos para las proteinas de fusién dc la presentc

invencion,

Caracterizgcion de las proteinas de fugign heterdlogas de la presente invencidn:

Existen numerosos procedimientos para caracterizar las protefnas de fusién de la
presente invencién. Algunos de estos procedimientos incluyen: electroforesis en dodecil
sulfato sédico - gel dc poliacrilamida (abreviadamentc SDS — PAGE) unida a
procedimientos de lincidn de proteinas o inmunotransfercncia que usa anticuerpos anti —
IgG o anli - HSA. Otros procedimientos incluyen espectrometria de
masas con ionizacién por desercién mediante liser asistida por matriz (abreviadamente
MALDI - MS), cromatografia liquida / cspectrometria de masas, elcctroenfoque
isoeléctrico, intercambio aniénico analitico, cromatoenfoque y dicrofsmo circular por
nombrar unos pocos. Un nimero represcntativo de protefnas de fusién heterdlogas se
caracterizaron usando SDS — PAGE unido con inmunotransfcrencia asi como
espcctrometria de masas (véanse los ejemplos 4 y 5 y las figuras 3 y 4).

Por ejemplo la tabla 3 (véase el ejemplo 5) ilustra la masa molecular calculada
de un niimero representativo de proteinas de fusién asf como la masa detcrminada por
espectrometria de masas. Ademas, las figuras 3 y 4 ilustran los pesos moleculares de un
nimero representativo de proteinas de fusién determinados por SDS PAGE. Todas las
proteinas de fusién heterdlogas ensayadas se expresaron y sc secretaron
transitoriamente. Ademés, la secuencia de sefial Igk se escindié para producir proteinas
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con el extremo N terminal correcto.

Ademds, la tabla 3 muestra que en algunos casos la masa determinada por
espectrometria de masas es mayor que la esperada. Esto es el resultado de Ia
glicosilacién de la porcién Fc y la ampliacién del extremo C terminal. La digestién
enzimitica de las protcinas de fusién seguida de HPLC en fase inversa y espectrometria
de masas pueden identificar las fracciones de péptidos que contiencn restos dc azGcar.
Después estas fracciones de aminoédcidos se pueden secuenciar por el aminoédcido del
extremo N terminal para identificar la posicion de glicosilacion potencial. Por ejemplo,
la caracterizacién de exendina — 4 — Fc (SEC 1D N° 29) muestra que la serina en la
posicién 39 y la treonina en la posicién 50 estdn glicosadas en el enlace en O y la
asparagina en la posicién 122 estd glicosada en cl enlace en N.

También se ensayaron un niimero representativo de prolefnas de fusién de GLP
— 1 para determinar su actividad. Existen numerosos procedimientos para detectar la
actividad GLP — 1 in vifro e in vivo (véanse los ejemplos 6, 7, 8 y 9). La tabla 4
(ejemplo 6) ilustra la activided del receptor de GLP — 1 asociada con diversas fusiones
de GLP — 1. Los niimeros son relativos a la actividad asociada con Val® - GLP -1 (7 -
37) OH. Todas las protefnas de fusién ensayadas tenian actividad de receptor de GLP —
1. Un nivel bajo dc actividad in vitro no es necesariamente indicativo de un efecto débil
in vivo. Debido al incremento sustancial de la semivida dc estas proteinas de fusién, una
actividad débil in vifro generalmente no predice una débil actividad in vive. La figura 7
y el ejemplo 7 ilustran la scmivida prolongada asociada con las proteinas de fusi6n de la
presente invencién. Por ejemplo, Val® — GLP-1 — Fc tiene una semivida de
aproximadamente 45 horas en monos, Val' — GLP-1 — HSA tenia una semivida de
aproximadamente 87 horas en monos, Gly* — Glu® - GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1

tenfa una semivida después de la administracién IV intravenosa de aproximacimnente 55
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horas en perros y Gly? — GluZ — GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1 tenia una semivida
después de administracién SC (subcutinea) de aproximadamente 38 horas cn perros.

Composiciones de la invencidn

La estabilidad fisica es también una caracteristica esencial para la formulacién
de las proteinas tcrapéuticas. Los compuestos GLP — 1 han sido especialmente dificiles
de fabricar y formular debido a los cambios estructurales que se presentan durante la
elaboracién. Por ejemplo, algunos compuestos GLP — 1 tienen una tendencia gencral a
agregarse. Ademis, se ha demostrado que algunos compuestos GLP - 1 pasan de una
forma hélice o soluble y activa a una forma de hoja p insoluble y potencialmente
inactiva. La fusion de los compuestos GLP — 1 a proteinas mayores tales como la regién
Fc de una IgG o albiimina no solamente actiia para aumentar la semivida del compuesto
de GLP - 1, sino que también contribuye a la estabilidad fisica y conformacional de
compuesto GLP -1. Por ejemplo, Val®— GLP - 1 — engarce — HSA en PBS es estable a
37°C hasta aproximadamente 30 dfas.

Las proteinas de fusién. heterSlogas de la presente invencidn se pueden fonnulal:
con uno o m.és excipientes. Las proteinas de fusion activas de la presente invencién se
pueden combinar con un tampén farmacéuticamente aceptable y el pH se ajusta para
proporcionar una estabilidad aceptable, y un pH aceptable para la administracién tal
como administracién parenieral.

Opcionalmente, se pueden afladir uno o mds agentes antimicrobianos
farmacéuticamente accptables. Los agentes preferidos farmacéuticamente aceptables
son metacresol y fcnol. Se pucden afiadir una o més sales farmacéuticamente aceptables
para gjustar la intensidad iénica o tonicided. Se pueden afiadir uno o mas excipientes

para ajustar adicionalmente la isotonicidad de la formulacién. La glicerina es un



10

15

20

25

69

ejemplo de un excipiente de ajuste de isotonicidad. Farmacéuticamente aceptable
significa adecuado para administracién a un ser humano u otro animal y por lo tanto, no
contiene elementos t6xicos o contaminantes indeseables y no interfiere con la actividad
de los compucstos activos de esta memoria descriptiva.

Una forma de sal farmacéuticamente aceptable de las protefnas de fusién
heterdlogas de la prescnte invencién se pueden usar cn la presente invencién. Los
écidos comiinmente empleados para formar sales de adicién de dcido son écidos
inorgdnicos tales como dcido clorhidrico, dcido bromhidrico, 4cido yodhidrico, dcido
sulfurico, dcido fosférico y similares, y écidos orgénicos tales como écido p-
toluensulfénico, dcido metanosufénico, dcido oxdlico, icido p-bromofenilsulfénico,
écido carbénico, dcido succinico, 4cido cftrico, écido benzoico, Acido acético y
similares.

Las salcs de adicién de dcido preferidas son las formadas con 4cidos minerales
tales como dcido clorhidrico y dcido bromhidrico.

Las sales de adicién de base incluyen las derivadas de bases inorgénicas, tales
como hidréxidos de amonio o de metal alcalino o alcalinotérreo, carbonatos,
bicarbonatos y similares. Tales bases ltiles para preparar las sales de esta invencion de
este modo incluyen hidréxido sddico, hidréxido potdsico, hidréxido aménico, carbonato

potdsico y similares.

Adminisiracién de composiciones:

La administracién puede ser mediante cualquier via que se sepa que es eficaz
segin ¢l médico experto habitual. Uno dc tales procedimientos es ¢l periférico, via
parcnial. Cominmente en la bibliografla médica se entiende la administracién

parcnteral como la inyeccién de una forma de dosificacion en el cuerpo mediante una
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jeringa estéril o alglin otro dispositivo mecénico 1al como una bomba de infusién. Las
vias parenterales periféricas pueden incluir las vias de administracién intravenosa,
intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal.

Las protefnas de fusion heterélogas de la presente invencién pueden ser también
susceptibles de administracién por via oral, rectal, nasal o respiratoria inferior, que son
vias no parentcrales. De estas vias no parenterales, se prefieren la via respiratoria
inferior y la via oral.

Las protcinas de fusién de la presente invencidn se pueden usar para tratar un
amplia diversidad de enfermedades y afecciones. Las proteinas de fusion de la presente
invencién ejercen principalmente sus efectos bioldgicos actuando en un receptor
denominado el “receptor de GLP — 1”, De esta manera, los sujetos con enfermedades
y/o afecciones que responden favorablemente a la estimulacién del receptor de GLP — 1
o a la administracién de los compuestos de GLP — 1 pueden tratarse con las proteinas de
fusion de GLP — 1 de la presente invencién. Se dice que estos sujetos “estin en
necesidad de tratamiento con compuestos de GLP - 1” o “en necesidad de estimulacién
del receptor de GLP - 1". Se incluyen los sujetos con diabetes no insulino dependiente,
diabetes insulino dependiente, accidente cerebro vascular (véase el documentoc WO
00/16797), infarto dc miocardio (véase documento WO 98/08531), obesidad (véase el
documento WO 98/19698), cambios catabdlicos después de cirugia (véase la patente de
Estados Unidos N° 6.006.753), dispepsia funcional y sindrome de intestino irritable
(véase el documento WO 99/64060). También se incluyen los sujetos que requieren
tratamiento profildctico con un compuesto GLP — 1, por ejemplo, sujetos con riesgo de
desarrollar diabetes no insulino dependiente (véasc el documeato WO 00/07617). Los
sujetas con tolerancia alterada a la glucosa o alteracién de la glucosa cn ayunas, sujetos

cuyo peso corporal es aproximadamente un 25% superior al peso corporal normal para
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la altura del sujeto y estructura corporal, los sujetos con pancreatectomia parcial, sujetos
que tienen uno o los dos padres con diabetes no insulino dependiente, sujetos que han
tenido diabetes gestacional y sujetos que han tenido pancreatitis aguda o crénica cstén
en riesgo de desarrollar diabetes no insulino dependiente.

Una “cantidad eficaz” de un compuesto GLP — 1 es la cantidad que da como
resultado un efecto terapéutico y/o profiléctico deseado sin causar efectos seccundarios
inaceptables cuando se adminisira a un sujcto en necesidad de estimulacién del receptor
de GLP - 1. Un “efecto terapéutico descado” incluye uno o mds de lo siguiente: 1) una
mejoria de (I) los sintoma (s) asociada con la enfermedad o afeccion; 2) un retraso en el
comienzo de los sintomas asociado con la enfermedad o afeccién; 3) un incremento de
longevidad comparado con la ausencia del tratamicnto; y 4) mayor calidad de vida
comparada con la ausencia del tratamiento. Por ejemplo, una “cantidad eficaz” de un
compuesto GLP — 1 para el tratamiento de la diabctes es la cantidad daria como
resultado en un mayor contro! de la concentracién de glucosa en sangre que en ausencia
de tratamiento, con lo cual darla como resultado un rctraso del comienzo de las
complicaciones diabéticas tales como retinopatia, neuropatia o0 enfermedad de rifién.
Una “cantidad eficaz” dc un compuesto GLP — 1 para la prevencién de diabetes es la
cantidad que demorarfa, comparada con la ausencia dc iratamiento, el comienzo de los
niveles elevados de glucosa en sangre que requicre ftratamiento con firmacos
antihipoglucémicos tales como sulfonilureas, tiazolidindionas, insulina y/o
bisguanidinas.

La dosis eficaz de proteina de fusién para normalizar los niveles de glucosa en
sangre de un paciente dependerd de un nimero de factores, entre los cuales se incluyen,
sin limitacién, el sexo del sujeto, su peso y edad, la gravedad de la incapacidad para

regular los niveles de glucosa en sangre, la via de administracién y la biodisponibilidad,
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el perfil farmacocinético de la proteina de fusién, la potencia (% de ingrediente activo)
y la formulacién.

_ La presente invencién comprende los compuestos de GLP — 1 que han mejorado
las propiedades bioquimicas y biofisicas por medio de la fusion a una proteina de
albimina, un fragmento de albimina, un andlogo de albiimina, una proteina Fc, un
fragmento Fc, o un andlogo de Fc. Estlas proteinas heterélogas sc¢ pucden expresar con
éxito en células hudsped, actividades de sefializacién mantenidas asociadas con la
activacion del receptor de GLP — 1, y tienen semividas prolongadas.

Los siguientes cjemplos sc presentan para describir adicionalmente la invencion.
El alcance de la presente invencién no esid construida dc manera que esté solamente
constituida por los siguientes ejemplos. Los expertos en la técnica reconocerdn que los
reactivos parliculares, equipos y procedimientos descritos son meramente ilustrativos y

no tienen la intencién de limitar la presente invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1: Construccién de DNA que codifica protefnas de fusién heterélogas
Ejemplo 1a Construccién de DNA que cadifica Val* — GLP -1 — (7 — 37) - Fc: Se aislé

una porcién de Fc de IgGl humana de una genoteca de cDNA y contiene la regién
flexible completa y los dominios de CHz y CHa. Un fragmenio que contenia 696 pares
dc bases de esta porcién Fc de IgGl humana se subcloné en las posiciones Nkel y
Eco47!II del vector de expresién de mamiferos pJBO2 para crear pJB02 / Fc (véase
figura 5). Se generé DNA que codifica la secuencia de seflal de sccrecién de Igx
condensada con Val® — GLP — 1 (7 — 37) mediante hibridacién in vifro de cuatro

oligonucledtidos de superposicion y complementarios:
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5/~ CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTT
CCAGGTTCCACTGGTGACCAGTS - 3* [SECIDN®12)

5/~ GAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGAGGACCAGCGCCGCCAAGGA
GTTCATCGCCTGGCTGATGAAGAGAAGAGGC ~ 3¢ SECIDN°13

5! - TGAAGGTGCCCTCCACUTGATCACCAGTGGAACCTGEAACCCAGAGCAGCAGTA
CCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTGG — 3*SECID N° 14

5/- GCCTCTTCCCTTCACCAGCCACGCGATGAACTCCTTEGCGGCCTGGCCCTCCAGA
TAGGAGGACACGTCGCAGG ~ 3’ BECIDN®18

La reaccién de hibridacién se licvé a cabo utilizando cantidades equivalentes de cada
oligonucleétido (1 pm/ul de concentracién final para cada oligo). La mezcla de
oligonucledtidos se calenté durante 5§ minutos a 100°C en tampén de ligacién (Tris —
HCI 50 mM, pH 7,5, MgCl; 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1mM , albiimina sérica bovina
25 pg/ml) y después se enfti6 durante al menos 2 horas a 30°C.

El producto de hibridacién resultante se ligd durante 2 horas a temperatura
ambiente o durante una noche a 16°C a la estructura del vector pJBO2 /Fc que se habia
digerido con Nhel y Eco471Il. Los productos de ligacién se utilizaron para transformar
células XL 1 Blue competentes (Stratagenc). Sc analizaron los pldsmidos recombinantcs
para detectar la presencia de inserciones que codifican péptidos medianie la digestion de
clones con Ncol (que codifica la secucncia Kozak y la Met primera del péptido de sefial)
y se secuencid. El plasmido de expresién resultante usado para ensayos de transfeccién
se denominé pJB02 — V8 — GLP -1 — Fc (figura 5).

Ejemplo 1 b Construccién de DNA que codifica Val® - GLP — 1 (7 — 37) - HSA: Se

SL’)/
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comproé el pldsmido HSA/pcDNA3.1GS en Invitrogen (n° de catdlogo H — M12523M -
pcDNA3.1/GS) y se utilizd como molde para aislar el cDNA que codifica albtimina
sérica humana (abreviadamente HSA). El cDNA de HSA se prepar6 usando PCR en la
que el DNA que codifica la secuencia guia asl como el pro — péptido de seis
aminodcidos se reliraron del extremo 5°. Ademds, se afiadieron codones de parada
directamente en el extremo 3° de la secuencia que codifica HSA. Finalmente, las
posiciones de la enzima de restriccién se modificaron genéticamente en los extremos 5°
y 3’ para facilitar la clonaciéon. La secuencia DNA dec HSA presente en el vector
original comprada en Invitrogen contenfa un cambio en una base en la regién 3’ del gen
(posicién 667) en comparacién con la secuencia humana nativa. Este cambio darla
como resultado un codén pera Asn en lugar de Asp. De este modo, usando el
procedimiento. de mutagénesis medianie PCR de superposicién de cadena descrito
anteriormente, el codén se cambié para codificar para Asp en esta posicién. El DNA
resultante que codifica HSA se cloné en las posiciones Nhel e Hind IlI de pJB02 para
crear pJB02 — HSA (figura 6).

La secuencia gufa de Igx condensada con la secuencia Val® — GLP — 1 (7-37)
se generd como se describe en el ejemplo 1a. Este DNA se ligé en las posiciones Nhel y
Fspl de pJB02 — HSA para crear pJB02 - Val® — GLP — 1 — HSA.

Ejemplo 1 ¢ Construccién de DNA que codifica Val® — GLP ~ 1 (7 ~ 37) —
engarce — HSA:

El vector pJB02 — HSA se preparé como se ha descrito en ejemplo 1b. El DNA
que codifica la sccuencia del engarce [GGGGS]s se ligé en fase al extremo 5° del DNA
que codifica HSA para crear pJB02 — engarce — HSA (figura 7). El DNA que codifica la
secuencia gula de Igx condensada con la sccuencia Val® — GLP — 1 (7 - 37) y la partc 5°
de la secuencia del engarce sc generd como se describe en cl ejemplo 1a. Este DNA se

gZK



10

75

ligé en las posiciones Nhel y BspE/ de pJB02 para crear pJB02 - Val* - GLP - 1 —

engarce - HSA.

Ejcmplo 1d Construccién de DNA que codifica exendina — 4 - Fe.

El plidsmido pJB02 / Fc se prepar6 como se ha descrito cn el ejemplo 1a. El

DNA que codifica la secuencia de seflal de lgx condensada a la exendina — 4 se generd

mediante hibridacién in vitro de los siguientes oligonucledtidos de superposicién y

complementarios:

5l

50

5l

CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTG
GGTTCCAGGTTCCACCGGTCAC —~ 3° [SECID N°16]

GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGGAGGCCET
GAGACTC - 3’ [SECIDN"17]

TPCATCGACTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCGGAGCCCCTCCTCCT
AGC - 3’ [SECIDN"18]

GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCA
TGETGG - 3’ [SECIDN"19]

mmmmmmmm

'GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTTGETCCTCCECTTCTTCAGCCACTCGAT

GAACAGTCTCACGGC - 3’ [SECIDN®"21]
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La reaccion de hibridacion se llevé a cabo como se ha descrito en el ejemplo la.
El producto hibridado se ligé al vector pJB02 que se habia digerido con Nhel y Eco47111
como sc ha descrito en el ejemplo 1a para crear pJB02 — exendina — 4 — Fc.

Ejemplo 1e Construccién de DNA que codifica exendina — 4 — HSA:

El plasmido pJB02 / HSA se prepard como se ha descrito en el ejemplo 1b. El
DNA que codifica la secuencia de sefial de Igx condensada a la cxendina — 4 se generd
mediante hibridacién in vifro de los mismos oligonucleétidos de superposicién y
complementarios descritos en el ejemplo 1d. Las reacciones de hibridacién también se
llevaron a cabo como sc ha descrito antcriommente. EI DNA se cloné en posiciones

tinicas Nhel y Fspi en pJB02 — HSA para crear pJB02 — exendina — 4 — HSA.

Ejemplo 1f Construccién de DNA que codifica exendina — 4 — engarce — HSA:

El plésmido pJB02 — engarce - HSA se construyé como se ha descrito en el
cjemplo lc. Eln DNA que codifica la secuencia de sefial de Igx condensada con la
exendina — 4 y la parte 5°de la secuencia del engarce se generd como en el ejemplo 1d.
Este DNA se cloné en posiciones tinicas Nhel y BspEl en pJB02 — engarce - HSA para
crear pJB02 — exendina — 4 — engarce - HSA.

Ejemplo 1g Construccién de DNA que codifica Val® ~ GLP —1/C — Ex - Fc:

El pldsmido pJB02 — exendina 4 - Fc se prcpar6 como se ha descrito en el
ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 se escindié del vector con Agel y
Eco47I1l. El DNA que codifica Val® — GLP — 1 / C — Ex se generé mediante hibridacién
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in vitro de los siguiente oligonucledtidos de superposicién y complementarios:

5’ —-CCEGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCOTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA - 3' [SECID N°22] )

5’ - AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGG
AGCCCCTCCTCCTAGC — 3¢ {SECID N°23]

5¢ - CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCAC
GTGA - 3' [SECIDN°24]

5* = GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCOGCCCTTCACCAGCCAGGTGA
TGAATTCCTTGGCGGCCTGGCC ~ 3 [SEC ID N° 25]

La reaccién de hibridacién se llevd a cabo como se ha descrito en el ejemplo 1a.
El producto hibridado se ligé en lugar de exendina ~ 4 en el vector de expresién pJB02
—exendina —4 — Fc para crear pJB02 — Val* — GLP - 1/ C — Ex —Fe.

Ejemplo 1h Construccién de DNA que codifica Val® - Glu— GLP -1 - Fc:

El pldsmido pJB02 — cxendina 4 - Fc se preparé como se ha descrito en el
gjemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 se cscindié del vector con Agel y
Eco47I/1. El DNA que codifica Val® — Glu” — GLP - 1 se generé mediante hibridacién

in vitro de los siguiente oligonucleétidos de superposicién y complementarios:
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5* —CCGUTCACGTGGAGGICACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCACCA -~ 3° [SECIDN°26]

5’ = AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCEGGGC - 3 [SECIDN°27)

5' = GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGOGGCC
TGCTC ~ 3’ (SECID N°28}

5' — CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCT
CCACGIGA - 3‘ [SECIDN®29)
La reaccién de hibridacién se llevé a cabo como se ha descrito en el gjemplo 1a.
El producto hibridado se ligé en lugar dc exendina — 4 en el vector de expresién pJB02
— exendina ~ 4 ~ Fc para crear pJB02 — Val® - Glu®~ GLP - 1 - Fc.

Ejemplo 1i Construccién de DNA que codifica Val® - GluZ— GLP - 1/C—Ex - Fe:

El plésmido.p.lBOZ — exendina 4 - Fc se prepard como se ha descrito en el
ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 sc escindi6é del vector con Agel y
Eco471I. El DNA que codifica Val® - Glu™ — GLP — 1/ C - Ex se generé mediante
hibridacidn in vitro de los siguiente oligonucledtidos de superposicién y

complementarios:
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5' = CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA - 3’ [SECID N°30]

5 - AGGMT'I‘CATCGCMG.C‘I'GG‘I'GMGGCCGGGGCAGCAGCGGA
GCCCCTCCTCCTAGE ~ 3 [SECID N°31)

5’ - CTCGAGATAGGAGGACACCTCGGAGGTGAAGGTGCCC
TCCACGTGA - 3’ [SECIDN"32]

5’ - GCTAGGAGGAGAGGCTCCGCTGCTCCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTTIGGCGGCCTGCTC ~ 3° [SECID N°33)

La reaccién de hibridacion se llevé a cabo como se ha descrito en el ejemplo la
El producto hibridado se ligd en lugar de exendina — 4 en el vector de expresién pJB02
~exendina — 4 — Fc para crear pJB02 — Val®* — Glu2 - GLP -1/ C — Ex —Fec.

Ejemplo 1j Construccién de DNA que codifica Gly® - GLP -1 - Fe:

El pldsmido pJB02 — exendina 4- - Fc se prepard como se ha descrito en el
cjemplo 1d. El DNA que codifica cxendina — 4 se escindid del vector con Agel y
Eco4711I. E1 DNA que codifica Gly* — GLP — 1 se gencr6 mediante hibridaci6n in vitro

10 de los siguiente oligonucleétidos de superposicién y complementarios:
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54 - CCGGTCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGTCCTCCTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA - 3’ [SECIDN°34)

5 - memmmccr@@memcmc - 3’ [SECID N°35]

5’ = CTCCAGATAGGAGAACACGTCACTAGTGAAGGTGCCCTC
GCCGTGA ~ 3* [SECIDN°36}

5' - GCCCCOGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGE
CTGGCC - 3’ [SECIDN*37)

La reaccién de hibridacién sc llevd a cabo como se ha descrito en el ejemplo 1a
El producto hibridado se ligd en lugar de exendina — 4 en el vector de expresién p/B02
—exendina— 4 — Fc para crear pJB02 — Gly* — GLP —1 —Fe.

Ejemplo 2: Expresién de proteinas de fusién lo

La expresién de las proteinas de fusién codificadas por las construcciones del
DNA del ejemplo 1 se llevé a cabo mediante transfeccion transitoria de células HEK
293EBNA (tanto adherentes como en suspensién). Las células se contaron y se
sembraron 24 horas antes de la transfeccién. El céctel de transfeccién se prepard
mezclando el reactivo de transfeccion FuGene™6 (Roche Molccular Biochemicals, N°
de catdlogo 1814443) con OptiMEM (Gibco/BRL) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos momento en el cual se afiadié6 DNA y el cdctel se incubo
durante un tiempo adicional de 15 minutos. Inmediatamente antes de la transfeccién se
afladié medio de cultivo recién preparado a la placa. Las tablas 1 y 2 proporcionan

detalles de la transfeccién adicionales.



Tabla 1: Los reactivos usados en las transfecciones transitorias de células 293 EBNA.

Recipiente | Nimerode | DNA (ug) | FuGene Medio Vol. De
de cultivo células (ul) OptiMEM medio de
de tejidos | sembradas (ml) cultivo (ml)

 35mm 5x10° , 1,3 9 0,102 2

100 mm 2x10° 1z 73 0,820 10

— 700 cm” 2x10’ 65 : 400 4,0 100
80

Tabla 2: Composicién de los medios

[MEDIO = DE  TRANSFECCION

Y MEDIO DE RECOLECCION

CULTIVO
3.1 dc DMEM F12 Base de Hybritech
FBS al 5% Ca TmM
HEPES 20 mM HEPES 20 mM
Nuselina (insulina humana) 1 y:g/ml

L - glutamina 2 mM
Transferrina humana 1 pg/ml

Geneticina(G418 NEO) 50 pg/ml

Trobomicina 50 pg/ml

Trobomicina 50 pg/ml

Para transfecciones a pequeila escala (recipientes de 35 mm — 100 mm), se
" aclararon células con PBS y se cambiaron al medio de recogida 24 horas después de la

transfeccion y se recogid el medio y se sustituyé cada 24 horas durante varios dfas. En
el caso de transfecciones a gran escala (botellas cilindricas de 700 cm?), las botellas
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cilindricas se aclararon con PBS 48 horas después de la transfeccién y se cambiaron al
medio de recogida. Los medios se recogieron y se cambiaron cada 24 horas durante al
menos 10 dias consecutivos. Rutinariamente, solamenite se usaron 10 recogidas pars le
purificacién posterior de protefnas. .

Eiemplo 3: Purificacién de proteinas de fusién heterélogns
Ejemplo 3a purificacién de Val*— GLP— 1 - Fc

Se filtraron aproximadamente 4,5 litros de medio acondicionado
(aproximadamente 20 pg/ml de nivel de expresién de proteinas de fusién) de
iransfecciones a gran escala utilizando un sisiema de filtro CUNO y se concentraron
hasta 250 ml usando un sistema de filtracién de flujo tangencial Proflux con un filtro de
membrana 10K. Se capturd Val®— GLP — 1 - Fc con una columna de 5 ml de proteina A
HiTrap en PBS 1 x, pH 7,4 a un caudal de 2 ml/min y sc¢ cluyd con 4cido citrico 50 mM
pH 3,3. Las fracciones (1ml) se recogieron en tubos que contenfan 4 ml PBS 1 x y 100
plde Tris 1 M pH 8.

Las fracciones que contenfan la proteina de fusién segin se determind mediante
SDS — PAGE y HPLC de fasc inversa en Zorbax C8, se combinaron y se aplicaron a
una columna Superdex 75 60/60 en PBS 1 x, pH 7,4 y a un caudal de 10 mI/min. Las
fracciones positivas (20 ml/tubo) se recogieron y se combinaron. Después las fracciones
combinadas se sometieron a cromatografia en fase inversa C4 en TFA al 0,1% a un
caudal de 3 ml/min. Se eluyé Val® - GLP — 1 — Fc usando un gradiente desde 5% de B
(TFA al 0,1% en acetonitrilo) hasta 100% de B en 70 minutos. Se recogicron las
fracciones cluyentes (3 ml/tubo). Se retird el acetonitrilo mediante secado a vacio y se
afiadié 1 ml de H,O. La muestra purificada (aproximadamente 32 ml) se dializé dos
veces frente a 4 litros de PBS 1x pH 74.

Después se filtr la muestra dializada usando un filtro de 0,22 pm MILLEX -

2
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GV y se determiné la concentracién usando absorcién a 280 nm.

Ejemplo 3b purificacién de Val*— GLP — 1 — HSA o Val®~ GLP — 1 — engarce —
HSA

Se filtraron aproximadamente 6,5 litros de medio acondicionado
(aproximadamente 10 pg/ml de nivel de expresion de proteinas de fusidn) utilizando un
sistema de filtro CUNO y se concentraron hasta 380 ml usando un sistema de filtracién
de flujo tangencial Proflux con filtro de membrana 10K.
La protefna de fusién se capturé con una columns Q de 50 ml de flujo rdpido
(Pharmacia) en Tris 20mM, pH 7,4 a un caudal de 5 ml/min. La proteina se eluy6
usando un gradiente: desde 0% a 50% de Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl IM en 10 CV,
después hasta 100% de B en 2CV

Las fracciones que contenfan la proteina de fusién se combinaron y se
sometieron a una cromatografia en fase inversa C4 en TFA al 0,1% en agua a un caudal
de 5 ml/min. La proteina de fusién se eluyé usando un gradicnte de 20% de B (TFA al
0,1% en acctonitrilo) hasta 90% de B en 120 minutos. Se recogieron las fracciones (3,5
mb/tubo). Se retir6 el acctonitrilo mediante secado a vacio.

Se diluyeron aproximadamente 9 mi de muestra combinada con PBS 1 x pH 7,4
hasta 40 ml y se dializé {rente a 4 litros de PBS 1x pH 7,4 durante una noche. Se filtrd

la muestra y se determiné la concentracién usando absorcién a 280 nm.

Ejemplo 3¢ purificacién de Exendina — 4 — Fc:
Se filtraron aproximadamente 4 litros de medio acondicionado
(aproximadamente 8 pg/ml de nivel de expresién de proteinas de fusidn) utilizando un

sistema de filtro CUNO y se concentraron hasta 250 ml usando un sistema de filtracién

<37
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de flujo tangencial Proflux con filtro de membrana 30K.

La exendina — 4 Fc se capturd con una columna de 5 ml de proteina A HiTrap en
PBS 1 x, pH 7,4 a un caudal de 2 ml/min y se eluyd con écido citrico 50 mM pH 3,3.
Las fracciones que contenfan la proteina de fusién se combinaron, se filtraron y se
dializaron frente & 4 litros de PBS 1 x durante una noche. Después la muestra dializada
se aplicé a una columna Superdex 75 60/60 en PBS 1 x, pH 7,4, NaCl 0,5 M a un caudal
de 10 ml/min. Las fracciones (20 ml/tubo) que contenfan la protefna de fusién se
recogieron, se combinaron y se concentraron hasta aproximadamente 1 mg/ml.

Después se filtraron las muestiras concentradas usando un filtro de 0,22 pum
MILLEX - GV.

Ejemplo 3d purificacién de Exendina — 4 — HSA y exendina — 4 — engarce - HSA:

Se filtraron aproximadamente 1,1 litros de medio acondicionado
(aproximadamente 6 pg/ml de nivel de expresiéon de proteinas de fusi6én) utilizando un
sistema de filtro CUNO y se concentraron hasta 175 ml usando un sistema de filtracién
de flujo tangencial Proflux con filtro de membrana 30K.

La proteina de fusién se capturé usando una columna de 5 ml de HiTrap Q —
sefarosa (Pharmacia) en Tris 20 mM, pH 7.4 a un caudal de 2 ml/min. La proteina se
eluy6 usando un gradiente desde 0% hasta 50% de Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 1 M en 12
CV y después hasta 100% de Ben 4 CV.

Las fracciones que contenian la proteina de fusién se combinaron y se
sometieron a cromatografia en fase inversa C4 en TFA al 0,1% en agua a un caudal de §
mi/min. Se eluy6 la proteina de fusién usando un gradiente desde 10% de B (TFA al
0,1% en acetonitrilo) hasta 100% de B ¢n 70 minutos. Se recogieron las fracciones (10
ml/tubo) que contenfan la protefna de fusién. Se retird el acetonitrilo usando un secador

3%
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a vacfo.

Se dializaron aproximadamentc 8 ml de muestra combinada frente a 4 litros de
PBS 1 x, pH 7,4 durante una noche. Se filtré la muestra y se determiné la concentracién
mediante absorcién a 280 nm. Después la muestra dializada se aplicé a una columna
Superdex 200 26/60 en PBS 1 x, pH 7,4, NaCl 0,5 M a un caudal de 2 ml/min. Las
fracciones (3 ml/tubo) que contenian la proteina de fusién se recogieron, sc combinaron,
se concentraron Yy se filtraron.

j 4: Camacterizacién de | s de fusién mediante P

SDS — PAGE seguida de inmunotransferencia se utilizé para analizar tanto la
proteina de fusién purificada como el medio acondicionado de las células transfectadas
con diversos vectores de cxpresién de proteinas de fusién. La SDS - PAGE se realiz6 en
un sisiema Novex Powereasa 500 que usa geles Precast de Tris-Glicina al 16% Novex
(EC6498), tamp6n de desarrollo (10x, L.C2675) y tampén de muestra (L2676). Se
redujeron las muestras con DTT 50 mM y se calentaron durante 3 — 5 minutos a 95°C
antes de la carga.

Después de desarrollar el gel SDS — PAGE, se utilizaron agua y tampén de
transferencia (1x Tris — glicina Seprabuff (Owl Scientific N° de Cat. ER26 - S) con
metanol al 20%) para lavar el SDS de los geles. Se utilizd un aparato de transferencia
Novex con PVDF (BioRad, N° dec Cat, 162 — 0174) y membranas de nitrocelulosa
(Biorad, N° de Cat. 1703965 6 1703932). La transferencia se llevé a cabo a temperatura
ambiel-lte durante 90 minutos a 30 — 35 V. Se bloquearon las membranas en PBS 1X
con Tween — 20 al 0,1% (Sigma, N° de Cat. P — 7949) y Leche 5% (BioRad, N° de Cat.
170 ~ 6404) durante 1 — 12 horas a 4°C. Se diluyen los anticuerpos en PBS 1X + Leche
al 5% y se incuban las manchas detectadas en estas soluciones durante 1 — 2 horas a

4°C. Entre las incubaciones, se lavaron las manchas detectadas cuatro veces durante 5
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minutos cada una con PBS 1X y Tween — 20 al 0,2% a temperatura ambiente. PBS se
prepard o bien de PBS 10X GIBCO (N° de Cat. 70011), para dar una composicién final
de fosfato monobdsico de potasio 1 mM, fosfato dibdsico de sodio 3 mM, cloruro
sédico 153 mM, pH 7,4, o bien a partir de bolsas de PBS de Sigma (N° de Cat. 1000 —
3), para dar NaCl 120 mM, KCl 2,7 mM y fosfato 10 mM, pH 7.4 a 25°C.

Los anticuerpos principales eran bien un anti — IgGlde cabra monoclonal o anti
— HSA de conejo. El anticuerpo secundario eran bien un anti IgG HRP de cabra o un
anti IgG HRP de conejo. Sc diluy6 el anticuerpo secundario 1:5000. Se utilizé un
sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech, N° de Cat RN2108 y N° de Cat
RPN1674H) para revelar las manchas.

La figura 3A compara la proteina Fc purificada con medio acondicionado a
partir de células transfectadas con pJB02 — Val* — GLP -1 — Fc y pJB02 — exendina — 4
— Fe. La disminucién en movilidad es coherente con el incremento de tamafio debido a
la porcién de GLP — 1 dc la proteina de fusién. De manera similar la figura 3B compara
HSA purificado con medio acondicionado a partir de células transfectadas con pJB02 —
Val® - GLP -2 — HSA, pJB02 — Val* — GLP -1 — engarce — HSA, pJB02 — cxendina — 4
— HSA, o pJB02 — exendina — 4 — engarce — HSA. La figura 4 identifica las
preparaciones de proteinas de fusion purificadas.

Eiemplo 5: Caracterizacién de proteinas de fusién usando estectrometria de magas:

Todos los experimentos sc realizaron en un espectrémetro de masas Micromass
TofSpec — 2E equipado con clectrénica de enfoque retardado, un Reflectron (usado en
andlisis de péptidos de intervalo 0 — 8000 Da), un detector lincal (usado durante andlisis
de alta masa / buena sefial) y detector de post aceleracién (o P. A. D., usado para
andlisis de alta masa / sefial extrcmadamente baja). La longitud eficaz de recorrido del

{40
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instrumento en modo lincal es 1,2 metros, en el modo Reflectron es 2,3 metros. Se
ajustaron dos detectores de placa de microcanal dual para ¢l modo de deteccién lineal y
reflectron. El léser usado es un ldser de nitrégeno Laser Science Inc. VSL — 337i que
funcionaba a 337 nm a 5 disparos de léser por segundo. Todos los datos adquiridos
usando un digitalizador intemo de 2 GHz, 8 bit y hasta S0 disparos de lser se
promediaron por espectro.

El instrumento funcioné cn modo lineal durante el andlisis de las proteinas de
fusién de GLP — 1 en cucstién. El detector lineal es un dispositivo que detecta iones que
vigjan por debajo del tubo de fuga del instrumento MALDI — ToF — MS. Mide la
abundancia de ioncs durante cl tiempo y envia una sefial al digitalizador para
conversién. El digitalizador es un convertidor de analégico-digital que permite que la
sefial del espectrémetro de masas se transfiera al ordenador, donde se reconstruye en un
espectro m/z utilizable.

Se utilizé una solucién de &cido sinapinico saturado recristalizado (diluido en
50/50 Acn / H;O y TFA al 0,1%) como matriz de ionizacién. El écido sinapinico es una
matriz adecuada para las proteinas superiores a 10 kDa. Las proteinas de referencia de
masa apropiada se usaron para perfiles de calibracién internos y externos con el {in de
obtener determinaciones de masas precisas en las muestas analizados. Todas las
muesiras se¢ analizaron usando una dilucién 1:2 muestra a matriz de dilucién.
Inicialmente el instrumento se puso en marcha a las siguientes condiciones del detector
lineal:

Tensién de fuente: 20,0 keV Tensién de pulso: 3,0 keV
Tensién de extraccion : 20,0 keV Grucso de liser: 50
Tensidén dec enfoque: 16,0 keV Finura de ldser: 50

3



Detector lineal: 3,7 keV
P. A. D.: (desconectado)

Estos ajustes se modificaron (seglin nccesidad) para dar la mejor relacién sefial /

5 ruido y la més alta resolucién. La tabla 3 proporciona una caracterizacién de las
diferentes proteinas de fusién de GLP — 1.

Tabla 3
MASA MASA |
PROTEINA DE FUSION ESPERADA DETERMINADA
(KDa) POR ESPEC. DE
MASAS (KDa)
Val® = GLP -1 —1gG1 59,08 61,94
[Val® — GluZ— GLP -1 — IgG1 39,23 63,61
Gly*—GLP -1 - IgGl 39,00 62,93
Val' —GLP -1 - CEx - IgGI 60,45 65,1-65,6
Val' — Glu”— GLP -1 — CEx - IgGI__ 60,69 65,86
Exendina— 4 — IgG1 60,69 65,86
Val' - GLP -1 — engarce— HSA 70,70 69,89-70,74 |
Exendina— 4 — HSA 70,56 70,62
Exendina — 4 — engarce - HOA 11,56 71,62

CEx se refiere a una extensién del extremo C terminal y comprende la sccuencia de
10 Ser-—Ser— Gly — Ala— Pro — Pro — Pro — Ser.
El engarce es Gly — Gly — Gly — Gly — Ser — Gly — Gly — Gly — Gly — Ser — Gly — Gly -

Gly — Gly — Ser.
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Ejemplo 6: Actividad de | tel ién heterlogas:

La capacidad de las proteinas de fusién de la presente invencién para activar el
receptor de GLP — 1 se evalud utilizando ensayos in vifro tales como los descritos en el
documento EP 619.322 de Gelfand y col., y la patente de Estados Unidos N° 5.120.712
respectivamente. La actividad de estos compuestos relativa a la actividad de Val® — GLP
-1 (7—37) OH se indica en la tabla 4. La figura 8 representa las curvas dosis respuesta
in vitro de Val® ~ GLP -1 y proteinas de fusién de Exendine — 4. Ademds, las tablas Sa y
5b proporcionan la actividad in vitro de una gran cantidad de andlogos de GLP — 1 que
se pucdcn condensar con una pl:ote[nn de Fc o de alblimina para elaborar las protefnas
de fusion biologicamente activas. Estas actividades se comparan con GLP — 1 (7 — 37)
OH.

Tablas 4: Actividad in vitro de proteinas de fusion de GLP - 1.

Proteina de fusién Actividad in vitro
(% de Val*-GLP-1)
Val* = GLP JgGl 1

exendina — 4 — IgG1 240
Val" - GLP -1 — engarce - HSA 0,2
exendina — 4 — HSA 20
Exendina — 4 — cngarce — HSA 90
exendina —4 500
Val' —GIu> = GLP — 1 —1gGI 3,7
Gly*—GLP-1 —1gGI1 33
Val' —GLP— 1 — CEx - IgG1 33
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Val’' —GluZ —GLP — 1 — CEx — I3G1 29
Gy —Gu®—GLP—1-C2 - IgGl1 75
[ Gly*— Glu—GLP — 1 — CEx— engarce - IgG1 130
excndina — 4 — C2 —TgG1 250
exendina — 4 — engarce — IgG1 330
Gly* — GIv™*— GLP — | — CEx — engarce - HSA 4
Gly* —GluZ—GLP - 1 — CEx — engarce — IgG4 — 80

CEx se refiere a una cxtensién del extremo C terminal y comprende la secuencia de Ser
— Ser— Gly — Ala — Pro — Pro — Pro — Ser.
El engarce cs Gly — Gly — Gly — Gly — Ser — Gly — Gly - Gly — Gly — Ser - Gly - Gly -
5 Gly-Gly-Ser.

C2 es Ser— Ser— Gly — Ala — Ser — Ser — Gly — Ala.

Les secuencias de aminodcidos de las protefnas de fusién descritas en las tablas
3 y 4 se representan en las SEC ID N° 13 a SEC ID N°31:

La secuencia de aminoécidos de Val® — GLP 1 - albamina sérica humana se

10 representa en la SEC ID N° 13.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGOAAK EFIANLVKGR GDANXSEVAH RFKDLGEENF KALVLIAFAQ
61 YLQQCPFEDH VKLVNEVTEF AKTCVADESA ENCDKSLHTL FGDKLCTVAT LRETYGEMAD
121 CCAKQEPERN ECFLQRKDDN PNLPRLVRPE VINMOTAFHD NEETFLEKYL YEIARRHPYP
181 YAPELLFFAK RYKAAFTECC QAAOKAACLL PKLDELADEG KASSAKQRLK CASLOKFGER
241 AFKAWAVARL SORFPKAEFA EVBKLVTDLT KVHTECCHGD LLECADDRAD LAKYICENQD
301 SISSKLEKECC EKPLLEKSHC IAEVENMDEMP ADLPELAADF VESKDVCKNY ABAKDVFLON
361 FLYEYARRMP DYSVVLLLRL AKTYETTLEK CCAAADPHEC YAKVFDEFKP LVEEPONLIK
421 QNCELFEQLG EYKFQNALLV RYTKKVEQUS TPTLVEVSRN LGKVGSKCCK HPEAKRMECA
48] EDYLSVVLNQ LCVLHEKTPV SDRVTKCCTE SLVNRRRCFS ALEVDETYVP KEFNAETTTF
541 HADICTLSEK ERQIKKOTAL VELVKHKPKA TXKEQUKAVMD DFAAFVERCC XADDKETCFA
601 EEGKKLVAAS QMALGL [SEC ID N®13]

Y
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La secuencie de aminosicidos de Val® — GLP-1- cngarce - alblimina sérica humana se
representa en la SEC ID N° 14,

1 HVEGTFTSIN SSYLEGOAAK EFIAWLVEGR masmu SGGGGHEDAHK SEVAHRFKDL
61 GEENFFALVL IAFAQYLOQC PFEDHVKLVE EVTEFAKTCV ADESAENCDK SLHTLFGDKL

121 CTVATLRETY GEMADCCARQ EPERNECFLQ HKDDNPNLPR LVRPEVDUMC TAFHDNEETF
1681 LKKYLYEIAR RHPYFYAPEL LPFFAKRYKAA FIECCQAADK AACLLPXLDE LRDEGRASSA

241 XQRLECASTQ KFGERAFRAN AVARLSQRFP KAEFAEVEKL VTDLTEVKTE CCHGDLLECA
301 DDRADLAKYI CENQDSISSX LKECCEKPLL EKSHCYAEVE NDEMPADLPS LAADFVESKD
361 VCKNYAERAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE TTLEECCAAA DPHECYAKVF
421 DEFKPLVEEP (NLIKONCEL FEQLGEYKFQ NMALLVRYTKK VPQVETPTLV EVERNLGKVG
481 SKCCXHMPEAK RMPCAEDYLS VVLNOQLCVLH EXTPVSEDRVT KCCTESLVNR RPCFBALEVD
541 ETYVPKEFNA ETFTFHADIC TLSEXERQIX KQTALVELVK HKPKATKEQL KAVMDOFAAF
601 VEKCCKADDK ETCFAEEGKK LVAABQAALG L [SEC 1D N° 14]

5 La secuencia de aminodcidos de Gly® - Glu? — GLP — 1- CEx - engarce - albtimina
sérica humana se representa en la SEC ID N® 15.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSSGAPPPSC GGGGSGGGES GGGGSDAHKS
61 EVAHRFKDLG EENFRALVLI AFAQYLQQOCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
121 EHTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLOH KDDNPNLPRL VRPEVDVMCT
181 AFHDNEETFL KKYLYEIARR HPYFYAPELL FFAKRYKAAF TECCOAADKA ACLLPKLDEL
241 RDEGRASSAK QRLKCASIAK FGERAFKANA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV TOUTKVHTEC
301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC EMQDSIGSKL KECCEKPLLE KSHCTAEVEN DENPADLPSL
361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSVVL LLRLAKTYET TLEKCCAAAD
421 PNECYAKVFD EFKPLVEEPQ NLIKQNCELF EULGEYXKFON ALLVRYTKKV POVSTPTLVE
481 VSRNLGKVGS XCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK CCTESLVNRR
541 PCPFEALEVDE TYVPKEFNAE TFTFHADICT LSEKERQIKK QTALVELVEKH KPKATKEQLX
€01 AVMDDFAAFV EXCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASOMALGL [SEC ID N® 15]

- La secuencia de aminodcidos dc cxendina 4 - albimina sérica humana se representa en

10 laSECIDN®16.
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1 HGEGTFTEDL SROQNEEEAVR LFISWLENGG PESGAPPPSD AHKSEVAHRF XDLGEENFKA
61 LVLIAFAQYL QQCPFEDHVK LVNRVTEFAK TCVADESAEN CDKSLHTLFG DXLCTVATLR
121 ETYGEMADCC AKQEPERNEC FLOHKDDNPN LPRLVRPEVD VMCTAFHDNE ETFLKKYLYE
181 IARRHPYFYA PELLFFAKRY KAAFTECCQA ADKAACLLPX LDELRDEGKA SSAKQRLKCA
241 BLOKFGERAF KAWAVARLSQ RFPRAEFAEV SKLVTDLTKV HTECCHGDLL ECADDRADLA
301 KYICENQDSI SSKLXKECCEX PLLEKSHCIA EVENDEMPAD LPSLAADFVE SKDVCKNYAE
361 AKDVFLGMFL YEYARRHPDY BVVLLLRLAK TYETTLEKCC AAADPHECYA KVPDEFKPLVY
421 EEPQMLIKQN CELFEQLGEY KFOQNALLVRY TEKVPQVETP TLVEVSRMLG KVGEKCCKHP
481 EAKRMPCAED YLSVVLNQLC VLHEKTPVSD RVTKCCTESL VNRRPCFPSAL EVDETYVPKE
S41 FNAETFTFHA DICTLSERER QIEKQTALVE LVKHEKPKATK EQLKAVMDDF AAFVEKCCKA
601 DDKETCFAEE GKKLVAASQA ALGL [SEC ID N° 16]

La secuencia de aminodcidos de exendina 4 — engarce - albiimina sérica humana se
rcpresenta en la SEC ID N° 17.

1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGCSGOOGS GGGGSDAHKS
61 EVAHRFRDLG EENFKALVLI AFAQYLOQCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
121 LHTLFGDKRLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLOH XDDNPHMLFRL VRPEVDVMCT
181 AFHDNEETYL KKYLYEXARR HPYFYAPELL FFAKRYKAAF TECCOAADKA ACLLPKLDEL
241 RDEGRASSAK QRLRCASLOK FGERAFKANA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV TDLTKVHTEC
301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ERQDSISSKL KECCEXKPLLE KEHCIAEVER DEMPADLPEL
361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSVVL LLRLAKTYET TLEKCCAAAD
421 PHECYAKVFD EFKPLVEEPRQ RLIKQNCELF EQLGEYKFORN ALLVRYTKKV PQVSTPTLVE

481 VSRNLGKVGS KCCKHPEAKR NMPCARDYLSV VINQLCVLHE KTFVSDRVIK CCTESLVMRR
541 ECFSALEVDE TYVPKEFNAE TFTFHADICT LSEKERQIKX OQTALVELVEKH KPRATKEQLK
601 AVMDDFAAFV EXCCKADDEE TCFAEEGKKL VAASQMALGL [SECID N°17]

La secucncia de aminoécidos de Val® — GLP — 1 — IgG1 se representa en la SEC ID N°
18.

s
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1 HVEGTFTSOV SSYLEGQAAK EFIAMLVEGR GARPKSCDXT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLY

61 PPXPKDTIMY SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFIWYVDGVE VHNAKTKPRE EBQYNSTYRVV
121 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SMEKALPAPIE KTISKAKGOP REPQUVYTLPP SREEMTENQV
181 SLTCLVKGFY PSEDIAVEWES momm TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KERWQQGNVF
241 SCSVMHEALH NHYTQOKSLSL SPGK [SEC ID N° 18]

La secuencia de aminodcidos de Val® — GLP — 1 - CEx — IgG1 se representa en la SEC
IDN®19.

1 HVEGTFTSDV SBYLEGQOAAK EFIANLVEGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCFAPELL
61 CGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VEHEDPEVEF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVEV LTVLHQUWLN GKEYKCKVSEN KALPAPIEXT ISKAKGQPRE POQVYTLPPSR
181 EENTKNQVSL TCLVRGFYPS DIAVEWESNG QPEENYKTTP PVLDSDGSFF LYBKLTVDKS
241 RNQQGNVFSC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK [SEC ID N°19]

La secuencia de aminoécidos de Val® — Glu GLP — 1 — IgG1 se representa en la SEC
ID N° 20.

1 HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFTANLVKGR GAEPKSCOXT HTCPPCPAPE 1IGGPEVFLF

61 PPXPKDYIMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV XFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
121 SVIAVIIHODW LNGKEYECKV BNRXALPAPIE KXTISKARGOP AEPOVYTLEF SREENTENQV
181 SLYCLVRGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSKNQQGNVF
241 SCSVMMEALH NMYTOKSLSL SPGK [SEC ID N* 20]

La secuencia de aminoacidos de Val® — Glu®2 GLP — 1 - CEx—IgGl se representa en la
SECIDN°21.
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1 HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWNLVEGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPEVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVEF NWYVDGVEVH HAKTRPREEQ
121 YNSTYRVVSV LTVLHOQDWLN GKEYXCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUVYTLPPER
181 EENTKNQVSL TCLVKGFYPS: DIAVEWESRG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYBKLIVDKS
241 RWOOGNVFSC SVMHEALINM YTOKSLELSP OK [SECID N°21]

La secuencia de aminodcidos de Gly® — Glu2 GLP - 1 — C2 —IgG1 se representa en la
SECIDN°22.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSSGASSGAA EPKSCDXTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP XPEDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF MWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GREYKCKVEN KALPAPIEXT ISKAKGQPRE POVYTLEPPSR
181 EEMTENQVSL TCLVRGFYPS DIAVEWESNG QPEMNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 MWOOGNVFSC EVMHEALHNH YTOXSLSLS? GK [SEC ID N° 22]

La secuencia de aminoacidos de Gly® — Glu? GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1 se
representa en la SEC ID N° 23.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAMLVKGR GSSGAPPPSG GGOSGGGGSG GGGSAEPKSC
61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMIERTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PTEKTISKAK
181 GOPREPQUYT LPPSREEMTK RQUSLICLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
241 DGSPFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCBVMHE ALMNHYTQKS LSLSPGK [SEC ID N° 23]

La secuencia de aminoécidos de Gly* — Glu® - GLP — 1 — CEx — engarce — IgG4 se
10 representa en la SEC ID N° 24.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKRGR GSEGAPPPSG GOUGSGGGEGSA GGGBAESKYG

61 PPCPSCPAPE FLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVICVV VDVSQEDPEV QPMWYVDGVE
121 VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNEGLPSSIE XTISKAKGQP
181 REPQVYTLPP SQEEMTKNQV SLICLVKGFY PSDIAVEWES NGOPENNYKT TPPVLDSDGS
241 FFLYSRLIVD KSRWQEGNVF BCSVNHEALM NHYTQKSLIL SLGK [SEC ID N° 24]



95 549

La secuencia de aminoécidos de Gly® — Glv2? GLP - 1 — CEx — 2 cngarce — IgG1 se
representa en la SEC 1D N° 25.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIANLVEGR GSSGAPPPSG GLGGSGGGGSG GCGSGGEASE

61 CGGIGGGGEA EPKSCDKTHT CPRCPAFELL GGPEVFLFPP KPKDTLMISR TFEVTCVVVD
121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKFREEQ YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GEEYKCKVEN
181 KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG
241 OPENNYRITP PVLDSDGSFF LYEKLTVDKS RWOOGNVFSC SUVMHEALMNH YTQKSLSLSP
301 GK [SEC ID N° 25}

5 La secuencia de aminodcidos de Gly® — GluZ GLP — 1 — 2 engarce — IgG1 se
representa en la SEC ID N° 26.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GGGGGSGGGG SGGGGSGGGO BGGGGSGGR0
61 SAEPKECDKT HTCPPCPAPE ILGGPSVFLF PPRPKDTLMI BRTPEVICVV VDVSHEDPEV
121 RFNNYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHODW LMGKEYKCKY SNKALPAPIE
181 KTISEAKGQP REPQVYTLPF SREEMTKNQV ELTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
241 TPFVLDSDGS FFLYBKLTVD KERWOQGHNV? SCSVMHEALH RHYTQRELSL SPGK
[SEC ID N° 26] '

La secuencia de aminodcidos de Gly® — GluZ GLP — 1 -2 CEx — IgG1 se representa
10 enlaSECIDN°27.

1 RGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSS SGAPPPSAEP KECDKTHTCP
61 PCPAPELLGG PSVFLYPPKP KDTLMISRTP EVICVVVDVE HEDPEVKFNW YVDGVEVHEA
121 KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQOWLNGK EYKCKVENEA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
181 VYTLPPSREE MTXNQVELTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY
241 SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV NHEALMNHYT QRSLSLSPGK [SEC ID N°27]

La secuencia de aminoécidos de Gly® — GluZ - Val®® — Ile®® GLP — 1 — CEx — engarce -
IgG1 se representa en la SEC ID N° 28, .
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1 BGECTFISDV SEYLEEQAVE EFIANLIKGR GSSGAPPPSC GOGSGGRGEG GGGIAEPKEC
1 DXTHTCPPCP APELLGGPSV FLPPPAPKDT LMISRTPEVT CVVVINGHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLIVLH QDWLNGKEYE CKVENKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPPVLDS
241 DGEFFLYEKL TVDKSRWQQG RNVFSCBVHHE ALHMHYTOKS LSLSPGR [SEC 1D N°28]

La secuencia de aminodcidos de excndina - 4 - [gG1 se representa en la SEC ID N° 29,

1 HGEGTFTSDL SK(MEEEAVR LFIKWLKNGG PRSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPFFCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISK TPEVICVVVD VSHEDPEVEF MWYVDGVEVH NAKTKFREEQ
121 YNSTYRVVEV LTVLHQDNIN GREYRCKVSEN KALPAPIERT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR
181 EEMTEXNOVSL TCLVKGFYPE DIAVEWESNG QPENNYXTITP PVLDSDGSFF LYEKLTVDKS
241 RWQQGNVFAC SUMHBALMNMH YTOKBLELSP GK [SEC ID N*29]

La secuencia de aminoécidos dc exendina - 4 — C2 - IgG1 se representa en la SEC ID
N° 30.

1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIBWLKNGG PSSGASSGAA EPKSCOKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH RAKTKPREEQ
121 ¥YNSTYRVVSV LTVLHQOIWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR
181 EEMTENQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 FUWOQGNVFSC SVMHEALHMH YTOXSLSLEP GK [SEC ID N° 30]

La secuencia de aminodcidos de exendina - 4 — engarce - I[gG1 se representa en la SEC
10 IDN°31.

1 HGECTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GOGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVEFNWYVD
121 GVEVHNARTX PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVENKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
241 DGSPFLYSKL TVDKSRWOQG NVFSCSVMME ALHNHYTQKS LSLSPGK [SEC ID N°31]
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Tabla 5a: Actividad de los andlogos de GLP-1 in vitro

ompuesto GLP —1

GLP~1({7-37)0H

val®-GLPp-1(7-37)0R

Gly®-His'-GLP-1(7-37) 0K
val®-ala-GLP-1(7-37)0H
val'-Lys™-GLP-1(7-37)0H
val®-Tyx'?-GLP-1(7-37)0H

val®-Glul¢-gLp-1(7-37)0H

Activacién del rece

1.0

0.47
(n = 6)

D.282

0.021

0.001

0.81

0.047

rde GLP -1



val®-ala'*-GLP-1(7-37)0H
vall-Tyr*¢-GgLp-1(7-37)0K
val®-Lys?°-GLP-1(7-37)0H
Gln*?-GLP-1(7-37)0K

val®-Ala*?-GLP-1 (7-:;7 ) OH
val®-Sex**-GLP-1(7-37)0H
val®-asp®?-GLP-1(7-137)OH
val*-Glu*?-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys®?-GLP-1(7-37)OH
val®-pro**-GLP~1(7-37)0H
val®-yis*-GLP-1(7-37)0H
Val®-Lys??-GLP-1(7-36)NH;
val®-Glu??-GLP-1 (7-36)NH,
Gly*-Glu*?-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys®**-GLP-1(7-37)0H

val®-His?-GLP-1(7-37)0H

98

0.112
1.175
0.33
0.42
0.56
0.50
0.40
1.29
0.58
0.01
0.14
0.53
1.0
1.07
0.18

0.007



val'-Lys?-GLP-1(7-37)OH
val®-His**-GLP-1(7~37)OH
va1®-Glu?é-GgLP-1(7-37)OH
val®-His?’-GLP-1(7-37)0R
val®-Ala?’-GLP-1{7-37)OH
Gly*-@lu**-GLP-1(7-37)OH
val®-Gilu*’-GLP-1(7-37)OH
val®-Asp*?-GLP-1(7-37)0H
vall-sex?®-gLp-1(7-37 )OH
val'-His**-GLP-1(7-37)OH
val’-Glu**-GLP-1(7-37)0H
val®-ala®-GLP-1(7-37)CH
val'-Gly'-GLP-1(7-37)0H
val?-Glu**-gLP-1(7-37)0H
Val®-Pro¥-GLP-1(7-37 ) OH
val®-nis*®-GLP-1(7-37)OH

val?!-Glu*-gLe-1(7-37)08

0.02
1.6

1.5

0.37
0.47
0.29
.25
0.15
0.18
0.1;

0.039

0.01
0.17
0.094
0.41

0.15



100

Val®’-Glu**-GLP-1(7-37)OH

val®-His?¢-GLP-1(7-37)0H

val®-His*’-GLP-1(7-37)0H

val'-Leu'$-Glu?-gLP-1 {7-37)OH
val®-Lys??-@1u’°-GLP-1(7-37) OH
val®-Lys?*-Glu?*~-GLP~-1(7-37)OH
val®-Glu??-~A1a?’-gLP-1(7~37)0H
val®-Glu®**-Lys?*-GLP-1(7-37)0OH
val®-Lys*’-val3-cLP-1(7-37)0H
val’-Lys**-Asn**-GLP-1(7-37)0H

val®’-gly?**-Lys?3-GLP-1(7-37)OH

0.11

0.22

0.33

0.23

0.37

0.35

1.02

1.43

0.08

0.09

0.34

Val®-Gly**-Pro®’-GLP-1(7-37)NH; 0.53
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Tubla 5b. Actividad de andloges de GLP -1 in vivo cti

Compuestod TLP-1 mm del receptor de

GLP-1(7-37)OH 1.0
Val®-GLP-1(7-37)0H D.47
[Gly"-GLP-1(7-37)0H 0.80
(Val"-Tyxr*~GLP-1(7-37)OH 0.80
[Val*-Tyr *-GLP-1(7-36) N, 0.52
Val"-Trp"*-GLPF-1(7-37) OH 0.52 -
[Val’~-Leu™ -GLP-1(7-37)0H 0.52
[val®-val™-GLP-1(7-37)OH 0.52

[ Val®~Tyzr " -GLP-1(7-37)OH 1.18
[Gly'-Glu**-GLP-1(7-37)OH 1.03
[Val®-Leu™-GLP-1(7-37)0H 0.24
Val'—Tyx**-Tyx™-GLP-1(7-37)OH 0.70
Val®-Trp'*-Glu-GLP-1 (7-37)OH 0.80
Val®’~Tyr -Glur*-GLP-1(7-37)OH 1.27
Val'-Tyxr*°-Phe™-GLP-1(7-37)OH 1.32
[Val*-Tyr™*-Giu”-GLP-1(7-37) OH 1.69, 1.79

[Val®*-Txp**-Glu®~GLP-1(7-371OH | 2.30, 2.16
[Val®-Leu™"-Glu*—GLP-1(7-37)OH —2.02

[ Val¥-T1e ™ -G1lus-GLP-1(7-37)0H 1.55
[Val®-Phe’ -Glu™-GLP-1(7-37) OH 1.08
vai’- -GIu“-GLP-1(7-37)OH 1.50, 3.10 |
Val’-Tyr*-Glu®’-GLP-1(7-37)OH 2.40, 2.717
Val®-Phe™-Glu®>-GLP-1(7-37)0H 0.94
[Val'’-Ile™-Glu~-GLP-1(7-37)CH 1.68
Val’-Lys-Glu?’-GLP-1(7-37)OH 1.18

[ Val®~Trp™-Glu®=-GLP-1(7-37)OH 1.50
[Va1®*-Phe™ -Glu-GLP-1(7-37)OH 0.70

| Val®-Phe?’-Gilu*-GLP-1(7-37)OK 1.27

{53
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Val*-Glu**-Leu”-GLP-1(7-37)OH

37)0H

1.32
[Val"™-Glu®*-I1e®-GLP-1(7-37)0H 1.46
Val’-Glu®’-Val®-GLP-1(7-37)OH 2.21, 1.36
Val’-Glu®®-Ile®’’-GLP-1(7-37)OH 0.94
Val'-Glu®*-Ala?’-GLP-1(7-37)0H 1.03
(Vail*-Glu®?-I1e®™~GLP-1(7-37)0H | 2.21, 1.79, 1.60
(Val’-Asp’~Ile™-Tyxr'* -GluX- 2.02
GLP-1(7-37)CH
[Val*~Tyxr™-Trp-Glu**~GLP-1 (7- 1.66
37)0H '
Val'-Trp-Glu?’-val®-Ile’ - 2.35
GLP-1(7-~37)0H
(Val'™-Trp°-Glu*-Ile ~-GLP-1(7- 1.93

Val’-Glu®’-val’>-11e>-GLP-1(7-

37)0H

2.30, 2.73, 3.15 |

37)0H

Val®-Trp™-Glu®*-Val®*>-GLP-1 (7- 2.07
37)0H ‘
Val®-Cys™-Lys™-GLP-1(7-37)OH 1.97

[VaI’-Cys™-Lys®-Arg” -GLP-1 (7- 2.4,1.9




103

Tabla 6. Actividad in vifro de anilogos de GLP/exendina

e e s
~1(7-37) OH)
BGTPTSDLS EAVRLFIEWLEKNGGP-NHZ 6.21
HQEGTFTSDLESXQMEEEAVRLY T ENLKNGGPSSGATP 6.75,3.25
PS-NH2 :
HVEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF IAWLVEGRG 2,86
HVEGTFTSDVSSYLEREAVRLY TAWLVKGRG 1.47
RVEGTFTSDLSKOMEGQAAKEFTANLVKGRG 0.11
| HVEGTFTSDVSKQMEGQAAKEF IAWLVKGRG 0.04
HGEGTFTSDLSKQMEGQAAKEF I EWLKNGGP-NH2 1.44
HGEGTFTSDLSKOMEERAAKEFIEWLKNGGP-NH2 2.80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.07
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLVKGRPSSGAPPPS 3.30
-NH2
HAEGTFTSDVSKQLEEEAAKEF IAWLVKGRG 2.15
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF 1 EWLXNGGP-NH2 2.36
HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLF IAWLVKGRG 3.25
HVEGTFTSDVSSYLEERAAKEFTAWLVKGRG 1.00
HVEGTPTSDVSSYLEGQAAKEFTAWLKNGRG 0.20
HVEGTFTSDVSSYLEGQARKEPTAWLVRGRG 1.00
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVEGRG 2.12

Se realizé en monos cinomélogos un estudio farmacocinético de Val® — GLP — 1

—1gG1 y Val®* — GLP — 1 — HSA. Se administrd una dosis a los monos de 5,6 nmoles’kg

A6y
S
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tanto con Val®* — GLP — 1 - IgGl o con Val® — GLP — 1 — HSA purificadas. Se
administraron los compuestos en forma de administracién intravenosa de un bolo. Se
recogié sangre antes de la administracién de la dosis y a 0,083, 0,25, 0,5, 1, 4, 8, 12, 24,
48, 72, 96, 120, 144, 168 y 216 horas depués de la dosis en tubos que contenian EDTA.
Se determinaron las concentraciones en plasma de Val® — GLP — 1 inmunorreactiva
utilizando un radioinmunoensayo que utiliza un antisuero policlonal cuya especificidad
principal cs para la region (7 — 16) del extremo N terminal de Val® — GLP - 1 (7 - 37).
La figura 9 representa la concentracién cn plasma de Vat® — GLP — 1 — Fc y Val®* - GLP
— 1 — engarce — HSA seguido dc una dosis Gnica intravenosa a dos monos cinomélogos.
La proteina c_le fusién de Fc tenia una semivida de aproximadamentc 45 horas y la

protefna de fusién de albimina tenfa una semivida de aproximadamente 87 horas.

Ejempl

Sc estudiaron dos perros sabuesos macho normales canulados crdnicamente
después de una noche de ayuno. Se accedi6 a puertos de acceso vascular venoso y
arterial y se inserté percutdncamente un catéter en una vena cefilica y se ascgurd. Los
animales se colocaron en jaulas y sus catéteres se acoplaron a un sistema giratorio / de
correas. Una solucién que contenia la proteina de fusién exendina — 4 - IgG1 (11, 8uM)
se inyecté intravenosamente (1,0 nmoles’kg) a través dcl catéter de la vena cefélica.
Después se limpio el catéter con 10 ml de solucién salina. Dos horas después, se inici6
una pinza hiperglucémica (150 mg/dl) y se continué durante tres horas. Se tomaron
muestras de sangre arterial durante este perfodo de 5 horas para detcrminar las
concentraciones en plasma de la protcina de fusién, glucosa e insulina.

Los resultados de este estudio se compararon con los de un estudio
similar previo en el que los dos animales habian recibido un bolo de solucién salina., s.

c. y tres horas més tarde se estudiaron utilizando una pinza hiperglucémica durante 3

<13



10

15

20

105

horas (150 mg/dl).

En ambos conjuntos de estudios, las concentraciones de glucosa en
plasma se determinaron usando un analizador de glucosa Beckman. Las concentraciones
de insulina en plasma se determinaron mediante personal empleado de Linco Research,

Inc. Usando un equipo RIA desarrollado en sus laboratorios. Los datos sc ilustran en las

figuras 10 y 11.

=IeGl:

Dos grupos de tres perros sabuesos machos normales recibieron 0,1 mg/Kg de
Gly® — GluZ — GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1 mediante administracién subcuténea
(abreviadamente SC) o intravenosa (abreviadamente IV). Las concentraciones en
plasma de la inmunorreactividad de Gly* — Glu2 — GLP — 1 — CEx — engarce — IgG1 se
dcterminaron mecdiante radioinmunocnsayo en mucstras recogidas desde 30 minutos
antes de la dosis hasta 216 horas después de la dosis para ambos grupos IV y SC. Estas
concentraciones sc usaron’ posteriormente para determinar los pardmetros
farmacocinéticos indicados. La semivida de eliminacién media de Gly* — Glu® — GLP
— 1 — CEx — engarce — IgG1 administrada IV fue aproximadamente de 55 horas y la
eliminacién total en el cuerpo era de 1,5 ml/lvkg. La semivida de eliminacién mcdia de
la Gly* - Gl — GLP — 1 — CEx — engarce — IgG] administrada SC fue
aproximadamente dc 38 horas.

<54
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lo contenido
en las siguientes
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
L. Una proteina de fusién heteréloga que comprende un primer polipéptido con
un extremo N terminal y un extremo C terminal condensados con un
segundo polipéptido con un extremo N terminal y un extremo C terminal en
la que el primer polipéptido es un compuesto GLP - 1 y el segundo
polipéptido se selecciona del grupo constituido por
a) albimina humana;
b) andlogos de albimina humana; y
b) fragmentos de albimina humana,
y en la que el extremo C terminal del primer polipéptido se fusiona al extremo N
terminal del segundo polipéptido.

2. Una proteina de fusién heterdloga que comprende un primer polipéptido con
un extremo N terminal y un extremo C terminal condensados con un
segundo polipéptido con un extremo N terminal y un extremo C terminal en
la que el primer polipéptido es un compuesto de GLP — 1 y el segundo
polipéptido se selecciona del grupo constituido por

a) alblimina humana;

b) andlogos de albimina humana; y

c) fragmentos de albimina humana,
y en la que el extremo C terminal del primer polipéptido se fusiona al extremo N
terminal del segundo polipéptido mediante un enlazador de péptidos.

6O
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3. La protefna de fusién hetcréloga de la reivindicacién 2 en la que el engarce

de péptidos se selecciona del grupo constituido por:

a) un péptido rico en glicina;

b) un péptido que tiene la secuencia [Gly ~ Gly — Gly — Gly - Ser], en el que
nesl,2,3,4,5066;y

¢) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser]s.
4, La proteina de fusién heterdloga de las reivindicaciones 1, 2, 6 3 en la que el

compuesto de GLP — 1 comprende la sccuencia de férmula I [SEC ID N° 2]

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

His — Xaa ~ Xaa —Gly — Xaa — Phe — Thr — Xaa — Asp — Xaa — Xaa -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Ile — Xaa ~ Xan — Xaa — Xna — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa -

40 41 42 43 44 45

Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula I (SEC ID N°2)

cn la que:

Xaa en la posicion 8 es Aln, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicién 9 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 11 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaa cn la posicién 14 cs Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ilc, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicién 16 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Tip o

'
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Lys;

Xaa en la posicién 17 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 18 es Ser, Ala, Gly, Thr, Lcu, lle, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr o
Lys;

Xaa en la posicién 19 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, o Lys;

Xaa en la posicién 20 es Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp, Met, Trp,
Tyr o Lys;

Xaa en la posicién 21 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 22 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, o Lys

Xag en la posicién 23 es Gin, Asn, Arg, Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 24 es Ala, Gly, Scr, Thr, Ley, lle, Val, Arg, Glu, Asp o Lys;
Xaoa en la posicién 25 es Ala, Gly, Scr, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Aspo Lys;

Xaa en la posicién 26 es Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posicién 27 es Leu, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 30 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ilc, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 31 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 32 es Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xan en la posicion 33 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Ley, lle, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 34 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp o His;

Xaa en la posicién 35 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicidn 36 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp o His;

Xaa en la posicién 37 cs Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Aspo Lys o

se ha suprimido;

Xaa en la posicién 38 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;
Xaa en la posicién 39 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His, o se ha suprimido;
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Xaa en la posicién 40 es Gly, Asp, Glu o Lys o se ha suprimido;

Xaa en la posicion 41 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

Xaa cn la posicién 42 es Ser, Pro, Lys, Glu o Asp, o se ha suprimido;

Xaa en la posicién 43 es Ser, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

Xaa en la posicion 44 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

y

Xaa en la posicidn 45 es Ala, Ser, Val, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;
con la condicién de que cuando el aminodcido en la posicién 37, 38, 39, 40, 41, 42,43 6
44 se ha suprimido, entonces cada aminodcido cadena abajo de ese aminoécido también

se ha suprimido.

5. La proteina de fusién heter6loga de las reivindicaciones 1,2 6 3 en la que el
compuesto de GLP — 1 comprende la secuencia de férmula 11 (SEC ID N° 3)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xan — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xan — Ala — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xaa — Xaa — Leu ~ Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula II (SEC ID N° 3)

cn la que:

Xaa en la posiciébn 7 es: L - histidina, D — histidina, dcsaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o« — fluorometilhistidina 0 o —

metithistidina;
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Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;
Xea en la posicién 9 es: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu o His;
Xaa en la posicién 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
Xea en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
5 Xaa en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu o Als;
Xag cn la posicién 18 es: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Scr, Ala o Lys;
Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu, Gln o Arg;
Xaa en la posicion 24 es: Glu, Arg, Ala o Lys;
10 Xaa en la posicién 26 es: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;
Xaa en Ja posicion 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser ¢ His;
Xaa en la posicion 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;
Xoaen la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
15 Xaa en la posicioén 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
Gly;
Xaa en la posicién 36 es: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
Xaa cn la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
20 Gly —Pro o se ha suprimido.

6. La protcina de fusion heterdloga de las reivindicaciones 1,2 6 3 en la que cl
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de {6rmula 11l (SEC ID N° 4)
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
25 Xaa — Xaa — Glu —Gly — Xaa — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -
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18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Lys — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

lic — Xaa — Trp — Leu — Xaa — Xana — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula I1I (SEC ID N° 4)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, « — fluorometilhistidina o0 a —

metilhistidina;

Gly;

Xaa cn la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Le, Ile, Ser o Thr;
Xaa en la posicién 11 cs: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
Xaa en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;
Xaa en la posicidn 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicion 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaa en la posicién 24 es: Glu, His, Ala o Lys;
Xaaen la pqsicién 25 es: Asp, Lys, Glu o His;
Xaa en la posicion 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaa en la posicion 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicion 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Al-a, Gly o Gly;
Xaa en la posicién 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicion 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

Xaa en la posicién 36 es: Asp, Glu o His;
Xaa en la posicion 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
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Gly — Pro o se ha suprimido.

7.

La protefna de fusién heteréloga de las reivindicaciones 1,2 6 3 en la que el
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula IV (SEC ID N° 5)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xea — Xaa — Glu —Gly — Thr — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu - Xaa — Xaa — Ala — Ala — Xaa —- Glu — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

le — Xaa — Trp — Leu — Val — Lys — Xaa — Arg — Xaa

Férmula IV (SEC ID N° 5)

en la que:

Xaa en la posicion 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminchistidina, 2 -

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o o —

metilhistidina;

Glu;

Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser, o Thr;

Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xaa en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;

Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xaa en la posicion 23 cs: His, Asp, Lys, Glu o Gin;

Xaa en la posicién 26 es: Asp, Lys, Glu o His;

Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;

Xaa en la posicidn 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

66
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Xaa cn la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, -NH,,
Gly, Gly — Pro o Gly — Pro - NHj, o se ha suprimido.
8. La proteina de fusion heteréloga de las reivindicaciones 1,2 6 3 en la que el
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula V (SEC ID N° 6)
5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa — Xaa ~ Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Val — Ser—
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Ala — Ala — Lys — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37
10 Ile — Xaa — Trp — Leu — Val — Lys — Gly — Arg — Xaa
Férmula V (SEC ID N° 6)
en la que:
Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, & — fluorometilhistidina 0 o —
15 metilhistidina;
Xan en la posicién 8 es: Gly, Ale, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;
Xaa en la posicién 22 es:; Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xea en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaa en la posicién 24 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
20 Xaa cn la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Scr o His;
Xaa cn la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly ~ Pro o se ha suprimido.

9. La protefna de fusién heterdloga de las reivindicaciones 1,2 ¢ 3 en la que el
25 compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula VIII (SECIDN° 11)

et
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa — Xaa — Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Xaa — Xaua — Glu — Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 135 136 37

Ile ~ Xaa — Trp — Leu — Xaa — Xag — Gly — Xaa — Xaa

Férmula VIII (SECIDN° 11)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o0 o —
metilhistidina;

Xaa cn la posicién 8 es: Gly, Ala o Val;

Xaa en la posicién 16 es: Leu o Val;

Xaa en la posicién 18 es: Lys o Ser;

Xan en la posicién 19 es: GIn o Tyr;

Xaa en la posicion 20 es: Met o Leu;

Xaa en la posicion 22 es: Glu o Gln;

Xaa en la posicién 23 es: Glu o Gin;

Xaa en la posicion 25 es: Val o Ale;

Xaa en la posicién 26 es: Arg o Lys;

Xaa en la posicién 27 es: Leu o Glu;

Xaa en la posicién 30 es: Glu o Ala;

Xaa en la posicion 33 es: Val o Lys;
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Xaa en la posicion 34 es: Asn o Lys;
Xan en la posicion 36 es: Gly o Arg; y
Xaa en la posicién 37 es: Gly, Pro, Pro — Ser — Ser — Gly — Ala — Pro — Pro -

Pro — Ser, o se esta ausente.

10.

11.

12

13.

La protefna de fusién heterdloga de las reivindicaciones 1 a 9 en la que el
compuesto GLP - 1 no tiene mis de 6 aminoécidos que son diferentcs del
correspondiente aminoécido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP — 1 (7 — 36) OH

o exendina — 4.

La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacién 10 en la quc el
compucsto GLP — 1 no tienc més de 5 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminoécido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP - 1 (7 — 36) OH

o exendina — 4.

La protefna de fusién heterSloga de la rcivindicacién 11 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene més de 4 aminodcidos que son diferentes del
correspondientc aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP -1 (7 — 36) OH

o exendina — 4.

La protcina de fusién heterdloga de la reivindicacién 12 en la quc el
compuesto GLP — 1 no tiene més de 3 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP - 1 (7 - 36) OH

o exendina — 4.

C6T
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15.

16.

17.

18.

19.
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La proteina de fusién hecterdloga de la rcivindicacién 13 en la que el
compuesio GLP — 1 no ticnc més de 2 aminoécidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP — 1 (7 - 36) OH

o exendina — 4.

La protefna de fusién hetcréloga de una cualquicra de las reivindicaciones de

1 a 14 en la que Xaa en la posicién 8 es glicina o valina.

La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacién 8 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méds de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido-en GLP -1 (7 -37) OH o GLP - 1 (7 - 36)OH
y Xaa en la posicion 8 es glicina o valina y Xaa en la posicién 30 es alanina,

dcido glutdmico, 4cido aspértico, serina o histidina.

La protcina de fusién heterGloga de la reivindicacion 16 en la que Xaa cn la

posicién 30 es icido glutdmico.

La protelna de fusién heterbloga de la reivindicacion 8 en la que el
compucsto GLP — 1 no tiene mis de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7—-37) OH o GLP -1 (7 - 36)OH
y Xaa en la posif:ién 8 es glicina o valina y Xaa cn la posicién 37 es
histidina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, dcido aspdrtico, dcido glutdmico,
scrina, treonina, arginina o lisina.

La proteina de fusion heter6loga de la reivindicacién 18 en la que Xaa en la

0



10

15

20

25

20.

21.

23.

24,

25.

26.
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posicién 37 es histidina.

La protcfna de fusiéon heterbloga de la reivindicacién 8 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene més de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminoacido en GLP — 1 (7 -37) OH o GLP -1 (7 - 36)OH
y Xaa en la posicidn 8 cs glicina, valina, lcucina, isoleucina, serina, treonina
o metionina y Xaa en la posicién 22 es édcido aspértico, d’cido glutdmico,
lisina, arginina, asparagina, glutamina o histidina.

La protefna de fusion heterdloga de la reivindicacién 20 cn la que Xaa en la

posicion 22 cs lisina o dcido glutdmico.

La proteina de fusion heteréloga dc la reivindicacién 8 en la quc el
compuesto GLP — | es Val® - GLP—1 (7-37).

La protefna de fusién heterfloga de la reivindicacién 8 en la que el
compuesto GLP — 1 es Gly* - GLP - 1 (7-37).

La protefna de fusion heteréloga de una cualquiers de las reivindicaciones de

1 a2 23 en la que el segundo polipéptido es alblimina humana.

La proicina de fusién hetcréloga de la reivindicacion 24 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID N° 34.

La protefna de fusién heterdloga de una cualquiera de las reivindicaciones de

v\
>
S——
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1 a 23 cn la que el segundo polipéptido es un fragmento del extremo N
tcrminal de albimina.

Una proteina de fusién heteréloga que comprende un primer polipéptido con
un extremo N terminal y un extremo C terminal fusionado a un segundo
polipéptido con un extrmo N terminal y un extremo C terminal en la que el
primer polipéptido es un compuesto GLP — 1 y el segundo polipéptido se
selecciona del grupo constituido por

a) la porcién Fc de una inmunoglobulina,

b) un andlogo de la porcién Fe de una inmunoglobulina;

c) fragmentos de la porcién Fec de una inmunoglobulina, y en la que el
extremo C terminal del primer polipéptido esté condensado con

extremo N terminal del segundo polipéptido.

Una proteina de fusién heteréloga que comprende un primer polipéptido con
un cxtremo N terminal y un extremo C terminal condensado a un segundo
polipéptido con un extremo N terminal y un extremo C terminal en la que el
primer polipéptido es un compuesto GLP — 1 y el segundo polipéptido se
selecciona del prupo constituido por

a) la porcién Fc de una inmunoglobulina;

b) un andlogo de la porcién Fe de una inmunoglobulina;

c) fragmenios de la porcidn Fc de una inmunoglobulina, y en la que el
extremo C terminal del primer polipéptido estd condensado con el
extremo N terminal del segundo polipéptido mediante un engarce de
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péplidos.

La protefna de fusién heterdloga de la reivindicacién 28 en la que el engarce
de péptidos se selccciona del grupo constituido por
a) un péptido rico cn glicina;
b) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly - Gly - Ser], enla
quenes], 2, 3,4,566;y
¢) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser];.

La proteina de fusién heter6loga de una cualquiera dc las reivindicaciones
27, 28 6 29 en la que el compuesio GLP — 1 comprende la secuencia de
férmula 1 [SEC ID N° 2]

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

His — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Phe — Thr — Xaa — Asp — Xaa — Xaa -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 139

lle — Xaa ~ Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xan — Xaa — Xaa — Xaa -

40 41 42 43 44 45

Xaa — Xaa — Xna — Xaa — Xaa — Xaa

Formula I (SEC ID N°2)

en la que:

Xaa en la posicidn 8 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 9 cs Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 11 es Thr, Ale, Gly, Ser, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;
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Xaa en la posicién 14 ¢s Scr, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 16 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp o
Lys;

Xaa en la posicién 17 cs Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 18 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr o
Lys;

Xaa en la posicion 19 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, o Lys;

Xaa en ]a posicién 20 es Leu, Ala, dly, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp, Met, Trp,
Tyr o Lys;

Xaa en la posicion 21 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 22 cs Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lie, Val, Glu, Asp, o Lys

Xaa en la posicién 23 es Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 24 cs Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Arg, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicién 25 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicidn 26 es Lys, Arg, Gin, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posicién 27 es Leu, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 30 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 31 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 32 es Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 33 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Ley, lle, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicion 34 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp o His;

Xaa en la posicion 35 cs Gly, Ala, Ser, Thr, Ley, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 36 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp o His;

Xaa en la posicién 37 es Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Aspo Lys o

25 se ha suprimido;

M
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Xaa en la posicién 38 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o sc ha suprimido;
Xaa cn la posicién 39 cs Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His, o se ha suprimido;
Xaa cn la posicion 40 es Gly, Asp, Glu o Lys o se ha suprimido;
Xaa en la posicion 41 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp o Lys, o sc ha suprimido;
5 Xaa en la posicién 42 es Ser, Pro, Lys, Glu o Asp, o se ha suprimido;

Xaa cn la posicién 43 es Ser, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;
Xaa cn la posicién 44 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;
y
Xaa en la posicitn 45 es Ala, Ser, Val, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

10 con la condicién de que cuando el aminoécido en la posicién 37, 38, 39, 40, 41,

| 42,43 6 44 sc ha suprimido, después cada aminodcido cadena abgjo de cste aminoacido

también se ha suprimido.

31. Laproteina de fusién heterdloga de las reivindicacioncs 27,28 29 en la
15 que ¢l compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula I1 (SEC ID N° 3):

7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Xaa — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser -

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
20 Xaa — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

lle — Xaa — Xaa — Leu — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula I1 (SEC ID N° 3)

en la que:

25 Xaa cn la posicién 7 es: L - histidina, D — histidina, desaminohistidina, 2 -

15
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aminohistidina, B — hidroxihistidina, homohistidina, @ — fluorometilhistidina 0 o —

metilhistidina;

10

15

Glu;
20

Xan en la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Ley, lle, Ser o Thr;

Xaa en la posicién 9 es: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu o His;

Xaa en la posicién 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;

Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe ol Tyr;

Xaa en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu o Ala;
Xaa en la posicién 18 es: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala o Lys;

Xaa en la posicion 22 cs: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu, Gln o Arg;

Xaa en la posicion 24 es: Glu, Arg, Ala o Lys;

Xaa en la posicidn 26 es: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;

Xaa en la posicién 27 es: Ala, Gly, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

Xaa en la posicidn 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;

Xaa en la posicién 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;

Xaz en la posicion 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;

Xaa en la posicién 34 es: Glu, Lys o Asp;

Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

Xna en la posicién 36 cs: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
Xaa en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly — Pro o se ha suprimido.

32. La proteina de fusién heterdloga de las reivindicaciones 27,28 6 29 en la

25 que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula 111 (SEC ID N° 4):

6
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa — Xaa — Glu —Gly — Xaa — Xaa — Thr —- Ser — Asp — Xaa — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa - Xaa — Lys — Xaa - Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xoa — Trp — Leu — Xaa — Xaa - Xaa — Xaa— R

Férmula I1I (SEC ID N° 4)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o« — fluorometilhistidina 0 o -

metilhistidina;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;
Xaa en la posicién 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
Xaa en la posicién 16 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;
Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaa en la posicién 24 es: Gly, His, Ala o Lys;
Xaa en la posicién 25 es: Asp, Lys; Glu o His;
Xoa en la posicién 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicion 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicién 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

Y
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Xaa en la posicién 36 cs: Asp, Glu o His;
Xaa en la posicién 37 cs: Lys, Arg, Thr, Scr, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Giy,

Gly — Pro o se ha suprimido.

33. La proteina dc fusién heterdloga de las reivindicaciones 27, 28 6 29 en la

que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula IV (SEC ID N® 5):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa — Xaa — Glu —Gly — Thr — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaa - Scr -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Ala— Ala — Xaa — Glu — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

lle — Xan — Trp — Leu — Val — Lys — Xaa — Arg — Xaa

Férmula IV (SEC ID N° 5)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, ¢ — fluorometilhistidina 0 o —

metilhistidina;

Xaa cn la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, o Thr;

Xaa en la posici6n 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xana en la posicién 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;
Xaz en la posicion 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Xag en la posicién 23 cs: His, Asp, Lys, Glu o Gln;

Xaa en la posicién 26 es: Asp, Lys, Glu o His;

ZL
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Xaa en la posicion 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicidn 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o

Xan en la posicién 37 es: Lys; Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Tip, Tyr, Phe, His, Gly,

5 Gly—Pro o s¢ ha suprimido.

10

15

20

34. La proteina de fusidn heteréloga de las reivindicacioncs 27,28 6 29 ¢n la

que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de V (SEC ID N° 6):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa - Xaa — Glu —Gly — Thr ~ Phe — Thr — Ser — Asp — Val — Ser -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser — Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Ala— Ala — Lys — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Xaa — Trp — Leu — Val — Lys — Gly — Arg — Xaa

Férmula V (SEC ID N° 6)

en la que:

Xaa cn la posicion 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, o« — fluorometilhistidina o o —
metithistidina;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

Xaa en la posicién 22 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicidn 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xana cn la posicidn 24 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaa en la posicién 30 cs: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

25 Gly - Pro o se ha suprimido.

<¥4
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35. La proteina de fusién heteréloga de las reivindicaciones 27, 28 6 29 en la que cl
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula VIII [SEC ID N° 11]

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xan — Xaa — Glu —Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Xaa — Ser ~
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Xaa — Xaa —- Xan — Glu — Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xan —Xaa — Phe -
10 29 30 31 32 33 34 35 136 37
Ile — Xaa — Trp— Leu — Xaa — Xaa — Gly —Xaa-R
Férmula VIII (SEC ID N° 11)
en la que:
Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
15 aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, @ ~ fluorometilhistidina 0 a —
metilhistidina;
Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala o Val;
Xan en la posicién 16 es: Leu o Val;
Xaa en la posicién 18 es: Lys o Ser;
20 Xaa en la posicién 19 es: Gln o Tyr;
Xaa en la posicién 20 cs: Met o Leu;
Xaa en la posicién 22 es: Glu o Gln;
Xan en la posicién 23 es: Glu o Gln;
Xaa en la posicion 25 es: Val o Ala;
25 Xaa en la posicién 26 es: Arg o Lys;
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Xaa en la posicion 27 es: Leu o Glu;

Xaa en la posicién 30 es: Glu o Ala;

Xaa en la posicién 33 es: Val o Lys;

Xaa cn la posicién 34 ¢s: Asn o Lys;

Xaa en la posicion 36 es: Gly o Arg; ¥y

Xaa en la posicién 37 es: Gly, Pro, Pro — Ser — Ser — Gly — Ala — Pro — Pro—Pro

- Ser o estd ausente.

36. La proteina de fusion heterdlopa de las reivindicaciones 27 a 35 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méds d¢ 6 aminodcidos que son diferentes del
correspondicnte aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP -1 (7 — 36) OH o

excndina ~ 4.

37. La proteina de fusién heterloga de la reivindicacién 36 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méds de 5 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 - 37) OH, GLP -1 (7-36) OH o
exendina — 4.

38. La proteina de fusién heter6loga de la reivindicacién 37 en la que el compuesto
GLP — 1 no ticnc mis de 4 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
aminoécido en GLP — 1 (7 —37) OH, GLP -1 (7 - 36) OH o exendina — 4.

39. La proteina dc fusién heterdloga de la reivindicacién 38 en la que el compuesto
GLP — 1 no tiene mis de 3 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
aminodcido en GLP — 1 (7 —-37) OH, GLP — 1 (7 - 36) OH o exendina — 4.
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40. La proteina de fusién heterbloga dc la reivindicacion 39 en la que el
compuesto GLP — 1 no tienc mis de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 - 37) OH, GLP -1 (7-36) OH o
exendina — 4.

4]. La proteina de fusién heteréloga de una cualquiera de la reivindicaciones 27 a 40

en la que Xaa en la posicién 8 es glicina o valina.

42. La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacion 34 en la que cl compuesto
GLP — 1 no tiene mds de 2 aminoiécidos que son diferentes del correspondiente
aminoécido en GLP — 1 (7-37) OH o GLP — 1 (7 — 36)OH y Xea cn la posicién 8
es glicina o valina y Xaa cn la posicién 30 es alanina, 4cido glutdmico, écido

aspdrtico, serina o histidina.

43. La proteina de fusion heteréloga de la reivindicacion 42 en la que Xaa en la
posicion 30 es dcido glutimico.

44, La proteina de fusion heterdloga de la reivindicacién 34 en la que el compuesto
GLP —~ 1 no tiene més de 2 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
aminodcido cn GLP — 1 (7 - 37) OH o GLP — 1 (7 — 36)OH y Xaa cn la posicitn 8
es glicina o valina y Xaa en la posicién 37 es histidina, fenilalanina, tirosina,

triptéfano, dcido aspértico, dcido glutdmico, serina, treonina, arginina o lisina.

45. La proteina 'de fusién heteréloga de la reivindicacién 44 en la que Xaa en la
posicién 37 es histidine.
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46. La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacidn 34 en -la que el compuesto
GLP — 1 no tiene mis de 2 aminodcidos que son difercntes del correspondiente
aminodcido en GLP — 1 (7 —-37) OH o GLP — 1 (7 — 36) y Xaa en la posicion 8 es
glicina, valina, leucina, isoleucina, scrina, treonina o mctionina y Xaa en la posicién
22 es dcido aspdrtico, dcido glutdmico, lisine, arginina, asparagina, glutamina o

histidina.

47. La proteina dc fusion heter6loga de la reivindicacién 46 en la que Xaa en la
posicién 22 es lisina o dcido gutémico.

48. La protefna de fusién heteréloga de la reivindicacién 34 en la que ¢l compuesto
GLP-1csVal-8—-GLP-1(7-137).

49. La proteina de fusion heterSloga de la reivindicacién 34 en la que el compuesto
GLP-1esGly-8-GLP-1(7-37).

50. La protefna de fusién hetcréloga de una cualquiera de las reivindicaciones 27 a
49 en la que el segundo polipéptido cs la porcidn Fe de una Ig seleccionda del grupo
constituido por: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgE, IgA, IgD o IgM.

51. La proteina de fusién heteréloga de una cualquiera de las reivindicaciones 27 a
50 en la que ¢l segundo polipéptido es la porcién Fc de una Ig seleccionda del grupo
constituido por: IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4.

’

23
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52. La proteina dc fusién heterdloga dc la reivindicacion 51 en la que el segundo

polipéptido es la porcién Fc de una inmunoglobulina IgG1.

53. La proteina de fusién heteréioga de la reivindicacién 51 en la que el segundo
polipéptido es la porcién Fc de una inmunoglobulina IgG4.

54. La proteina de fusién heter6loga dc las reivindicaciones 50 a 53 en la que la IgG

es humana
55. La proteina de fusion heter6loga de una cualquiera de las reivindicaciones 27 a
54 en la que la porcién Fc comprende los dominios de la regién flexible, CH; y

CHs.

56. La proteina de fusioén heterdloga de la reivindicacidn 52 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID NO 32.

57. Un polinucleStido que codifica un proteina de fusidn heterSloga de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.
58. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 57.
59. Una célula huésped que comprende ¢l vector dc la reivindicacién 58.

60. Una célula huésped que expresa &l menos una proteina de fusién heteréloga de

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.
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61. La célula huésped de la reivindicacién 60 en la que dicha célula huésped es una
célula del ovario de un hdmster chino (CHO).

62. Un procedimiento para producir una proteina de fusién heteréloga que
comprende las ectapas de transcripcidn y traduccidn de un polinucleétido de la
reivindicacién 57 en condiciones en las que la proteina de fusion heterdloga se expresa

cn cantidades detectables.

63. Un procedimiento para normalizar los niveles de glucosa en sangre en un
mamifero en neccsidad del mismo que comprende la administracién de una cantidad

terapéuticamente eficaz dec una proteina de fusion heterdloga de una cualquiera de las

- reivindicaciones 1 a 56.

64. Un procedimiento para tratar -un pacientc con diabetes mellitus no insulino
dependiente que comprende la administracidon de una cantidad terapéuticamente eficaz
de una protefna de fusién heterdloga de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.

65. Un procedimienio para tratar la obesidad que comprende la administracion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusién heterdloga de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.

66. El uso de una protefna de fusién hetcréloga como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56 para la claboracién de un medicamento con el

fin de tratar a pacientes con diabetes mellitus no insulino dependiente.
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67. El uso de una proteina de fusién heteréloga como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56 para la elaboracién de un medicamento con el

fin de tratar a pacientes con obcsidad.

68. Una formulacién farmacéutica adaptada para el tratamicnto de pacientes con
diabetes no insulino dependiente que comprende una proteina de fusién heteréloga de

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.

10 69. La protefna de fusién heteréloga de las reivindicaciones 1,263 enlaqueel
compuesto de GLP - 1 comprende la sccuencia de aminoédcidos de férmula IX (SEC ID
N° 12)

Xaa,-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaa;;~Thr-Ser-Asp-Xaa¢-Ser-
xaa;g—xaan—x,aazo-Glu-xaaz-.--Gln-ua-mzs-nys-xnai-,-
Phe-Ile-Xaaz;-Trp-Leu-Xaa3-Lys-Gly-Arg-Xaay,

15 Férmula IX (SEC ID N° 12)

en la que:
Xaa; es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, p —
hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a — metilhistidina;
20 Xaag cs: Ala, Gly, Val, Leu, Ilc, Scr o Thr;
Xaaz cs: Phe, Trp o Tyr;
Xaayg es: Val, Trp, lle, Leu, Phe o Tyr;
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Xan,g es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val;
Xaa,g es: Tyr, Trp o Phe;

Xaagy es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

Xaax es: Gly, Glu, Asp o Lys;

Xaays es: Ala, Val, lle, o Leu;

Xaags es: Glu, Ile o Ala;

Xasy, es: Ala o Glu;

Xaay; es: Val o lle; y

Xany; es: Gly, His, NH; 6 esti ausente.

70. La protefna de fusién heterloga de la rcivindicacién 69 cn la que el segundo
polipéptido es alblimina humana.

71. La proteina de-fusién heteréloga de la reivindicacién 70 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia SEC 1D N° 34.

72. La proteina de fusion heteréloga de la reivindicacién 69 en la que el segundo

polipéptido es un fragmento del extremo N ierminal de alblimina.

73. La proteina de fusién heter6loga de una cualquiera de las reivindicaciones 27,
28 6 29 en la que el compuesto GLP — 1 comprende la sccuencia de férmula IX (SEC
ID N° 12)
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Xaar-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaay;~Thr-Ser-Asp-Xaa;s-Ser-
Xaajg-Xaays-Xaazp-Glu-Xaaa-Gln-Ala-Xaa;s-Lys-Xaazq~
Phe-Ile-Xaas-Trp-Leu-Xaay-Lys-Gly-Arg-Xaay

Férmula IX (SEC ID N° 12)

en la que:

Xaaz es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, p —

hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina o o — metilhistidina;

Xang es: Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr;
Xaa; es: Phe, Trp o Tyr;

Xaajs es: Val, Trp, lle, Leu, Phe o Tyr;
Xaa,; es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, llc, Leu, Val;
Xaa,g es: Tyr, Trp o Phe;

Xaayp es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

Xaays es: Gly, Glu, Asp o Lys;

Xaays es: Ala, Val, Ile, o Leu;

Xasyy es: Gluy, Ile o0 Ala;

Xaajg es: Ala o Glu;

Xaayz es: Val o lle; y

Xeas7 es: Gly, His, NH; 6 estd ausente.

74. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacion 73 en la que el segundo

polipéptido es la porcién Fc de una Ig scleccionada del grupo constituido por IgGl,
1gG2, 1gG3, IgG4, IgE, IgA, IgD o IgM.
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75. La proteina de fusién heterbloga de las reivindicaciones 73 6 74 en la que el
segundo polipéptido es la porcién Fc de una Ig seleccionada del grupo constituido por:
IgG1, IgG2, IgG3 c I1gG4.

76. La protelna de fusion hetcréloga de la reivindicacién 75 en la que el
segundo polipéptido es la porcién Fe¢ de una inmunoglobulina IgG1.

77. L1a proteina de fusién heterbloga de la reivindicacién 75 en la que el
segundo polipéptido es la porcién Fc de una inmunoglobulina IgG4.

78. La proteina de fusion heteréloga de las reivindicaciones 73 a 78 en la que la

IgG es humana,

79. La proteina de fusién heterloga de Ia reivindicacién 75 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID N° 32.

80. La proteina de fusion heteréloga de una cualquier de las reivindicaciones 69

a 79 en la que el compuesto GLP - 1 se selccciona del grupo constituido por

<37
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Fig. 2 continuacién

4%0 495 - 800
Cys Phe Ber Ala Leu Glu Val Asp Glu Thxr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala
505 610 . 515 8520
Glu Thr Phs Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gln
538 530 535 540
Ile Lys Lys Gln Thr Ala Leu Val Glu Leu Val Lys His Lys Pxro Lys Ala Thrx
545 550 555
Lys Glu Gln Leu Lys Ala Val Mat Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cya
360 565 570 575
Cya Lys Kla Aap Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Qly Lys Lys Lau val
580 585

Ala Ala Ber Glmn Ala Alz Lesu Qly Leu
[SEC ID N° 34]
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rig. 12

climcmrcmmcnmcrmmmcccmcemccmcncc
:gucrccmmmrcmcrcncccccmccmac
:g:mmmmccmmcmmmmmm
ggnmmccmmcmmmcammm

GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
250
CGTACCETUTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTAGCACCAGGACTAGGCTGAAT
300
GGCAAGGAGTACAACTCCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
350
CGAGARAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCAGAGAACCACAGGTGT
" 400

+  ACACCCTGCCCCCATCCCGAGAGGAGATGACCAAGAACCAGETCAGCCTG

450
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCOGCCGTCGAGTGGGA
500
GAGCAATGCCCAGCOGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTAGCTGG
550
ACTCOGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCCTGGACAAGAGT
600
AGGTGGCAGCAGGAGAAACGTCTTCTCATGCTCCATGATGCATGAGGCTCT
650
GCACAACCACTACACGCAGAARAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAMATGAT
700

AGT [SECID N° 33]

Kol
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Fig. 13

1
GATGCACACAAGAGTAAGATTGCTCATCGGTTTAAAGA

50
AMTTTCAAAGCCTTGATOTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGT
100
GTCCATTTGAAGATCATGTAAMATTAGTGAATAARGTAACTGAATTTGCA
150 °
AAMAACATGTETTGCTGATCACTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCA
200
TACCCTTTTTGGAGACARATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
250
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTCCAAAACAAGAACCTGAGAGAAATGAR
300
TACTTCTTGCARACACAAAGATAACAACCCARACCTCCCCOGATTGGTGAG
350

ACCAGAGGTTCGATETGATGTGCACTGCTTT TCATGACAATGAAGAGACAT
400
TTTTGAAARAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
450

GCCCCGAAACT CCTTTTCITIGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGA
s00
ATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTACCTOTTGCCAAAGCTCAATG
550
AACTTCGGGATGARGGGAAGGCTTCETCTOCCAAACAGAGACTCAAGTGT
600
GCCAGTCTCCAAAAATTTOGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATEGGCAGTARC
650 .
TOGCCTGAGCCAGAGATTTCCCARMAGCTGAGT T TGCAGAAGTTTCCARGT
700
TAGTGACAGATCTTACCARAGTCCACACGAAATGCTGCCATGGAGATCTG
150 -
CTTGAATGTGCTGATAACAGIGCGGACCT TGCCAAGTATATCTGTGARAA
aoo
TCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAARAACCTCTGT
850 . .
TGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCT
900
GACTTGCCTTCATTAGCTCCTOATT I TGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAA
950
AAACTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGT TTTTGTATGAART
1000
ATGCAAGAAGGCATCCTAATTACTC TGOS TCCTOCTCCTAAGACTTEOC

608
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FPig. 13 continuacién

1050
AAGACATATAAAACCACTCTAGAGAAGTACTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
1100
TGAATGCTATGCCAARGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
1150
CTCAGAATTTAATCAAACARAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAG
1200
TACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCA
1250
AGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGG
1300
GCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAARRGAATGCCCTGTGCAGAA
1350 .
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTATGTTGCATGAGAAAAC
1400 .
GCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTIGGTGAACA
1450
GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCAAA
1500
GAGTTTAATGCTGAARCATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
1550
TGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
1600 .
AACACAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGAT
1650
TTCGCAGCTTTIGTAGAGAACTGCTGCAAGCGCTGACGATAAGGAGACCTA
1700
CTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTIGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEC ID N* 35]
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«<120> proteinss de fuslén de GLP -1
Al X-13991

<150> Us 60/251,954
<151> 2000~06-12

<160> 35

<170> patents en verslén 3.1

<210> 1

211> 31

<21> rar

<213> Homo sapiens

<400 1
#is Ala Glu Gly Thr phe Thr Ser val Ser 5er Tyr Leu Glu G)
1 y 5 AP 10 b 15 y

GIn Ala Ala Lys Glu phe Ile Ala Trp Leu Val Lys 6ly Arg G1
15' 2? ys ely 35‘ y

<210> 2

<211> 39

<2]12> PRT

«<213> Secuencia artificial

<220>

«220> ]
<221> wasc_caracteristicn



222>
<223>

<221>
<222>
<223>

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

<220>
<221>

<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

.-
Xaa en la posicion 2 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

3)..(3
Xaa en la posicion 3 es Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

5)..(®»
Xana en la posicién 5 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(8)..8)
Xaa cn la posici6n 8 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(10)..(10)
Xaa en la posicién 10 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Lew, Ile, Tyr, Glu, Asp
o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(11)..(11)
Xea en la posicién 11 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Aspo
Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(12). (12)

409



<223>

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

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

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

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

<220>
221>
<222>
<223>

<221>
<222>

Xaa en la posicién 12 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp, Lys,
Trp o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicion 13 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(14). .(14)

Xaa en la posicién 14 es Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp, Met,
Lys, Trp o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(15). .(15)
Xaa en la posicién 15 es Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(16). .(16)
Xaa en la posicién 16 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp, Trp
o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(7n..Q7
Xaa en la posicién 17 es Gin, Asn, Arg, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(18)..(18)



<223>

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

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

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

<221>
<222>
<223>

<220>
<2Q21>
22>
<223>

Xaa en la posici6én 18 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, llc, Val, Arg, Glu, Asp,
o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(19)..(19)
Xaa en la posicién 19 cs Ala, Gly, Ser, Thr, Leuy, e, Val, Glu, Asp o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(20) . (20)
Xaa en la posici6én 20 es Lys, Arg, Gln, Glu, Asp o His;

MISC_CARACTERISTICA

(21)..21)
Xaa cn la posicién 21 es Leu, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(24) . .(24)

Xaa en la posicidn 24 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(25) . .(25)
Xaa en la posicidn 25 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(26) . .(26)

clo



<223>

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

<220>

<221>
<222>
<223>

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

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

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

<220>
<221>

Xaa en la posicién 26 cs Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp, o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA

27 ..2D
Xaa en la posicién 27 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Aspo

Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(28) . .(28)
Xaa en la posicién 28 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp o His;

MISC_CARACTERISTICA

29)..(29)

Xan en la posicién 29 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(30)..(30)
Xaa en la posicién 30 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp o His;

MISC_CARACTERISTICA
31..G3D

Xaa cn la posicién 31 es Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o

Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

6ll



<222>
<223>

<221>

<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<223>

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

(32)..32)
Xaa en la posicidn 32 es Scr, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(33)..(33)
Xan cn la posicién 33 cs Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(34)..(34)
Xea en la posicién 34 es Gly, Asp, Glu, o Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

(35). (35

Xaa cn la posicién 35 es Ala, Phe, Trp, Tyr; Glu, Asp o Lys o se ha
suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

(36). .36)
Xaa en la posicién 36 es Ser, Pro, Lys, Glu o0 Asp o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
37..07
Xea cn la posicién 37 cs Ser, Pro, Glu, Asp o Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

il



7
222> (38)..(38)
<223> Xaa en la posicion 38 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys o se ha suprimido;
<220>
21> MISC_CARACTERISTICA
<222> 39)..(39)
<223> Xaa en la posicion 39 es Ala, Ser, Val, Glu, Asp o Lys o se ha suprimido;
<400> 2
His Xaa Xaa Gly Xaa Phe Thr Xaa Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Xan Xaa Xaa Xaa Xaa Phelle Xaa Xaa Xnn Xan Xaa Xea Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xas Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35
<210> 3
<211> 32
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccion sintética
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (n..QQ)
<223> Xaa en la posicion 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<222> 2)..(2

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leuy, Ile, Ser o Thr;
<220> .



<221>
<222>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
Q21>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

MISC_CARACTERISTICA

3..03)
Xaa en la posicion 3 es Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(5). .9
Xaa en la posici6n 5 es Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;

MISC_CARACTERISTICA

6.6 .
Xan en la posicién 6 cs His, Trp, Phe, o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(10). .( 10)

Xaa en la posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu
o Ala;

MISC_CARACTERISTICA

(12). (12)
Xaa en la posicién 12 es His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Alao Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicién 13 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;



<221>
<222>
<223>

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

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

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

<221>
<222>
<223>

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

<220>
<221>

MISC_CARACTERISTICA

17..(7
Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu, Gln o Arg;

MISC_CARACTERISTICA

(18). .(18)
Xaa en 1a posicion 18 es Glu, Arg, Ala o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(20) . .(20)
Xaa en la posicién 20 cs Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(21)..(21)
Xan en la posicidn 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(24)..(249)
Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

MISC_CARACTERISTICA

(25) . .(25)
Xaa en la posicién 25 es Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA



<222>
<223>

<221>

<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400> 3

10

27)..27)
Xaa cn la posicién 27 es Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;

MISC_CARACTERISTICA
(28)..(28)
Xaa en la posicion 28 es Glu, Lys o Asp;

MISC_CARACTERISTICA

(29) . .(29)

Xaa cn la posicién 29 es Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro,
His o Glu;

MISC_CARACTERISTICA
(30)..(30)
Xaa en la posicién 30 es Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

3.3
Xaa en la posicién 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
Gly o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(32)..(32)
Xaa en la posicién 32 es Pro o se ha suprimido;

Xan Xaa Xoa Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Leu Glu Gly

1

5 10 15

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Phe llc Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30

616



<210>
211>
212>

AL

11
4
32
PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

construccién sintética

MISC_CARACTERISTICA

@..M
Xaa cn la posicion 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

..
Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;

MISC_CARACTERISTICA
5)..5
Xaa en la posicién 5 es Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;

MISC_CARACTERISTICA

6) - (6)
Xaa en la posicién 6 es His, Trp, Phe, o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(10)..(10)

Xaa en la posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Gluo *
Ala;
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
<220>

<21> MISC_CARACTERISTICA

<222> 17n..(17

<223> Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gln;
<220>

<21> MISC: CARACTERISTICA

<222> (18)..(18)

<223> Xaa en la posicién 18 ¢s Glu, His, Ala o Lys;
<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (19)..(19)

<223> Xaa en la posicién 19 es Asp, Lys, Glu o His;
<220>

<21> MISC_CARACTERISTICA

<222> (21). .(21)

<223> Xaa en la posicion 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
<220>

<R21> MISC_CARACTERISTICA

Q> (24) . .(24)

<223> Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;



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

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

<220>
<221>
<222
<223>

<400> 4

13

MISC_CARACTERISTICA

27)..@27
Xaa en la posicién 27 es Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;

MISC_CARACTERISTICA

(28)..(28)
Xaa en la posicién 28 es Glu, Lys o Asp;

MISC_CARACTERISTICA
(29)..(29)
Xoa en la posicién 29 es Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro,

"His o Glu;

MISC_CARACTERISTICA

(30)..(30)
Xaa en la posicion 30 es Arg, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(31)..(31)

Xaa en la posicion 31 cs Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
Gly, o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(32)..32)
Xaa en la posicién 32 es Pro o sc ha suprimido;

Xan Xan Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaoa Scr Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15
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Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Phelle Xoa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xas Xaa

210>
Q211>
212>

20 25 30
5

32

PRT

<213> Sccuencia artificial

<220>
<223>
<220>
Q221>
222>
223>

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

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

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

<220>
<L21>
<222>

construccién sintética

MISC_CARACTERISTICA

1..<D
Xaa en la posicién 1 cs L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

@..2)
Xaa cn la posicion 2 es Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser, Mct o Thr;

MISC_CARACTERISTICA
(6). (6)
Xaa en la posicién 6 es His, Trp, Phe, o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(10). (10)

Xaa cn la posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Gluo
Ala;

MISC_CARACTERISTICA
(16). (16)



<223>

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

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

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

<220>
<21>
<222>
<223>

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

<221>
<222>
<223>

15

Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

MISC_CARACTERISTICA

17..a7
Xaa en la posicion 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA

(20) . .(20)
Xaa cn la posicidén 20 es Asp, Lys, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(24)..(29)
Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

MISC_CARACTERISTICA

(29)..(29)

Xaa en la posicién 29 es Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly Pro,
His o Glu;

MISC_CARACTERISTICA

(31)..(3D)

Xaa cn la posicién 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
Gly o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(32)..(32)
Xaa cn la posicién 32 es Pro o se ha suprimido;
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<400> 5
Xaa Xan Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Scr Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Glu Phe fle Xaa Trp Leu Val Lys Xaa Arg Xaa Xaa

20 25 30
<210> 6
<211> 32
22> PRT

<213> Secucncia artificial

<220

<223> construcci6n sintética

<220>

<221> MISC _ CARACTERISTICA

<22> ..

<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<R

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> 2)..)

<223> Xaa en la posicion 2 cs Gly, Ala, Val, Leuy, Ile, Ser o Thr;

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<> (16). .(16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
<220>

21> MISC_CARACTERISTICA

<22 a7n..an

<223> Xaoa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gin;

<220>

221> MISC_CARACTERISTICA



<220
<221>

<223>

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

<400> 6

17

(18)..(18)
Xaa en la posicién 18 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(24). .(29)
Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

MISC_CARACTERISTICA

(31..(3)

Xaa en la posicion 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
Gly, Gly — Pro, o se ha suprimido.

MISC_CARACTERISTICA
(32)..(32)
Xaa en la posicién 32 es Pro o se ha suprimido;

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phe lle Xaa Trp Leu Val Lys Gly Arg Xaa Xaa

<210>
<211>
<212>

20 25 30

7
31
PRT

<213> Secuencia artificial

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

construccién sintética

MISC_CARACTERISTICA

3y



18 | AR g
<222> ..
<223> Xaa cn la posicién 1 cs L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
21> MISC_CARACTERISTICA
<222> 2..2
<223> Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Val, Thr, Ile y alfametil — Ala;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<222> (15). .(15)
<223> Xea en la posicion 15 cs Glu, Gin, Ala, Thr, Scr y Gly;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222 (21)..21)
<223> Xaa en la posicion 21 es Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly;
<400> 7
Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Xaa Gly
1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Xaa Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25 30
<210> 8
211> 30
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccién sintética
<220>
Q21> MISC_CARACTERISTICA

Q22> 19). .(19)



19
<223> Xaa en la posicion 19 es Lys o Arg;
<220>
221> MOD_RES
Q2> 27N ..27
<223> ACETILACION;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<022> (30)..(30)
<223> Xaa en la posicién 30 es Gly;
<220>
<221> MOD_RES
<222> (30). .(30)
<23> AMIDACION
<400> 8
Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Gly Gly Glu
1 5 10 15

Ala Ala Xaa Glu Phelle Ala Trp Lcu Val Lys Gly Arg Xaa

20 25 30
<210> 9
<211> 39
L12> PRT

<213> Secuencia artificial

<L20>

<223> construccidn sintética

<400> 9

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met GluGin
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phelle Glu Trp LeuLys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

42



20

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Scr

35
<210> 10
<ll> 39
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccion sintética
<400> 10
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Giln Met Glu Glu

1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phellc Glu TrpLeu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 11
<2l11> 39
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccion sintética
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
222> 1)..)
<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 cs Gly, Ala o Val;
<2220>



<221>
<222>
<223>

<220>
<21>
<222>
<L23>

<220>
<221>
22>
<223>

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

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

<221>

<222>

<223>

<221>

<222
<223>

21

MISC_CARACTERISTICA

(10). .(10)
Xaa en la posicién 10 es Leu o Val;

MISC_CARACTERISTICA
(12). .(12)
Xaa en la posicién 12 es Lys o Ser;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicion 13 es Gln o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(19)..(19)
Xaa en la posicion 14 es Met o Leu;

MISC_CARACTERISTICA

(16)..(16)
Xaa en la posicidn 16 es Glu o Gln;

MISC_CARACTERISTICA
an..an

Xaa en la posicion 17 es Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA

(19). .(19)
Xaa en la posicién 19 es Val o Ala;

(LY



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

<220>
<221>

<223>

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

22

MISC_CARACTERISTICA

(20) . .(20)
Xaa en la posicién 20 es Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

@1)..21H
Xaa en la posicién 21 es Leu o Glu;

MISC_CARACTERISTICA

24) . .24)
Xaa en la posicién 24 es Glu o Ala;

MISC_CARACTERISTICA

27)..227)
Xaa en la posicién 27 es Val o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(28) . .(28)
Xaa en la posicion 28 es Asn o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(30)..30)

Xaa en la posicion 30 es Gly o Arg; y

MISC_CARACTERISTICA

(31)..(31)
Xaa en la posicién 31 es Gly o Pro;



<220>
<221>
Q2>
<223>

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

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

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

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

<221>
<222
<223>

<21>
<222>

23

MISC_CARACTERISTICA
(32)..(32)
Xaa en la posicién 32 cs Ser o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(33)..(33)
Xaa cn la posicién 33 es Ser o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(34)..(34)
Xaa en la posicién 34 es Gly o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(35)..(35)
Xaa cn la posicién 35 es Ala o estéd auscnte;

MISC_CARACTERISTICA
(36) . .(36)

Xaa cn la posicion 36 es Pro o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
37)..37

Xaa en la posicion 37 es Pro o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(38) . (38)



24
<223> Xaa en la posicién 38 es Pro o esid ausente;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (39)..39)
<223> Xaa en la posicion 39 es Pro o estd auscnte;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
Q22> 39)..(39)
<223> Xaa en la posicién 39 cs Ser o estd ausente;
<400> 11
Xaa Xea Glu Glu Thr Phe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa-Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10 15
Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Phelle Xaa Trp Leu Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaz Xan Xaa Xaa
35 '
210> 12
<2l1> 31
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccion sintética
<220>
221> MISC_CARACTERISTICA
<222> 1)..(D
<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA

<22 ..

630
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<223> Xana en la posicién 2 es Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Sero Thr;

<220>
<221>
222>
<223>

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

<2Q21>
<D
<223>

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

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
Q2>
<223>

<220>
<221>

MISC_CARACTERISTICA
6) . (6)
Xaa en la posicion 6 es Phe, Trp o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(10)..(10)
Xaa en la posicién 10 es Val, Trp, lle, Leu, Phe o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(12). (12)
Xaa en la posicién 12 es Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, lle, Leu, Val;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicion 13 es Tyr, Trp o Phe;

MISC_CARACTERISTICA

(14)..(14)
Xaa en la posicién 14 es Leu, Phe, Tyr o Trp;

MISC_CARACTERISTICA

(16) . (16)
Xaa en la posicién 16 es Gly, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
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<222> (19)..(19)
<223> Xaa en la posicién 19 es Ala, Val, lle o Leu;
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (21)..(21)
<223> Xaa en la posicién 21 es Glu, lle o Ala;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<222> (24)..24)
<223> Xaa en la posicién 24 es Ala o Glu;
<220>
221> MISC_CARACTERISTICA
<222> @27 ..27)
<223> Xaa en la posicién 27 es Val o Ile; y
<220>
Q1> MOD_RES
<2> (30). .(30)
<223> AMIDACION
<220>
221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (31)..31)
<223> Xaa en la posicién 31 es Gly, His o estdi ausentc;
<400> 12
Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa GluXaa
1 5 10 15
Gin Ala Xaa Lys Xaa Phelle Xaa Trp Leu Xaa Lys Gly Arg Xaa
20 25 30

<210> 13
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<211> 616
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220»

<223> construcclén sintética

<400> 13

His val Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Lev Glu Gly
1 5 10 15

GIln Ala Ala Lys Glu Phe T1e Ala Leu val Lys Gly Arg Gly As
3 o Ala g hu Va1 Ly= cly 4 Cly Asp

Ala His Lys Ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu_Glu
3! . 40 rd Y P 45 y

AsSn ls'lae Lys Ala Leu val ;.gu ITe Ala phe Ala tﬁi}n Tyr Leu GIn Gln .

gs Pro phe Glu Asp lri;s val Lys Leu val ?;n Glu val Thr Glu ;:;e
Ala Lys Thr Cys :g.l Ala Asp Glu Ser ﬂa Glu Asn Cys Asp |’.¥s Ser
Leu His Thr &83 Pha Gly Asp Lys :ll.slsa Cys Thr val Ala EE Leu Arg
Glu '.rhr BE G1y.G'Iu Mat Ala ﬁﬂ Cys Cys Ala Lys ﬂls'l Glu Pro Glu
Al‘!ﬁaﬂﬂcﬂ l'hal.euﬂg His LysAspAsmeroAsn Leu Pro
iu‘-! Leu Val Arg Pro %3 val Asp val Met %; Thr Ala Phe uis “1%8
Asn Glu Glu Thr ;I'sng Leu Lys Lys Tyr l:.;g Tyr Glu Ile Ala i;g Arg
His pro Tyr ﬂg Tyr Ala Pro Glu i:g Leu Phe Pha Ala 5.33 Arg Tyr
Lys Ala ﬁ; Phe Thr Glu Cys %3 GIn Ala Ala Asp %; Ala Ale Cys

Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser
ag Paag A AR RN Y :

£33
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Ala Lys GIn Arg Leu LYs Cys Ala Ser
225 e 2!0 Y

Ala Phe Lys ala ;:g Ala val Ala Arg

Leu GIn Lys Phe Gly Glu Ar
235 248

Leu Ser GIn Arg Phe Pro Lys
250 re 255 y

Ala Glu Fhe Ala Glu val Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys val
260 265 270

His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu
275 o o y ZUB
Ala Asp Leu Ala Lys Tyr YIle Cys Glu
2 ys Ty 295 ys
Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro
555 Lev tys Glu Ors Qp Slu Ly
Ile Ala Glu val g;g AsSn AsSp Glu Mat
Ala Ala Asp Phe val Glu Ser Lys As
340 34?
Ala Lys Asg val Phe Leu Gly Met Phe
35 360
His Pro Asp Tyr Ser val va) Leu Leu
370 rs
Glu Thr Thr Leu Glu cys Ala
385 * ls'g ys Cys

Tyr Ala Lys val :3; ASp Glu Phe Lys

Asn Leu Ile Lys GIn Asn Cys Glu Leu
4!0 o 425

Leu Glv Ala ASp Asp Al
Cys 265 p Arg
Asn GIn AGS)B Sar Ile Ser Ser
3
Leu Leu Glu Lys Ser Mis Cys
315 y 30
Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu
a3 335
val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu
Cys Ly ';go
fteu Tyr Glu Tyr Ala Arg A
Ty ;ES g Arg
Leu Arg Lau Ala Lys Thr Tyr
rg 360 s / L
Ala Ala Asp Pro His Glu Cys
395 P %0
Pro Leu val Glu Glu Pre GIn
410 415

pPhe Glv GIn Leu G'l;x Glu Tyr
4

Lys phe ﬂg Asn Ala Leu Leu \4!:5 Arg Tyr Thr Lys Lys val Pro Gin

val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu val
450 455

Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Alz LYS tet Pro Cys Ala '
46! bys Os Oy Jn " Js AT i 480

445

Ser Arg Asn Leu Gly Lys val
rg T y

Glu Asp Tyr Leu Ser val val Leu Asn GIn Leu Cys val Leu His Glu
435 . 490 495
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s Thr Pro va)l Ser Asp Arg vVal Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu
Ly 500 " ASP ATS 505 s O O %10
val Asn Arg Arg Pro ' s Phe Ser Ala Leu Glu val Asp Glu Thr Tyr
. S;g e o 520 SZE
val Pro Lys Glu phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr pha His Ala asp ITe
530 535 540
Thr Leu ser Glu ¢lu Gln I1e Lys Lys G1ln Thr Ala Leu
535 skg ¢1v A sts v 560
val Glu Leu val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu
5‘5 v r: 570 ¥ 575 Ly
Ala val Met Asp Asp Pha Ala Ala Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala
585 P 585 tys O ‘5:;0 ty
ASp AS s Glu Thr Cys phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu val Ala
p Asp 's-;s Cy 600 YLy 5
Ala Sar GIn Ala Ala Leu Gly Leu ‘
610 51!
<210>» 14
«211> 631
<212 PRT
<213> gecuencia artificlal
<220>
«<223> construccidn sintética
«<400> 14
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Se r Lew Glu Gl
1 y 5 ! p 10 r ser Ty 15 y
GIn Ala Ala Lss Glu Phe Ils Ala Trp Leu val Lys Gly arg Gly Gly
2 25 30
Gly Gly g;y Ser Gly Gly Gly ﬂy ser Gly Gly Gly ﬂy ser Asp Ala

His lS%’ Ser Glu val Ala lsl;s Arg Phe Lys Asp ES" Gly Glu Glu Asn

Phe Ala Leu val Lsu Ile A 1 G)
by Lys Ala La e Ala Phe Ala ?sn Tyr Lav GIn GIn 35

635
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Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu Phe Ala
85 90 95
" Lys Thr Cys val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu
b Y 100 P 105 Cy P
His Thr Leu phe Gly Asp Lys Leu Thr val Ala Thr Leu Arg Glu
118 y Asp Ly 120 Cys 125 9
Thr Tyr Gly Glu Met Ala As s Cys Ala GIn Glu Pro Glu A
Bo y ug s @ Lys 140 9
Asn Glu Cys Phe'l.eu GIn Wis Lys ASp ASn Pro Asn Leu Pro Al
145 o 150 ys Asp Asp 15§ 1&
Leu Val Arg Pro Glu val Asp val Met t.ys Thr Ala phe His Asg Asn
165 170 i7.
Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Yyr Glu Ile Ala Arg Arg His
180 lys Lys Ty 185 w 1;8 |1I
Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys A r Lys
b 195 b 200 %s o Ty Ly
Ala ala phe Thr Glu Cys Cys Gin Ala Ala Asp Lys ala Ala Cys Leu
210 o 5!5 n P 2!0 @
Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala
225 ¥ P 230 9 AsP 23! ¥ 240
Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu GIn Lys Phe Gly Glu Arg Ala
y e sz o & ser 250 Y y 2'5!
Phe Lys Ala Trp Ala val Ala Arg Leu Sar GIn Arg Phe Pro Lys Ala
y 23 e 265 9 270 d
Glu Phe Ala Glu Val Ser Lys Leu val Thr Asp Leu Thr Lys val His
275 280 285
Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp AS Ala
290 s & y ng v 300 P AP Arg
Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn GIn Asp Ser Ile Ser Ser Lys
30g ys Ty 310 d ilg 3!0
Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Sar His Cys Ile
ys eluors Jyg O by 330 U S i

Ala Glu val Glu Asn AsSp Glu Met Prg Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala
340 345 350



Ala asp phe val Glu
355
s Asp val Phe Leu
L 378
Pro Asp Tyr Ser val
385
Thr Thr Leu Glu L ;
Ala Lys val Phe Asp
420
Lev Tle Lys GIn Asn
hi
Phe Gln Asn Ala Leu
450
ser Thr Pro Thr Leu
455
Ser Lys Cys Cys L ;
AS r Leu Ser val
Py 500
Thr Pro val Ser Asp
515
ABN Arg Arg P
§58 A9 Pro o
fro Lys Glu Phe Asn
545 Ly

Thr Leu Ser Gy Lzs
565

Glu Leu val Lys Mis
G H

31

Ser Lys Asp vVal Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala
Ly 4ep V4T ys tys Asn e
G'I. Met Fhe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His
y 375 R ;!o g Are
val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu
390 e 395 T 400
s Ala Ala Ala Asp Pro ‘His Glu Cys Tyr
Cys Cy i P 2!5 TY
Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro GIn Asn
425 430
Glu Leu Phe Glu GIn Leu Gly Glu Tyr L
Cys vl 44! Tyr Lys
Leu :g; Arg Tyr Thr Lys Lys val Pro Gln val
val Glu val Ser Arg Asn Lau Gly Lys val G)
470 e 475 yly 4!‘
His Pro Glu Ala Lg Arg Mat Pro Cys Ala Glu
4 495

val Leu Asn GIn Leu Cys val Leu His Glu Lys
505 R 510 nd

'A val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Vva)
i 520“ > O 525

Phe ;;; Ala Lax Glu val ﬁs Glu Thr Tyr val
Ala Glu Thr phe Thr Phe #is Ala asp Ile c&s’
580 . 535 5
Glu Gln Ile Lys Lys GIn Thr Ala Leu val
Aro 5;0 Ly 575

Lys Pro Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala
ys ProLys Sas T Y 550

val Met As fha Ala Ala phe val Glu Lys LYsS Ala As
sggup o y CY!%; y p

AS s Glu Thr Cys phe Ala Glu 6lu &1 5 Lys Lsu val Ala Ala
P el s Phe 15 v

37
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sar GIn Ala Ala Leu Gly Lau
62; 63‘
<210 15

<211> 640

<212» PRT
<213> gecuencin artificlal

<220»
<223> construccion sintétlea
<400> 15
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Va) Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15
Gln ATa Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Ser
sz zsp ¥ y 35’ y
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly.Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
35 40 45
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His
y 50 y Gly Gly Gly 1 Ly o
Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu val Leu Ile
5'5‘ ys Asp 70’ 7! 80
Alz phe Ala Gln TYr Leu GIn GIn Cys Pro Pha Glu Asp His val Lys
E i 90 " AP 95 e
Leu val Asn Glu val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys val Ala Asp Glu
100 105 110
Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Serr Leu His Thr Leu Phe Gly As 3
115 Ly 120 125 y Asp Ly
Leu Thr val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As
L1 135 0 R4 o oP
s Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His
35 @ ¥ 150 e 155 d 160

LYS ASp ASp ASn Pro Asn Leu Pro Al u:uvﬂA Pro Glu val
¥ P AsP 165 rgm re 175”’

val Met Cys Thr Ala phe His Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys
180 185 180
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TYyr Leu E; Glu Ile Alz Arg %a His Pro Tyr Phe }x; Ala Pro Glu
Leu lz.elg Phe Phe Ala Lys 3;; Tyr Lys Ala Ala ;zhs Thr Glu Cys Cys
g}g Ala _A'In ASp Lys 3‘;3 Ala Cys Leu teu lz';g LYyS Leu Asp Glu Iz.:g
Arg Asp Glu Gly ag Ala Sar Ser Ala |z.!a aln Arg Leu Lys 12:!; Ala
Sar Leu GIn lz.g pPhe Gly Glu Arg 2}; Pha Lys Ala Trp e_}a val Ala
Arg Leu ;;E Gin Arg Phe Pro % Ala Glu Phe Ala l'zi;lsl val Ser Lys
Leu ;;B Thr Asp Leu Thr li;; val nis Thr G'I.u gg Cys His Gly Asp
;E'S' Lev Glu Cys Ala gs’s ASp Arg Ala Asp ﬁg Ala Lys Tyr Ile gs
Glu Asn Gln Asp ;g; Ila Ser Ser Lys 5.;3 Lys Glu Cys Cys g}g Lys
Pro Leu Leu ‘3“43 Lys Ser His Cys :ﬂg Ala Glv val Glu gﬁ Asp Glu
Met Pro 43\;; ASp Lau Pro Ser 3"53 Ala Ala Asp Phe gg} Glu Ser Lys
AsSp \3!;} Cys Lys Asn Tyr 4;'_}; Glu Ala Lys Asp \;aa Phe Leu Gly Met
;l'\g Leu Tyr Glu Tyr ;;a Arg Arg His Pro latsg Tyr Ser val val ksub
Leu Let Arg Leu ﬂ,; Lys Thr Tyr Glu Ihlg Thr Leu Glu Lys ﬁ; Cys
Ala Ala Ala 258 Pro His Glu Cys 3; Ala Lys val phe :.;B Glu Phe

Ly Pro Leu val Glu Glu Pro GIn Asn Leu Ile Lys GIn Asn Glu
4 435 440 ¥ 445 ors

Leu :I;lo Glu GIn Leu Gly ﬂg Tyr Lys Phe GIn 2553 Ala Leu Leu val

57



A r Thr Lys Lys val
45! v Lys Ly 470
val Ser Arg Asn Leu Gl

rg Lss y

Glu Ala Lys Arg Met Pro
v* 508

Asn Gln Leu val Leu
3T Cys

Thr Lys Cys Cys Thr Glu
IS'!U Cys Cy

Ala Leu Glu val Asp Glu

545 550

Thr phe Thr pPhe His Ala

565

¢In ITe Lys Lys GIn Thr
adl 1

s Ala Thr Lys Glu GIn
Ly 585 ¥

phe val Glu Lys Cys Cys

H7 ys Cys Cy

Glu 6lu Gl Lys Leu

625 yLys Ly 630

«<210> 16 -
<211> 624
<212> PRT
«<213> secuencia artificlal

<220>

34

Pro GIn val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
475 480
Lys val Gly Ser Lys Cys Cys Lys kis Pro
s £ y 490 ¥ys Cys Cys Ly 495
s Ala Glu AS r Led Ser val val Leu
& 505 Py 510
His Glu Lys Thr Pro val Sar Asp Arg val
520 Ly r 525 P ArG
Ser Lex VAl Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
535 o 5:8 o
Thr Tyr val Pro Lys GTu rha Asn Ala Glu
b4 's'!s 560
ASp Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu
P i 570 d 575 Arg
Ala Leu val Glu Leu val Lys His Lys Pro
585 590
Leu Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala
600 P 805
Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala
4 412 nop sep Ly Gy Thr

val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu
635 640

<223> construccién sintétien

<400> 16
;-Is Gly Glu Gly "lj'hr Phe

Glu Ala val 12\59 Ley Phe

Thr Ser Leu Ser Lys GIn Met Giu Glu -
Asp 10 b 15

ITe Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
2y Y 50

£yo
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ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala His
35 40 . 45

Arg ;ge LyS Asp Leu Gly g"rl'u Glu Asn Phe Lys a}a Leu val Leu Ile

Ala Phe Ala GIn Tyr Lau GIn GIn Cys Pro Phe Glu Asp His val Lxs
65 70 75 8

Leu val Asn Glu :21 Thr Glu phe Ala %s .Thr Cys val Ala ;;p Glu

ser Ala Glu 233 Cys Asp Lys Ser Iiag His Thr Leu pha ﬂx Asp Lys
Leu Cys 11'51; val Ala Thr Leu 958 Glu Thr Tyr Gly (ﬂlsl Met Ala Asp
cys 3‘5’ Ala Ly-s Gin Glu ;arg Glu Arg Asn Glu Cﬂs Phe Leu GIn His
Iix; ASp ASp Ash Pro gg Leu Pro Arg Leu \]r;} Arg Pro Glu val ‘1\’68
val met Cys Thr, ﬂg Phe His Asp Asn g;g Glu Thr phe Leu ':I'ﬁ Lys
Tyr Leu Tyr ﬂg Ile Ala Arg Arg ng Pro Tyr Phe Tyr 2;3 Pro Glu
Leu Leu illhgg phe Ala Lys Arg m Lys Ala Ala phe ;3; Glu Cys Cys
Gln 3}5 Ala Asp Lys Ala s}; Cys Leu Leu Pro li!s Leu Asp Glu Leu
Izt; Asp Glu Gly Lys 9}3 Sar Ser Ala Lys ggg ATg Leu Lys Cys ﬂs
Ser Leu GIn Lys ;l:g Gly Glu Arg Ala ;l;s Lys Ala Trp Ala \znsl} Ala
Arg Leu Ser g‘lsg Arg phe Pro Lys g}g Glu Phe Ala Glu \_g;l’ Ser Lys

Leu val Thr Leu Thr Lys val His Thr Glu Cys Cys His Gly As
275 AsP = 280 v gxs y Asp

Leu Leu Glu -s Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys
290 R P zsg rg ? 300 Y

o\
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Glu Asn GIn Asp Ser Ile Ser Ser Lys Lev Lys Glu Cys Cys Glu Lys
305 P 310 Ly li!s Crs & '5!0
Pro Leu Leu Glu Lxs Ser His Cys Ile Ala Glu val Glu Asn Asg Glu
325 330 L)
Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Phe val Glu Ser L
343 345 Asp 350 v
Asp val Cys Lys Asn-Tyr Ala Glu Ala Lys Asp val phe Leu Gly Met
P val S¥5 Lys Asn-Tyr Ala g0 A'® Lys asp val T y
phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro As r ser va"l val Leu
370 k4 T 3;! - P ;xo
Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys
385 e Bg R4 395 i 30
Ala Alx Ala Asp Pro ils Glu Cys Tyr Ala val pha Asp Glu Pha
g 408 s Ty 410 tys P 415
Lys Pro Leu val Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys GIn Asn Cys Glu
420 425 430
Leu Phe Glu GIn Leu Gly Glu Tyr Phe GIn Asn Ala Leu Leu val
435 y HD Lys 445
A r Thr Lys Lys val Pro G1n val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
o I!ﬂ Lys Lys 455 4680
val Ser Arg Asn Leu Gl s val Gly Sar Lys Cys wis p
465 the i y Ser s s o Lys Wis T80
Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu As Leu Sar val val Leu
" ys Are 0% T @ 436 ™" 495
Asn GIn Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro va] Sar As val
5 'S Gl oS §ip A
Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu val Asn Arg Arg Pro Cys phe Ser
s 520 B Arg I8 O
Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr val Pro Lys Glu Phe Asn Als Glu
530 . 535 540

Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr Leu Sar Glu Lys Glu A
545 550 P i 555 Ly 528

GIn Xle Lys Lys Gin Thr Ala Leu val Glu Leu val Lys His L;ﬁ Pro
565 570 575

¥l
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Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala

¥ 5‘0 d 585 P AP 590

Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala
sgsLYCYCYYGmPDV wsCY

Glu Glu &1 s Leu val Ala Ala Ser GIn Ala Ala Leu Gly Leuw

1 CY P LY 615 620 y

<210> 17

<211> 640

21> PRT

«<213> secuencia urtiflclal

<220>

<223 conltrm-ciun sintética

<00 17
I{Is Gly Glu Gly 1s'hr Phe Thr Ser asp lil.)“ Ser Lys GIn met ﬂu Glu

Glu Ala val ;59 Leu Phe ITe Glu I;p Lsu Lys Asn Gly gay Pro Ser

ser Gly ;}a Pro Pro Pro Ser g\oy Gly Gly Gly Gly i;r Gly Gly Gly

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ala uis Ser Glu val Ala His
y 43 y Gly Gly Gily 33 [ Lys &= .

Arg Phe Asp Lew Gly Glu Glu Asn Pha Lys Ala Leu val Leu Ile
GE' Ly3 Asp 70y 7! uu 80
Ala Phe Ala GIn Tyr Led GIn Gin Cys Pro Pha Glu Asp His val L

a o 80 P 95 ye

Leu val Asn Glu val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp Glu

100 105 110

Ser Ala Glu Asn AS 5 Ser Leu His Thr Leu Phe Gly As s
it Cys Asp Ly 1 e Y Asp Ly

Lau gamr val Ala Thr ;.gl.sl Arg Glu Thr Tyr ﬂx Glu Met Ala Asp

s Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu GlIn His
gscy ¥ 150 i lssq ﬁa

o
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LyS ASp ASp AsSn Pro Asn Leu Pro Arg Leu val Arg Pro Glu Vil As
y P ASP 165 e 170 e 175 P
val Met Cys Thr Ala Phe His .Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys LysS
o 180 P 185 190 ys Ly
r Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu
Tyr ted TS r9 258 Tyr Fhe s

Leu Leu Phe Phe Ala Lys A r Lys Ala Ala phe Thr Glu Cys
210 rzﬂw ¥ 220 Cys Cys

GIn Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu
225 P Ly 230 s Le 235 o P 240

Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys GIn Arg Leu Lys Ala
9 AP Y 345 2Lg @0 Ane Leu Lys OpF
Ser Lev GIn Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys ATa Trp Ala val Ala
2‘0 y v 265 4 e 270

Arg Leu Ser Gln Arg Phe Pro Lys Ala Glu phe Ala Glu val Ser Lys
it the 1] 285 ad

Leu val Thr Asp Leu Thr Lys val His Thr Glu Cys Cys His Gly As
250 P 2;5 g‘oq y ASP

Leu Leu Glu Cys Ala Asp As Ala Asp Leu Ala L r Ile Cys

305 i 318 P A9 p 315 ys Ty §§o

Glu Asn GIn Ser Ile Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys
Abs"325 Ly 330"’ s o 335Ly

Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys Ila Ala Glu val Glu Asn Asp Glu
340 345 3so

Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Pha val Glu Ser Lys

355 360 365
Asp va) Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp val Phe Leu Gly Met
P 370 T 375 . ¥ P 380 Y
Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro As r Ser val val Leu
385 i 390 9 Ar9 39g R4 400

Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys
} ATa Leu Lo 1ye Thr Tyr €lu Te i

Ala Ala Ala Asp Pro His Glu r Ala Lys val phe Asp Glu Phe
428 s 35 4 ¢ 438

e\Y
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Lys Pro Lev val Glu Glu Pro GIn Asn Leu XIle Lys GIn Asn Cys Glu
435 440 445
Leu Phe Glu GIn Lew Gly Glu Tyr Lys Phe GIn Asn Ala Leu Len val
450 455 450 .
A Thr Lys Lys val Pro GIn val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
4;! T Lys Ly 470 475 480
val Ser Asn Leu Gl s Val Gly ser Lys Lys kis Pro
Arg ey y Ly v‘wl-v CYSCVSY‘”
Glu Ala Arg Met Pro Cys Ala Glu AS r Leu Sear val val Leu
\ys 553 i 505 Py 510
Asn GIn Leu val Leu His Glu Lys Thr Pro val Ser Asp Arg val
515 Qs 520 Ly 525 P ArG
Thr Lys Cys 's'rhrﬂusul.euvﬂAsnA Arg Pro Cys phe Ser
ls'!l) s 535 o s:l 4
Ala Leu Glu val Asp Glu Thr Tyr val Pro l.¥s Glu phe Asn Ala Glu
545 550 555 560
Thr Phe Thr phe His Ala Asp Ile Thr Leu Ser Gl s Glu A
565 P xle Crs 130 uLys $ A9
GIn Ile Lys Lys GIn Thr Ala Leu val] Glu Lau val Lys His Lys Pro
ye s‘o 585 Ly 590 v
Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Al
yRaL nted g A - *
Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp AS| Glv Thr Cys phe Ala
H ¥& Cys Cy ‘ﬁ p ASp Lys 1 Cy
Glu Glu GY S LyS Leu val Ala Ala Sar Gin Ala Ala Leu Gly Leu
625 yiys iy 630 635 y 640
210> 18
2ll> 264
«212> PRT

<213> secuencla artificial

<220»
<223> construcclén sintética

6’
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<400> 18
;l:is val Glu Gly 1s'hr Fha Thr Ser Asp :aOT Ser Ser Tyr Leu tli}u Gly

Glin Ala Ala \2.‘: Glu Phe 1le Ala '{;p iLeu val Lys Gly gsg Gly Ala
Gly Pro |3.§s Ser Cys Asp Lys mr His Thr Cys Pro :Is'o Cys PI.'D Ala
Pre g}u Leu fteu Gly Gly Is';o ser val rhe Leu go Pro Pro Lys Pro
\s.!s Asp Thr Leu et ;"I’.e ser Arg Thr Pro tri';tl val Thr Cys val :31
val Asp val Ser ﬂs Glu Asp Pro Glu \gls'l Lys Phe Asn Trp ;!r val
Asp Gly val g‘log val His Asn Ala %; Thr Lys Pru. Arg ﬂg Glu GIn
Tyr Asn i{; Thr Tyr Arg val g% Ser val Leu Thr \ﬁ} Lau His GIn
Asp Eg Leu Asn Gly Lys ﬂlsl Tyr Lys Cys Lys \:I:"I’ Ser Asn Lys Ala
ﬁg Pro Ala Pr; r‘l; g}g Lys Thr Ile Ser |1.§ Alz Lys Gly GIn ;srg
Arg Glu fro GIn \{lﬁ} Tyr Thr Leu Pro ;;3 Ser Arg Glu Glu lﬁg Thr
Lys Asn GIn vlg Sar Leu Thr Cys |1.=|s| val Lys Gly rhe m Pro Ser
Asp Ile ﬁ% val Glu Trp Glu ;55 'Asn Gly Gla Pro 'zno's' ASn Ash Tyr
Lys .{hﬁ Thr Pro Pro val 515“ ASp Ser Asp Gly g;s phe Pha Leu Tyr
'2.55; Lys Leu Thr val s;g Lys Ser Arg Trp g;;l GIn Gly Asn val ;&a
Sar Cys Ser val 'ﬁ; His Glu Ala Leu lﬂs AsSn His Tyr Thr g}lsl Lys

Ser Leu Sar Iz.g.g Ser Pro Gly Lys



41

<210 19
<211 272
<212> PRT
<213> gecuencia artificial
<220>
<223 contruccién sintética
<40 19
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 - 10 15
GIn Ala Ala Lys Glu Phe I1e Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
2 25" Lys Gly 368 °
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro ser AsSp Lys Thr
Y3 40 tys f!s P Ly
His Thr Cys Pro Pro Cys pro Ala Pro Glu Leu Ley Gly Gly Pro Ser
50 o . a4 55 60 y ely
val phe Leu phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
65 70 75 80
Thr pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser iz Glu Asp Pro
85 90 95
Glu val Lys Phe Asn Tr| r val Asp Gly Val Glu val His Asn Ala
100 P Ty J.Dg y 110
s Thr Ly= Pro Arg Glu Glu Gl Asn Sar Thr Arg val val
Ly I]-.!S rg &l . 123 Tvr B; v
Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn G) s Glu
130 135 p TP Led 20 OV Y e
LyS Cys Lys val Sar Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
1!5 s Lys 150 ¥ 155 o 160
Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu
1‘; y re 170 T 175

Pro Pro Ser ?B Glu Glu met Thr Ii{:sl Asn Gln val Ser nguo Thr Cys

Leu va) Lys Gly Phe Tyr pro ser Asp Tie Ala val Glu Trp Glu ser
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Asn Gly GIn Pro GIu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu As
215 215 Yy 220 P

Ser Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser

225 p oy 230 v y 235 pLy 240

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Ser val Met His Glu Ala

e 24¥ ﬂ’o 255
Leu His Asn #His Tyr Thr 6In Lys Ser Lav Ser Lau Ser Pro Gly L
260 b4 w_ 265 270 yLys

<210> 20

<211> 264

«212» PRT

«<213> pecuencia artificial

<220>

<223» construccién sintética

<400> 20
iﬁs val Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp \{nol Ser Ser Tyr Leu ﬂ" 6l

GIn Ala Ala Lzs Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ala
2 25 30
Glu Prg L sér S ASp Lys Thr wis Thr Pro Pro Pro Ala
e 3!5 Cy P LYy 40 Cys 1! Cys
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
30 55 80
LYS Thr Lex Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr val val
6! Asp 70 e 75 s 80
val Asp Val Ser Hi5 Glu Asp Pro Glu vVal Lys Phe Asn TT r val
P 85 P % P&
Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
Asp Cly 100 J.KS nd 110
r Asn Ser Thr Tyr Arg val'val Ser val Leu Thr val Leu His Gln
R4 115 Tyr Ar 120 125

ASp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
p:lsrg y Ly 1.351'y Lys o 140

¢y8
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Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser L!s Ala Lys Gly GIn Pro
145 150 155 160
Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu .G'll.l Met Thr
165 170 175

s Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
Ly 180 Cy i85 Y y
Asp 11ea Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr

195 P 200 y 205 v
Lys Thr Thr Pro Pro val Lau Asp Ser Asp Gly Ser Phe Pha Lau Tyr
¥ 210 21% P P aly 220 v
Ser Lys Leu Thr val A s Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe
225 of Zgg Ly o re 235 y 240
Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Lew His Asn His Tyr Thr Gla Lys
o 245 250 v 255 Ly
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260
<210 21
<211l> 272
<212> PKRT
<213> secuencia artificial
<220
«223> construcclim sintéticn
<400> 21
His val Glu Gly Thr fhe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Giu Glu
l 5 10 15
GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly ser
2 2% ye oly 560 ¢
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro Lys Ser AS s Thr
y 35‘ ) Ly 3! p Ly:

His }'l&r Cys Pro Pro Cys ls';o Ala rro Glu Leu b.in Gly Gly Pro Sser

val rhe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys AsSp Thr Leu Mat Ile Ser A
65 70 L Ly prs 15'

s



Thr Pro Glu
Glu val Lys
Lys Thr Lys
s

Ser val Leu

130

LYyS Cys Lys
145 s Ly
Ile Ser Lys
Pro Pro Ser
Leu val Lys
5

Asn glz Gin

ser Asp Gly

228

Arg Trp Gin

Leu His Asn

Qe 22
211> 272
<212> PRT

val Thr Cys val val val asp val Ser His Glu Asp Pro
85 90 95
phe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
100 Ty 105 y 110
Pro Arg Glu Glu €In Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
e 120 R4 Bs o
Thr val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
133 P Trp 220 yLy TY
val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
150 . 155 160
Ala Lys Gly GIn Pro Giu Pro GIn val Tyr Thr Leu
i%s y Arg 170 R4 175
A : Gl Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
188 s 190
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
y Ty 200 P 205 rp
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
215 220
Ser Phe phe Leu Tyr Ser Leu Thr val Asp Lys Ser
210 T Lys 2385 p Ly 240
G1In G'l! Asn val Phe Ser cgs Ser val Met His Glu Ala
24 250 255

Nis Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gl 5
260“ 4 265 270 y Ly

<213> secuencia artificiul

<220»

<223> construccibn aintética

00> 22
His Gly Glu
N y

Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser ser Tyr Leu Glu Glu
s P10 Ty Les Is

¢SO
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Gln Ala Ala Lgs Glu Phe 1le Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ssar
2 25 30
Ser Gly Ala ser Sear Gly Ala Ala Glu Pro Lys Ser C!s ASp Lys Thr
35 40 4
#is Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Lev Gly Gly Pro Ser
- 50 o i 111 60 y el
val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys AsSp Thr Leu Met Ile Ser A
65 70 Ly Ly P 75 35"
Thr Pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
85 90 95
Glu val Lys Phe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
¥ 100 L mg y 110
Lys Thr Lys Pro Arg Glv Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
ys 1{5 i 120 R4 BS e
Ser val Leu Thr val Leu His GIn ASp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 p TP 140 y Lys R4
Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Xle Glu Lys Thr
s v 150 ¥ 155 Lys 160
ITe Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
¥ 1*5 y o 170 T 175
Pro Pro Ser Ars Glu Glu Met Thr L!S Asn Gln val Ser Leu Thr Cys
18 185 150
Ley val Lys Gly Phe Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
:!s y Ty pro 200 P 205 4
Asn Gly GIn Pro Glu Asn Ash Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu AS
215 215 v 220 P
Ser ASp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
335 AP ol o L - pLYS 2%
Arg Trp GIn GIn c‘l! Asn val Phe Ser c¥s Ser val Met His Glu Ala
24 250 255
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 R4 y 265 270 y

<21 23



«<1> 287
<212 PRT

<213> secuencla artificlal

«220>

<223 construceldn sintética

400> 23

|{is Gly Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp {to'l Ser Sar Tyr Leu ﬂ" Glu

Gin Ala Ala
ser Gly Ala
35
ser gly Gl
soy y
Thr Cys Pro
65 o
Phe Leu Phe
Pro Glu val
val Phe
tys 115
Thr 5.53 Pro
val Leu Thr
145
Cys Lys val
Ser Lys Ala

Pro ser AI"!
19

val Lys Gy
2

Lys Glu rhe Xie Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly ser

2‘ zsp y y 35' y

Pro Pro Pro Ser s‘lliy Gly Gly Gly Ser ﬂy Gly Gly Gly

Gly Gly Ser g}a Glu Pro Lys Ser gs AsSp Lys Thr Mis

Pro Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
s 70 75 y ely B0

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Thr
85 a4 y P 90 3'5‘

Thr Cys val val val asp val Ser His Glu Asp Pro Glu

100 4 J.OE 118

Asn Tr r val asp Gly val Glu val His asn Ala Lys

Py 128 y 125 Ly
Arg Glu Glu G1n Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val ser
9 135 b BD 9
val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn GI s Glu Tyr LyS
150 PP 188 Y ad b4 10

Ser Asn Lys Ala Leu PFro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
165 . 170 175

Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro

1!0 y e 185 T 180

Glu Glu Met Thr Lg Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Lau

2 ' 205

Phe Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp 61 r ASN
T o g A Shg Tre et oo

Y

~
“\
vg
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Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Lau AsSp Ser
2 ikl 235 240
Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val As S Ser A
p oy 245 v y 250 PLy 255 i
Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val met His Glu Ala Leu
i 26‘ %5 270
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Sar Pro Gl S
275 T ¥ 280 285 y Ly
<210> 24
<211> 284
212> PRT
<213> secuencia arttificial
220>
<223 construccién sintética

<d00> 24
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
13 i ye ol e o
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly Giy Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
35 40 45
Ser ?ay Gly Gly Gly Ser g}a Glu Ser Lys Tyr gy Pro lPro Cys Pro
Ser Cys Pro Ala Pro Glu phe Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe
65 70 : 75 80
Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr pPro Glu val
i l! P 950 e a5
Thr Cys val val val Asp val Ser GIn Glu Asp Pro Glu val GIn Phe
100 105 110
Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
it P ey VAl 120 s Y

Arg Glu GTu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr
130 13§ 140 .
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val Leu His GIn AsSp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val
145 plls.g yy:l.SSTyLycy ylﬁo
Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ila Glu Lys Thr Ila Ser Lys Ala
165 170 5
5 Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser GIn
y y 180 re 185 k4 190
Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gl
195 ¥ 200 i 205 ad y
pPhe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val ¢lu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro
2 215 . 220
Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp 5ar Asp Gly Ser
225 230 235 240
Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr val Asp Lys Ser Trp 61n Glu
R4 245 e ZSB Ly Arg Tre 255
Gly Asn val phe Ser Cys Ser val et His Glu Ala Leu His Asn His
260 265 . 270
r ‘thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
b4 275 i 280 y Ly
210> 25

211> 302
<21>» PRT

«<213> gecuencia artificial

220>

<223> construcclin sintética

<4i00> 25

His Gly &lu Gly Thr pPhe Thr Ser asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

GIn Ala Ala Lys Glu Pha Ile Ala Trp Leu Val Lys 61y Arg Gly Ser
i a 100 ¥s €1y ot Gy
Ser Gly g}a Pro Pro Pro Ser G“(l,y Gly Gly Gly Ser (‘i}y Gly Gly Gly

Ser gay Gly Gly Gly Ser tsi'sly Gly Gly Gly Ser gy Gly Gly Gly Ser

7

6
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¢ly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro.Lys Ser Cys As 8 Thr His Thr
HAL AR AL A ys Ser it A by 50
Cys Pro Pro Cys fro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val phe
85 90 95
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Thr Pro
100 ¥ i ° 105 3':'3
Glu val Thr Cys val val val Asg val Ser His Glu Asg pPra Glu val
15 12 12
S Phe Asn Tr r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Thr
ad 130 Py Bg yw 140 Lys
Lys Pro Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val
ﬁs A 150 b4 35 e 160
Lay Thr val Leu His GIn As Leu Asn G s Glu L 5
165 pmwﬂo y Ly ‘ryrlﬁcy
Lys val Ser-Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
180 185 190
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Thr Leu Pro Pro
Y. 1;5 y WZ£N naTyrm;Luro
Ser Arg Glu Glu Met Thr ASn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu val
2;.8 !.‘.-E " € 220 < .
Lys Gly rha Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Glu Sar Asn G1
Zﬁ y T 230 P 235 e 24‘
GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
245 250 255
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Ti
* 260 T I 265 P Ly zvo_"' e
GIn Gln G}; Asn val phe Ser cxs Ser val Met Mis Glu Ala Ley His
2 280 285
ASQ His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gl
556 7 e 3o er 300 YW
<210 26

<21l> 294
<2l> T

v\
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<213> secuencla artifictal

<220>
<223> construcciém sintética

<00 26
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Lew Glu Glu
1 ] 10 15

Gin Ala Ala Lys GTu Phe Xle Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Gl
'2-‘ 25’ Ly y ,lo'l y Gly
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
35 40 - 45
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 5ar Ala Glu Pro
50 55 60
Lys Ser Cys As s Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
¢§* Ser vs Ase Lys 0 o o €0
Leu Leu Gly Gly Pro Ser val pha Leu Pha Pro P 5 P § AS
Y Gly 85 90 ro Pro Lys Pro Ig'! ]
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val val asp
100 105 110
val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn T r val Asp G
115 P 120 e i BS i
val Glu val His Asn Ala Thr Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn
130 '1'!; s o 140 T
ser Thr Tyr Arg val val ser val Leu Thr val Leu His Gln Asp Tr
145 Tyr Arg 150 155 P 153
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
y LY 165 Tyr Lys Cys Lys 170 ) § s
Ala Pro Xle Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ald Lys Gly GIn Pro Arg Glu
180 y :Iﬁ Ly y 190 e
Pro GIn val Tyr Thr teu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Mat Thr Lys Asn
195 b 200 ro 205 v
Gin val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Pha Tyr Pro Ser asp Ile
210 i 215 Ly y ;!0 P

1 Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu AsSn AS r Lys vhr
Mave P& 230 y Jag Asn Asn Tyr Lys THE
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Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
245 P pely 250 b4 255 Ly
Leu Thr val Asp Lys Ser arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys
26p YT ST AN TP S ot 3 i
Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn HiS Tyr Thr €1n Lys Ser Leu
275 280 285

Ser Leu Sar Pro Gl s
290 y by

<210> 27

<211> 280

<212 PRT

<213> sccuencia artificlal

220>

<223 construccién sintétiea

<400> 27

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Sar Tyr Leu Glu Glu

1 5 10 15

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys 61y Arg Gly Ser

3 e ys €y 3%°
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala
35 40 45

Glu Pro Lys Ser Cys As s Thr His Thr Cys Pro Pro Pro Ala
3 ys Cy p 'g! r Cy A Cys

Pro Glu Lew Leu Gly Gly Pro Ser val pha Len Phe Pro Pro Lys Pro

65 70 75 80

Lys Asp Thr Leu l.lg‘l: Ile ser Arg Thr ;50 Glu val Thr Cys \91;1 val

val val ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn T r val
Asp 100 P 105 ad 1{5 T

Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
115 120 12

r Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu iis Gln
wﬂﬂ T NBS 140

4%}
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Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Alz

'.Mg P y 1!0 Tyrlys & lg Ly 160

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
165 170 175

Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr

180 185 190

Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Lew val Lys Gly phe Tyr Pro Ser

¥ 105 4 ys Gly 008 7

Asp Ile Ala val Glu Trp GIu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Ash Asn Tyr

P 210 i 215 . y 220 R

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Gly Ser Phe Pha Leu Tyr

2!5 230 P Asp 23! Ho

Ser Lys Leu Thr val asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe
245 pLys e 2'5.8 y 255

Ser Cys 'Ser val Met His Glu Ala Leu His asn His Tyr Thr GIn Lys

ys 260 265 T 270 nd
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly l:;s
275 280

<210> 28

<211> 287

<21> PRT

<213> secuencia artificial

<220

<223> construcciin sintéticn

<00 28

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Sar Tyr Leu Glu Glu

1 5 ) 10 15

GIn Ala val Lys Glu phe Ile Ala Trp Leu Ile Lys Gly Arg Gly Ser

val 5 5 R

ser Gly g}n Pro Pro Pro Ser ﬁ}y Gly Gly Gly Ser g'rl.y Gly Gly Gly

ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro Lys Ser ASp Lys Thr His
sov y Gly Gly 55 .y 33 p LYy -

W
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Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gy Gly Pro Ser val
&5 y a4 70 75 y oy 80
Pha Leu phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
85 990 95
Pro Glu val Thr Cys val val val Asg val Ser His Glu Aﬁg Pro Glu
100 10
val Lys Phe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
¥ 11s ® T 128 y 125 ¥
Thr LYs Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser
Ffo oA §a3 YT AT o A
val Leu Thr val Leu Wis GIn ASp Trp Leu Asn Gly Lys GIu Tyr LyS
145 150 T 155 yuy Ty 1‘0
s val s-er Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
s by 165 ad 170 ¥ 175
Ser Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro
Lys 1!0 y i 185 R 190
Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr I.Bg Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu
19 2 205
val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ils Ala val 6lu Trp Glu Ser Asn
Zﬁ y R4 215 P 220 ®
G1¥ GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser
22 230 235 240
Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Leu Thr val As 3 Ser A
Asp Gly 245 T Lys 250 P Ly 255 b
Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser ser val Met His Glu Ala Leu
i 26‘ ‘Z:E 270
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Lev Ser Pro Gly Lys
275 R4 Ly 280 285 yly
<210> 29
<211> 272

<212> PRT
«213> secuencia artificial
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x_
<220>
<223> construcclén sintética
<400> 29

His Gly 6lu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glv
1 5 10 15

Glu Ala val 959 Leu Phe Ile Glu '{ls'p Leu Lys Asn Gly taiay Pro Ser

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
y!S 40 ¥ 3 pLy .

His Thr Cys Pro P Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
50 Cvs Pro Pro Cys 55 - 60 y cly
val Phe Lew Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
65 70 75 80
Thr Pro Glu Val Thr Cys val val val Asp val ser His Glu Asp Pro
85 80 95
Glu val Lys Phe ASn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
y 100 P :I.ﬂg y 110
Lys Thr Lys P ¢lu Glu G} ser Th val v
y 1!5 ro Arg Glu unaersn " rBEArg al val
Ser val Leu Thr val Lev His GIn ASp Trp Leu Asn G) s Glu Tyr
130 135 PP Lev ko Gy R el Ty
Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
1*5 ¥ by 150 y 155 4 160
Ila Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu
y :lg y r 170 i 175
Pro Pro Ser ArB Glu Glu Mat Thr as Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
18 S 190
Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu s
§g5 Cly Fhe Ty 200 P Le 205 P G4 ser
Asn Gly GIn Pro Glu Asn ASh Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu
21‘ nro 215 Wy 220 Ase
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
225 paly 230 Ty ¥ 235 i 240

Arg Trp GIn ¢1n Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Mat His Glu ATa
o e 24% _‘z:!o 255

& 60
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Leu His Asn Wis Tyr Thr ¢In Lys Ser Leu Ser Leu Sar Pro Gly Lys
260 R4 by 265 270 ¥

<210> 30

<211> 1272

<212> PRT

<213> secuencla artificial

220>

<223 construcclén aintética

<400>» 30
':I'." Gly Glu Gly ;hr Pha Thr Ser Asp ngu Ser Lys GIn Met g}u Glu

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Ser Ser Gly Ala Ala Glu Pro Lys Ser Cys s Thr
y s y %0 Ly g Asp Ly
siis Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
50 55 60
val FPhe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Sar A
65 70 ¥ Ly g 75 u':"
Thr Pro Glu val Thr val val val asp val Ser His Glu Asp Pro
A ~ 95
Glu val Lys pPhe Asn r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
Ly 100 e Ty 103 y 110
s Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser thr Tyr Arg val val
i :I.{E ke 120 v ES 9 -
Ser val Leu Thr val Leu Kis GIn aAs Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 PP Leu f%o Gy s Clu Ty
s Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
'iﬁ s Ly 150 155 160
Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
Ly ks Y Are 370 w 175

Pro Pro Ser Ars Glu G1u Met Thr Hs Asn GIn val Sar Leu Thr Cys
18 5 190

¢6l
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teu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Alz val Glu Trp Glu Sar
'5.;5 y R4 200 P 208 e

Asn ﬂ.‘ GIn Pro Glu Asn ?1'5‘ Tyr Lys Thr Thr ;;3 Pro val Leu Asp

ser Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Lau Thr vVal As Ser
r+ 1l 20 Y - P Lys 3%

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser.val Met His Glu Ala
v e 24! go 255

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys S5er Leu Ser Lex Ser Pro Gl s
260 R4 Y 265 270 y

<210> 31

<211> 287

<212> PRT

<213» secuencia artificlal

<220»

<223 construccién sintética

<400> 31 . )
21: Gly Glu Gly ';hr Pha Thr Ser Asp Iiau Sar Lys GIn Met ﬂu Glu

G'll.l.ﬂl val Leu Pha Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
'y o ety o

Ser Gly ;;n Pro Pro Pro Ser %y Gly Gly Gly Ser t‘i}y Gly Gly Gly

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro Lys Ser as ASp Lys Thr His

50 55

Thr Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val

65 s @ 70 75 y oty 80

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro ASp Thr Leu Met Ila Ser Arg Thr

a5 Ly Lys Asp 90 9'5.'

Pro Glu val Thr Cys val val val Asg val ser His Glu ?.1’3 Pra Glu

100 10!

val Lys phe Asn Tr r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
¥ 115 Py 128 y 125 Ly
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
30 4 135 4

r Arg val val ser
o "

val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gl s GIv Tyr LysS
145 e 150 sp TP 158 y Ly R4 1‘0

s val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
s Lys 165 y 170
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn

Ly 1!0 y g 185
Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn'ﬂn val
26¢¥ )
val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Ile Ala val
2{0 y B4 215 Asp
G'I! GIn Pro Giu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
22 230 235
Asp Gly Sar Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
pcly 245 b d 250
Trp Gin Gln Gly Asn va'l Phe Ser Cys Ser val
i 26 g~
His Asn His Tyr Thr GIn Ser Leu Ser L
275 b4 Lys 280 o
<210> 32
211> 232
<212» PMRT

<213> Homo sapiens

<400> 32,
ih Glu Pro Lys gar Cys Asp Lys Thr %s Thr

Ala Pro Glu LES Gly Gly Pro Ser Vul Phe Leu
2 25
Lys Asp ;Er Lys Mat Ile Ser :5' Thr Pro Glu

val Asp val ser s Glu Asp Pro Glu val Lys

Ile Glu Lys Thr 1Te
175
val Tyr Thr Leu Pro
T): 190
Ser Leu Thr Leu
208 "
Glu Trp Glu Sar Asn
220
Pro val Leu Asp Sar
240
val S Ser A
ASp Ly 356 ra

met His Glu Ala Leu
270

Sar Pro Gl 5
Ser s cvuw

Cys Pro Pro gs Pro
Phe Pro Pro Lys Pro
30
val Ifs:r Cys val val

Phe Asn T r val
P - P TY
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Asp Gly val Glu val His Asa Ala Lys Thr Lys pro Arg Glu Glu GIn
Ssp Y 70 L 7! th 80
r Asn Ser Thr Tyr val val Ser. val Leu Thr val Leu His GIn
i g Ao 90 . - H
ASp Trp Leu Asn Gl s Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
p Trp 100_ y Ly Ty Ii‘s Cys Ly 436 y!
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala l.!s Gly GIn Pro
115 120 125
Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
e 130 B 135 Fre 1'4.8
s Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Giy Phe Tyr Pro Ser
'i!s ) 150 4 1!5 y b4 1650
Asp Ile Ala val Glu Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn asn Tyr
P 165 e 17‘ 175 R4
s Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Gly Ser phe Phe Leu Tyr
L 180 P 185 Asp €ly 190 ™
Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Ashn val pPhe
Ly 195 pLy 200 9 Trp Gln Gin 20!
ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn L
% 215 220 R4 ¥
Ser Ley Ser Leu Ser Pro Gl 5
225 230 o
<210> 33
<211> 703
<212> DHA

<213> Homo sapiens

<400> 33 .
gagrccaaat crrgrgacaa AACLCACACAE TgCCCACCgt QeCcCageace tgaactcctg

9gfggaccgt Cagrcitect Cticccccca aaacccaagg ACACCCTCAT gatcreccgg
acccctgagg tcacatgegt ggtooTgoac prgagecacg magaccctga ggtcaagtue
aactggtacg tggacggogt 9gagotgcat aatgccaaga caaagecgcy ggaggageag
tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagogtc ctcaccgtcc tgcaccagga ctgpctgaat
ggcaaggagt acaagtgcal QUTCTCCAAC BARGCCCTCC CAageccccAt cgagaaasce
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240
300
360
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A\

39

atctccaaag CCaaaggpch gocccogagaa CCACagptgt acaccctpgee ccoatccogy 420
gaggagatga CCAagaacca ggtcagoctg acctgoctgg tcaaaggett cratcceage 480
gacatcgceg tgpagtgpga gagcaatgng cagccggaga acaactacaa gaccacpect 540
cCcgtgetgg actccgacgg Ctccrtctte ctctatagca agetcaccgt gpacaagage 600
aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtpatgec atgaggetct gcacaaccac 660
tacacgcaga agagcctctc cctgtctocg ggtaaatgat agt 703

<21> 34

<211- 585

«<212» PRT

<213 Homo sapiens

<400> 34
ASp Ala His Lys Ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Leu Gly Glu
¢ p y T 15! ys Asp le

Glu Asn Phe Lxs Ala Ley val teu Xle Ala phe Ala GIn 'rzr Leu GIn
2 25 3
GIn Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu
L 40 45
pPhe Ala Lys Thr Cys val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys
50 55 60
Ser Leu His Thr Leu phe Gly Asp Lys Leu lr;!s Thr val Ala Thr Leu
65 70 80
Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Net Ala As s Cys Ala Lys GIn Glu Pro
rg Ty 'sy p S‘ Cy Ly o
Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu GIn His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu
9 Ash S0 & 105 70 NOPASPASR N0
Pro Arg Leu val) Arg Pro Glu val Asp val Met Cys Thr Ala Phe His
1ns 120 125
‘As Asn Glu Glu Thr rhe Lav Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala A
P 130 135 ys Lys Ty RO o

Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys A
143 Tyr rhe 140 . 1 268

Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys GIn Ala Ala Asp Lys Ala Ala
T Lys 165 as o 170 P LY 175
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Leu P s Lau Asp GlU Lew
Cys Leu fra by P '
Ser Ala Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala
er ATa g5 Cin Aro Leu Lys 40
Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala
e 210 Ly ® 215
L¥s Ala Glu Pha Ala Glu val Ser Lys
225 230
val His Thr Glu s Wis Gly Asp
g!; Cy Y AS
Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys
rg P L ys Ty 5!5
Ser Lys Leu Glu s GIU Lys
Ly % Lys Cys Cy 50 Ly
. Cys Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu
290 295
Leu Ala Ala fhe val Glu Ser Lys
305 . Asp 310 Ly
Glu Ala Lys asp \3!;} Phe Leu Gly Met
His Pro A r Sar val val Leu
Arg ifis Fro S8 ™ 345
Glu Thr Thr Leu Gl s
Tyr Glu 358 r v lys gg o
s Tyr Ala Lys val Phe Asp Glu Phe
o Ho y 37?
GIn Asn Leu Ile Lys GIn Asn Gl
385 ¥ 390 s
Tyr Lys Phe Gln :ts’g Ala Leu Leu val
GIn val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
420 425

val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro
yﬂswqmrm

~

Arg Asp Glu Gly l].xa Ala s;r
Ser Leu GIn Phe Gly Glu
i3 Y
Arg Leu Sar GIn Arg pPhe Pro
e 220 9
Leu val Thr Asp Leu Thr L
235 P lesl
Leu Leu Glu Ala As
250 s ﬁg P
Glu Asn GIn Sar Ile Ser
Asp 270
Pro Leu Lau Glu Ser His
285 Lys
Mat Pro Ala Asp Leu Pro Ser
300
Asp val Cys Lys Ash Tyr Ala
P 315 s by T 320
fhe Leu Tyr Glu Tyr Ala Ar
330 R b 335 9
Leu Lau Arg Leu Ala Lys Thr
350
Ala Ala Ala Asg Pro His Glu
36
Lys Pro Leuy val Glu Glu Pro
380
Len phe Glu Asn Leu Gly Glu
395 400
A Th Lys val Pro
RS
val Ser Arg Asn Leu Gl ]
rg i3 Yy Ly

Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys
_r“rg Cy

466
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Ala Glu Asp Tyr Leu Ser val val teu Asn GIn Leu Cys val Leu His
450 455 460

Glu Lys Thr Pro val Ser Asp Arg val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser
465 y 470 P AT 4¥5 Qs O 480

Leu Val Asn Arg Arg Pro Phe Ser Ala Leu Glu val Asp Glu Thr
re 45! o= 490 495
Tyr val pPro L&s, Glu Phe Asn Ala Glu Thr rhe Thr Phe His Ala ASp
5 505 510
Ile Thr Leu Ser GJu Lys Glu Arg GIn Ile Lys Lys GIn Thr Ala
o= 515 ad 520 g Ly 35
Lev Val Glu Lex val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gin Leu
530 y 538 y Ly 540 ad
Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe val Glu L s Cys Lys
SXS P Sss 558 ys s & 5‘0
Ala Asp Asp Lys Glu Thr phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu val
p Ly 563 s 570 ylys Ly 575
Ala Ala Ser GIn Ala Ala Ler Gly Leu
580 585

<210> 3§

<211> 1762

<212> DNA ,
<213> Homo sapiens

i:?g’qciia agagtgaggt tgctcatcgg tttaaagatt tgggapaaga aaatttcaaa
gCCItgprpt tgattgoctt tpctcagtat cticageagt grccattiga agatcatpta
amattagtga atgaagtasc tgaattigca aaaacatgtp ttgctgatga grcagctpaa
aarrgtpaca aatcacttca tacccttttt ggagacaaat tatgcacagt tgcaactctt
CgtgaaACCT atggtgasat QoCTtgactgc tQtyCaaaac aagaacCtga gagaaatgas
tgertcttge aacacaaaga tga'lcaaccca aacctcccce gattggtgag accagaggtt
gatgtgatgr gcactgcttt tcatgacaat gaagagacat ttttgaazaa atactratat
gasattQcca Gaagacatcc ttacttttat prcCccgpaat TCCTTTTCET tgctaaaagg
tataaagctg cttttacaga Atgttgecaa gotgotgata aagetgoctg cotgttgeca
aagctcgatg aacttcggga tgaagggaag gettegtctyg ccaaacagag actcaagtgt

120
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240
300
360
420
480
540
600

et



gecagtctee
cagagatttc
gtccacacgg
gccaagtata
aaacctctgt
gacttgectt
gaggcaaagg
tactctgtcg
tgtgccgeeg
gtopaagagc
tacaaattcc
ccaactcttg
cctgaagcaa
tgtgtgtrge
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac

62

aaaaatttgg agaaagagcet
ccaaagctga grtigcagaa
aatgcrgeea tggagatctg
tctgtgaaaa tcaagattcg
tggazaaatc ccactgcatt
cattagctge tgatttrgtt
atgtcticct gggcatgtit
tgctgetget gagacttgee
cagatcctca tgaatgctat
Ctcagaattt AATCRARCAR
agaatgcpct attagttcgt
tagaggtctc aagaaaccta
daagaatpcc ctgtgcagaa
atgagaaac gccagtaagt
ggcgaccatg cttttcager
ctgaaacatt caccttccat
dgaaacasac tgcacttget
tgaaagcTgt tatggatgat

ﬁuugut gggcagtage tcgectgage
gtttccaagt tagtgacaga tcrtaccasa
cttgaatgtg ctgatgacag ggcggacctt
atctccagta aactgaagga atgctgtgaa
gccgaagtgg aaaatgatga gatgectget
pamagtaagy atgttritgcaa aamctatgct
ttgtatgaat atgcaagaag gcatcctgat
aagacatatg aaaccactct agagaagtgc
gccaaagtgt tcgatgaatt taaacctctt
dattgtgagc ttittgagca gcrtgoagag
tTacaccazga aagtacccca agtgtcasct
ggaaaagtgg gcagcaaatg ttgtaaacat
gactatctat ccgtggtect gasccagtta
gicagagtca ccaaatgctg cacagaatcc
ctggaagtcg atgaaacata cgitcccul
gcagatatat gcacactitc tgagaaggag
gagctcgtge AACaCAAgCC caaggcaaca
ttcgcagett ttgtagagaa gtgctpcaag

gctgacgata aggagacctg ctttgecgap gagggraaaa aacttgitgc tgcaagtcaa
gcrgccttag gettataatg ac

720
780
840
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