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IN WITNESS WHEREOF, this Power of Attomey has been signed by’

Robert A Amitage, Senior Vice President and General Counsel this 7th day of

January, 2003 at Indianapolis, Indiana USA.

SUBSCRIBED AND SWORN to be before me this 7th day of January,
2003.

NOTARY PUBLIC
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JULY 28, 8080
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(fimado: Julie Ann Worland)
NOTARIO PUBLICO

JULIE ANN WORLAND
CONDADO MORGAN
MI COMISION VENCE:
20 DE JULIO DE 2008

ROBYRTO M. OLARTE GATGIA
[fadecker e Intérprete Oficial
Rosolucién No. G041
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POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

(name of the company) E11 Lilly and Company

located In (il street address) L111ly Corporate Center

(city, tate)__Indianapolig, Indigpa
declares that it hereby grants o

U.S.A.

CARLOS REINALDO OLARTE AND/OR
ALVARO CORREA ORDOREZ

a full and suffictent power of atiomey o apply to the
proper national officers and authortties for the Issue of:

Patents of Invention, Patents for Utiiity Models,
industrial Dasign Reglstrations, memers, changes of
name, assignments, filng and prosacution of
oppositions, changes of address.

o which end it ampowers them to take all steps
necessary befors saki authorities for the objefis stated,
to file petitions, prepare descriptions, make protests,
deciarations, appeals and objectiona, pay Imposts,
apply for certifications, receiva documents and
securities, abandon applications and collect refunds.
To the sald mandatories sufficlent power Is granted
hereby to receive notifications for and on behalif of the
Company, to confer powers on those who are o
represent the company Judiclally and extrajudicially, to
answer in court in the matter of all clalms and demands
that may be presented In connection-with the patants,
and to do everything that may be required, before
adminietrative or judiclal officars of any class giving
them likewise power to substitute these presents and
revoke such aubstitutions if necossary.

Done and subscribed In

Indianapolis, Indigna U.S.A.

Onthe @my1™ dayol (mowHIBOWACY

2003

‘,,w,;,,, Slwtir G Lowoslagr
Robert A. Armitage s g

8enior Vice President
and General Counsgel

PODER

La abejo fimada,

domicillada en

deciama por el presants oforgar a

CARLOS REINALDO OLARTE Y/O
ALVARO CORREA ORDONEZ

poder eapecial ampllo y bastante para recaber de las
oficinas y eutoridades naclonales que comespondan, la
abtahcidn de :

Patentesa da invancién, Patentas de Modelo de Utllidad,
Registro de Disafios Industriales, fusiones, cambios de
nombre, ceslones, presentacidn y trdmite de
oposiciones, cambios de direccldn.

a cuyo efecto los faculta para dar ente dichas
suioridades, todos los pasos necesaros al objeto
indicado, elevar solicitudes, formular descripcicnaes ,

. ‘protestas, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar

impuestos, solicitar testimonios, recibir documentos y
valores, daesistir vy percbir. Se concede a los
expresados mandatarios poder bastante pam recibir
notificaclonss a nombre de la compafiia, otorgar
poderes a qulenss vayan a representar a la compafila
Judicial y extrajudiclaiments, responder en Juicio a todes
las reclamaciones o demandas que por motivo de las
ptentes se presanteren y hacer cusnto fuere
necesario, ante las autoridedes administrativas o

judiciales de cuaiquier orden, dénddieh esimiamo

facuitad para sustituir el presents y,j

revocar dichas sustiucionas. ot -k

| o ol B

Yy H
r .

Dado y fifmado en 0 g :

Alos -

2002
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NOTARIAL CERTIFICATION
'\Jﬂhh (day) '.\Q.\

2003 the undersigned Noiry Julie Ann Worland
(name of the notary)

. day of M_M:S \\

CERTIFIES

1. That (name of the officer) Robert A. Armitage

of lagal age and domicled In  (city, state)_Indianapolig,
Indiana

set hia hand on the foregaing document.

2. That the grantor is to ma personally know and that ha/she has
“98l capacity to executs the instrument.

3. Thet the grantor has exacuisd the foragoing documant as v

(cfficer's tile/position)__Senior Vice President apd
Ganeral Counsel

."' Judicisd persan g 4 Lilly and Company
(name of the company)
4. That the judiclal person Eli Lilly end Company
(nams of the company) -
having its home office In  (full street address) Lilly Corporate

Center, Indianapolis, Indiang 46285 U.S.A.

is duly organixed, has present legal existence and that the purposes kr
which the powsr of attomney Is grantad ars within the scope of its corporate
purposes.

5. That the grantor has (n fact tha refermed to authorily and that his/her
represantation is legal.

8. That | have based certifications 3, 4 and 5 above on the following authentic
documents for such purpose exhibitad to me and which [ mantion spacifically,
glving thelr dates and their origin or source:

Notary Public

CERTIFICACION NOTARIAL
A EI. . ' dian del mes de
de 2002, ‘ ol suecrito Notarlp

DAFE

1. Qua

mayor y domicillado sn

sumaibld de su puiio y letra ol documento que antecade.

2. Qué conozco al otorgants y que dste tene capacidad legal
para ol otorgamiento,

3. Que ol olomganis ha suscrito ol referkio documento en su

ostl legaimenia conatifuide, que tiene exisiancie legal actualy que
& acio para ol cual e ha olorgado ol poder estd comprendido antre
los que constituyen su cbjeto social.

5. Que d'm tene ‘efectivaments la representacion que
ostanta, y que esia es lagitima.

8. Que he basada las certificacionss 3, 4 y 5 anteriores en los sigulontes
documanios autinticos que ol efecio se me exhibleron y que
menciono especiiicaments con expresion de sus fechas y de su
origen o procadencla:

El Notarlo Piblico
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(54) Title: GLP-1 FUSION PROTEINS

(57) Abstract: The present inveniion relaies 10 glucagon-like-1 compounds fused to proteins that have the effect of exiending the in
vivo half-life of the peptides. These fimion proteins can be usad to treat non-insulin dependent disbetes mellitos as well as a variety

of other conditions.
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GLP-1 FUSION PROTEINS

The present invention re]:a.tes to glucagon-like peptides
including analogs and derivatives thereof fused to proteins
that have the effect of extending the in vivo half-life of
the peptides. These fusion proteins can be used to treat
non-insulin dependent diabetes mellitus as well as a variety
of other conditions. '

Glucagon-Like Pepti.de 1 (GLP-1l) is a 37 amino acid
peptide that is secreted by the L-cells of the intestine in
response to food ingestion. It has been found to stimulate
insulin secretion (insulinotropic action), thereby causing
glucose uptake by cells and decreased serum glucose levels
[see, e.g., Mojsov, 5., (1992) Int. J. Peptide Protein
Research, 40:333-343). - However, GLP-l1 is poorly active. A
subsequent endogenous cleavage between the 6™ and 7
position produces a more potemnt biologically active GLP-1(7-
37)OH peptide. Numerous GLP-1 analogs and derivatives are
known and are referred to herein as “GLP-1 compounds.”
These GLP-1 analogs include the Exendins which are peptides
found in the venom of the GILA-monster. The Exendins have
sequence homology to native GLP-1 and can bind the GLP-1
receptor and initiate the signal transduction cascade
responsible for the numerous activities that have been
attributed to GLP-1(7-37)0H.

GLP-1 compounds have a variety of physiologically
significant activities. For example, GLP-1 has been shown
to stimmlate insulin release, lower glucagon secretion,
inhibit gastric emptying, and enhance glucose utilization.
[Nauck, M.A., et al. (1993) Diabetologia 36:741-744;
Gutniak, M., et al. (1992) New England J. of Med. 326:1316-
1322; Nauck, M.A., et al., (1993) J. Clin. Invest. 91:301-
307].

T
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GLP-1 shows the greatest promise as a treatment for
non-insulin dependent diabetes mellitus (NIDDM). There are
numerous oral druge on the market to treat the insulin
registance associated with NIDDM. As the disease
progresses, however, patients must move to treatments that
stimulate the release of insulin and eventually to
treatments that involve injections of insulin. Current
drugs which stimulate the release of insulin, however, can
also cause hypoglycemia as can the actual administration of
inpulin. GLP-1 activitfr, however, is controlled by blood
glucose levels. When levels drop to a certain threshold
level, GLP-1 is not active. Thus, there is no risk of
hypoglycemia associated with treatment involving GLP-1.

However, the usefulness of therapy involving GLP-1
peptides has been limited by their fast clearance and short
half-lives. For example, GLP-1(7-37) has a serum half-life

f only 3 to S minutes. GLP-1(7-36) amide has a time action
of about 50 minutes when administered subcutaneously. Even
analogs and derivatives that are resistant to endogenous
protease cleavage, do not have half-lives long enough to
avoid repeated administrations over a 24 hour period. PFast
clearance of a therapeutic agent is inconvenient in cases
where it i8 desired to maintain a high blood level of the
agent over a prolonged period of time since repeated
administrations will then be necessary. Furthermore, a
long-acting compound is particularly important for diabetic
patients whose past treatment regimen has involved taking
only oral medication. These patients often have an
extremely difficult time transitioning to a regimen that
involves multiple injections of medication. _

The present invention overcomes the problems asgsociated
with delivering a compound that has a short plasma half-
life. The compounds of the present invention encompass GLP-
1 compounds fused to another protein with a long circulating
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half-life such as the Pc portion of an immnoglobulin or
albumin.

Generally, small therapeutic peptides are difficult to
manipulate because even slight changes in their structure
can affect stability and/or biological .activity. This has
been especially true for GLP-1 compounds currently in
development. For example, GLP-1(7-37)0H has a tendency to
undergo a conformational change from a primarily alpha helix
structure to a primarily beta sheet structure. This beta
sheet form results in aggregated material that is thought to
be inactive. It was, therefore, surprising that
bioclogically active GLP-1 fusion proteins with increased
balf-lives could be developed. This was especially
unexpected given the difficulty of working with GLP-1(7-
37)0H alone and the large size of the fusion partner
relative to the small GLP-1 peptide attached.

Compounds of the present invention include heterologous
fusion proteins comprising a first polypeptide with a N-
terminus and a C-terminus fused to a second polypeptide with
a N-terminus and a C-terminus wherein the first polypeptide
is a GLP-1 compound and the second polypeptide i1s selected
from the group consisting of

a) human albumin;

b) human albumin analogs; and

¢) fragmemts of human albumin,
and wherein the C-terminus of the first polypeptide 18 fused
to the N-terminus of the second polypeptide.

Compounds of the present invention also include a -
heterologous fusion protein comprising a first
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus fused to a
second polypeptide with a N~terminue and a C-terminus
wherein the first polypeptide is a GLP-1 compound and the
sBecond polypeptide is selected from the group consisting of

a) human albumin;

12
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b) human albumin analogs; and

c) fragments of human albumin,
and wherein the C-terminus of the first polypeptide is fused
to the N-terminus of the second polypeptide via a peptide
linker. It is preferred that the peptide linker is selected
from the group consisting of:

a) a glycine rich peptide;

b) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Serl,

where n is 1, 2, 3, 4, 5 or 6; and

¢) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-

Ser]s,.

Additional compounds of the present invention include a
heterolbgous fusion protein comprising a first polypeptide
with a N-terminus and a C-terminus fused to a second
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus wherein the
firast polypeptide is a GLP-1 compound and the second
polypeptide is selected from the group consisting of

a) the Fc portion of an immunoglobulin;

b) an analog of the Fc portion of an immmoglobulin;

and

c) fragments of the Fc portion of an immmoglobulin,
and wvherein the C-terminus of the first polypeptide is fused
to the N-terminus of the second polypeptide. The GLP-1
compound may be fused to the second polypeptide via a
peptide linkexr. It is preferable that the peptide linker is
selected from the group consisting of:

a) a glycine rich peptide;

b) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Serl,

where n is 1, 2, 3, 4, 5 or 6; and

c) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Serl]i.

It is generally preferred that the GLP-1 compound that
is part of the heterologous fusion protein have no more than
6 amino acids that are different from the corresponding
amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H, or Exendin-4,

It is even more preferred that the GLP-1 compound have no
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more than 5 amino acids that differ from the corresponding
amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H, or Exendin-4.

It is most preferred that the GLP-1 compound have no more
than 4, 3, or 2 amino acids that differ from the
corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H, or
Exendin-4. Preferably, a GLP-1 compound that is part of the
heterologous fusion protein has glycine or valine at
position 8.

The present invention also includes polynucleotides
encoding the heterologous fusion protein described herein,
vectors comprising these polynucleotides and host cells
transfected or transformed with the vectors described
herein. Also included is a process for producing a
heterologous fusion protein comprising the steps of
transcribing and translating a polynuclectide described
herein under conditions wherein the heterolgous fusion
protein is expressed in detectable amounts.

The present invention also encompasses a method for
normalizing blood glucose levels in a mammal in need thereof
comprising the administration of a therapeutically effective
amount of a heterologous fusion protein described herein.

The invemtion is further illustrated with reference to
the following dArawings:

Figure 1l: IgGl Fc amino acid sequence encompassing the
hinge region, CH2 and CH3 domains. )

Figure 2: Human serum albumin amino acid sequence.

Figure 3: A..SDS-PAGE gel and immunoblot of same gel
illustrating the molecular weight of IgGl-Fc and GLP-1-Fc
fusion proteins (Lane 1, MW standards; lane 2, Purified Fc;
lane 3, Mock transfected media; Lane 4, Val®-GLP-1-Fc; Lane
5, Exendin-4-Fc) B. SDS-PAGE gel and immunoblot of same gel
illustrating the molecular weight of human HSA and GLP-1-HSA
fusion proteins (Lane 1, MW standards; Lane 2, Purified HSA;
lane 3, Mock transfected media; Lane 4, Val®-GLP-1-HSA; Lane
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P

5, val®’-GLp-1- [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser];-HSA; Lane 6, Exendin-4-
HSA; Lane 7, Exendin-4-[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser];-HSA).

Figure 4: SDS-PAGE gel of purified Fc, albumin, and
GLP-1 fusion proteins (Lane 1, MW standards; Lane 2,
purified Fc; Lane 3, ValB-GLP-1-Fc; Lane 4, Exendin-4-Fc;
Lane 5, MW standard; Lane 6, Val8-GLP-1-HSA; Lane 7,
Exendin-4-HSA; Lane 8, Exendin-4-[Gly-Gly-Gly-Gly-Serl;-
HSA) .

Figure 5: Expression cloning vector containing the Fc
regione illustrated in figure 1.

Figure 6: Expression cloning vector containing the
albumin sequence illustrated in figure 2.

Pigure 7: Expression cloning vector containing DNA
encoding a 15 amino acid linker fused in frame and 5’ of the
albumin sequence illustrated in figure 2.

Figure 8: In vitro dose response activity of GLP-1
fusion proteins.

Figure 9: Pharmacokinetics of GLP-1 Pc and HSA fusion
proteins. ' .

Figure 10: Glucodynamic response to Exendin-Fec in two

~normal fasted dogs.

Figure 11: Insulinotropic response to Exendin-Fc in two
normal fasted dogs.

Figure 12: DNA sequence encoding a human IgGl Fc
region.

Figure 13: DNA sequence encoding a human albumin
protein.

The heterologous fusion proteins of the present
invention comprise a GLP-1 compound fused to human albumin,
a human albumin analog, a human albumin fragmemt, the Fc
portion of an immunoglobulin, an analog of the Fc portiom of
an immnoglobulin, or a fragment of the Fc portion of an
immunoglobulin. The C-terminus of the GLP-1 compound may be
fused directly, or fused via a peptide linker, to the N-
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terminus of an albumin or Fc protein. These heterologous
fusion proteins are biologically active and have an
increased half-life compared to native GLP-1.

It is preferred that the GLP-1 compounds that make up
part of the heterologous fusion protein encompass
polypeptides having from about twenty-five to about thirty-
nine naturally occurring or non-naturally occurring amino
acids that have sufficient homology to native GLP-1(7-37)0H
such that they exhibit insulinotropic activity by binding t
the GLP-1 receptor on fl-cells in the pancreas. A GLP-1
compound typically comprises a polypeptide having the amino
acid sequence of GLP-1(7-37)0H, an analog of GLP-1 (7-37)0H,
a fragment of GLP-1(7-37)0H or a fragment of a GLP-1{7-37)CH
analog. GLP-1(7-37)0H has the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 1:

7 8 9 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-FPha-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys—~-Gly-Arg-Gly

(8EQ ID NO: 1)

By custom in the art, the amino terminus of GLP-1(7-
37)0R has been assigned number residue 7 and the carboxy-
terminus, number 37. The other amino acids in the
polypeptide are numbered consecutively, as shown in SEQ
ID NO: 1. For example, position 12 is phenylalanine and
position 22 is glycine.

GLP-1 compounds also encompass "GLP-1 fragments.®" A
GLP-1 fragment is a polypeptide obtained after truncation of
one or more amino acids from the N-terminus and/or C-
terminus of GLP-1(7-37)0H or an analog or derivative
thereof. The nomenclature used to describe GLP-1(7~37)0H is
also applicable to GLP-1 fragmemts. For example, GLP-1(9-
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36)0H denotes a GLP-1 fragment obtained by truncating two
amino acide from the N-terminus and one amino acid from the
C-terminus. The amino acids in the fragment are denoted by
the same number as the corresponding amino acid in GLP-1(7-
37)0H. For example, the N-terminal glutamic acid in GLP-
1(9-36)0H is at position 9; position 12 is occupied by
phenylalanine; and position 22 is occupied by glycine, as in
GLP-1{7-37)0OH. For GLP-1(7-36)OH, the glycine at position 37
of GLP-1(7-37)0H is deleted.

GLP-1 compounds also include polypeptides in which one
or more amino acids have been added to the N-terminus and/ r
C-terminus of GLP-1(7-37)0H, or fragments or analogs
thereof. It is preferred that GLP-l1 compounds of this type
have up to about thirty-nine amino acids. The amino acids
in the “extended” GLP-1 compound are denoted by the same
number as the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)OH.

For example, the N-terminus -amino acid of a GLP-1 compound
obtained by adding two amino acids to the N-terminal of GLP-
1(7-37)0H is at position 5; and the C-terminus amino acid of
a GLP-1 compound obtained by adding one amino acid to the C-
terminus of GLP-1(7-37)OH is at position 38. Thus, position
12 is occupied by phenylalanine and position 22 is occupied
by glycine in both of these “extended” GLP-1 compounds, as
in GLP-1(7-37)0H. Amino acids 1-6 of an extended GLP-1
compound are preferably the same as or a conservative
substitution of the amino acid at the corresponding position
of GLP-1(1-37)O0H. Amino acids 38-45 of an extended GLP-1
compound are preferably the same as or a conservative
substitution of the amino acid at the corresponding position
of glucagon or Exendin-4.

GLP-1 compounds of the present invention encompass
"GLP-1 analogs.” A GLP-1 analog has sufficient homology to
GLP-1(7-37)0H or a fragment of GLP-1{(7-37)0H such that the
analog has insulinotropic activity. Preferably., a GLP-1
analog has the amino acid sequence of GLP-1(7-37)0H or a

A
X
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fragment thereof, modified so that from one, two, three,
four or five amino acids differ from the amino acid in the
corresponding position of GLP-1(7-37)0E or a fragment of
GLP-1(7-37)0K. In the nonmenclature used herein to
designate GLP-1 compounds, the substituting amino acid and
its position is indicated prior to the parent structure.
For example, Glu22-GLP-1(7-37)0H designates a GLP-1 compound
in which the glycine normally found at position 22 of GLP-
1(7-37)0E has been replaced with glutamic acid; Val8-Glu22-
GLP-1(7-37)0H designates a GL.P-1 compound in which alanine
normally found at position 8 and glycine normally found at
position 22 of GLP-1(7-37)0H have been replaced with valine
and glﬁtamic acid, respectively.

GLP-1 compounds of the present invention also include
"*GLP-1 derivatives." A GLP-1 derivative is defined as a
molecule having the amino acid sequence of GLP-1 or of a
GLP-1 analog, but additionally having chemical modification
of one or more of its amino acid side groups, a-carbon
atoms, terminal amino group, or terminal carboxylic acid
group. A chemical modification includes, but is not limited
to, adding chemical moieties, creating new bonds, and
removing chemical moieties. Modifications at amino acid
side groups include, without limitation, acylation of lysine
e-amino groups, N-alkylation of arginine, histidine, or
lysine, alkylation of glutamic or aspartic carboxylic acid
groups, and deamidation of glutamine or asparagine.
Modifications of the terminal amino group include, without
limitation, the des-amino, N-lower alkyl, N-di-lower alkyl,
and N-acyl modifications. Modifications of the terminal
carboxy group include, without limitation, the amide, lower
alkyl amide, dialkyl amide, and lower alkyl ester
modifications. Lower alkyl is C3-C4 alkyl. Purthermore,
one or more side groups, or terminal groups, may be
protected by protective groups known to the ordinarily-

A2
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skilled protein chemist. The a-carbon of an amino acid may
be mono- or dimethylated.

Any GLP-1 compound can be part of the heterologous
fusion proteins of the present invention as long as the GLP-
1 compound itself is able to bind and induce signaling
through the GLP-1 receptor. GLP-l1l receptor binding and
Bignal transduction can be assessed using in vitro assays
such as those described in EP 619,322 and U.S. Patemnt No.
5,120,712, respectively..

Numerous active GLP-1 fragments, analogs and
derivatives are known in the art and any of these analogs
and derivatives can also be part of the heterologous fusion
proteins of the present invention. Some examples of novel
GLP-1 analogs as well as GLP-1 analogs and derivatives known
in the art are provided herein.

Some GLP-1 analogs and GLP-1 fragments known in the art
include, for example, GLP-1{(7-34) and GLP-1(7-35), GLP-1(7-
36), Gln9-GLP-1(7-37), D-Gln9-GLP-1(7-37), Thrl6-Lysl8_gLp-
1(7-37), and LyslB-GLP-1(7-37). GLP-1 analogs such as GLP-
1(7-34) and GLP-1(7-35) are disclosed in U.S. Patent No.
5.118,666. Biologically processed forms of GLP-1 which have
insulinotropic properties, such as GLP-1(7-36) are also
known. Other known biologically active GLP-1l campounds are
disclosed in U.S. Patent No 5,977,071 to Hoffmann, et al.,
U.S. Patent No. 5,545,618 to Buckley, et al., and Adelhorst,
et al., J. Biol. Chem. 269:6275 (1994).

20
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A preferred group of GLP-1 analogs 1s composed of

-~

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
His-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Fhe-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-Fhe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-

40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Formula I (SEQ ID NO: 2)

wherein:

at position 8 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,

Glu, Asp, oxr Lys:;
at position 9 is Glu, Asp, or Lys:
at position 11 is Thr, Ala, Gly, Ser,
Glu, Asp, or Lys;
at position 14 is Sex, Ala, Gly, Thr,
Glu, Asp, or Lys:
at position 16 is Val, Ala, Gly, Ser,
Tyr, Glu, Asp, Trp, or Lys;
at position 17 is Ser, Ala, Gly, Thr,
Glu, Asp, or Lys;
at position 18 is Ser, Ala, Gly, Thr,
Glu, Asp, Trp, Tyr, or Lys;
at position 19 is Tyr, Phe, Trp, Glu,
at position 20 is Leu, Ala, Gly, Ser,
Glu, Asp., Met, Trp, Tyr, or Lys;
‘at position 21 is Glu, Asp, or Lys;
at position 22 is Gly, Ala, Ser, Thr,
Glu, Asp., or Lys;
at position 23 is Gln, Asn, Arg, Glu,

Leu,

Leu,

Leu,

ASD,

Ile, Val,

Ile, Val,

Leu, Ile,

Ile, Val,

Ile, Val,

Gln, or Lys;

Ile, Val,

Ile, Val,

or Lys;

2]
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Xaa at position 24 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Arg, Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 25 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 26 is Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, or His;

Xaa at position 27 is Len, Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 30 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp. or Lys;

Xaa at position 31 is Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 32 is Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 33 is Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 34 is Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, or His;

Xaa at position 35 is Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 36 is Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, or His;

Xaa at position 37 is Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile,
Val, Glu, Asp, or Lys, or is deleted;

Xaa at position 38 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, or His, or is
deleted; .

Xaa at position 39 is Ser, Arg, Lys, Glu, ‘Asp, or His, or is
deleted;

Xaa at position 40 is Gly, Asp, Glu, or Lys, or is deleted;

Xaa at position 41 is Ala, Phe, Trp, Tyxr, Glu, Asp, or Lys,
or is deleted;

Xaa at position 42 is Ser, Pro, Lys, Glu, or Asp, or is

deleted;

Xaa at position 43 is Ser, Pro, Glu, Amsp, or Lys, or is

deleted;

Xaa at position 44 is Gly, Pro, Glu, Asp, or Lys, or is

deleted;
and

Xaa at position 45 is Ala, Ser, Val, Glu, Asp, or Lys, or is
deleted;
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provided that when the amino acid at position 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, or 44 is deleted, then each amino acid
downstream of that amino acid is also deleted.

It is preferred that the GLP-1 compound of formula I
contain less than six amino acids that differ from the
corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H or BExendin-4. It
is more preferred that less than five amino acids differ
from the corresponding amino acid in GLP-~1(7-37)0H or
Exendin-4. It is even more preferred that less than four

amino acids differ from the corresponding amino acid in GLP-

1(7-37)0H or Exendin-4.
GLP-1 compounds of the present invention include

derivatives of formmla I such as a C-l1-6-ester, or amide, or
C-1-6-alkylamide, or C-l-6-dialkylamide thereof. W099/43706
describes derivatives of GLP-1 compounds of formula I and is

incorporated by reference herein in its entirety. The
compounds of formula I derivatized as described in
W099/43706 and underivatized are encompassed by the present
invention. .

Another preferred group of GLP-1 compounds is composed
of GLP-1 analogs of formula II (SEQ ID NO: 3):

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-Xaa-Leu-Glu-Gly-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Fhe-
29 30 31 132 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-R

Formula II (SEQ ID NO: 3)

wherein:

Xaa at position -7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
histidine;
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at position B is: Gly, Ala,
at position 9 is: Thr, Ser,

Glu,

or His;

at position 11 is:
at position 12 is:
at position 16 is:

val, Tyr, Glu, or

at position 18 is:

Lys;
at position
Cys;
at position
at ;Qosition
at position
at position
LyB;
at position
at position
at position
at position
at position

Asp, Gly, Pro, His, or

19

23
24
26
27

30 i
3l i

33

34 i

35

is:

is:
is:
is:
is:

is:

Asp,
His,
Leu,
Ala;
His,

Gly,

His,
Glu,

Ala,

Glu,
Thr,

at position 36 is: Thr,

Glu,

or His;

- 14 -

val,
Arg,

Glu, Arg,
Trp, Phe,

Ser, Thr,

Pro, Asp,

Asp, Glu,
Lys,
Ala,
Fhe,
Glu, His,
Glu,
Glu,
Axg,
Lys,
Ser,
Glu;
Ser,

AsDp,
Ser,
Val,

Lya,

Aﬂp.

Leu, Ile,
Lys, Trp,

Thr, Ala,
or Tyr;

Trp, His,
Glu, Arg,

Gln, Asn,

Glu, Gln,
or Lys;
Asp, Lys,

or Asp;

Arg,

Trp,

PCT/US0143165

Ser,
Phe,

Lys,

or Lys;
or Glu;

Phe,

Tyxr, Fhe, Arg,

R at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp. Tvr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

u
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Another preferred group of GLP-1 compounds is composed

of GLP-1 analogs of formula IIXI (SEQ ID NO: 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
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

formula III (SEQ ID NO: 4}

wherein:

Xaa

EOEEEER

TR

FEEE

at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, f-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
histidine; .

at position 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

at position 11 is: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

at position 12 is: His, Trp, Phe, or Tyr; .

at position 16 is: leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,
Val, Glu, or Ala;

at position 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or

Cys;
at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or Gln;

at position 24 is: Glu, His, Ala, or Lys;

at position 25 is: Asp, Lys., Glu, or His;

at position 27 is: Ala, Glu, His, Phe, Tyxr, Trp, Arg, or
Lys;

at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

at position 33 is: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, or Glu;
at position 34 1s: Glu, Lys, or Asp;

at position 35 is: Thr, Ser, Lys., Arg, Trxp, Tyr, Phe,
Asp, Gly, Pro, His, or Glu;

at position 36 is: Arg, Glu, or His;

25
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R at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

Another preferred group of GLP-1 compounds is composed
of GLP-1 analogs of formula IV (S8EQ ID NO: 5):
7 8 9 10 11 12 13 14 15 116 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
Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa-Arg-R
formula IV (SEQ ID NO: 5)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, B-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
higtidine; .

Xaa at position B8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met, or
Thr;

Xaa at position 12 is: His, Trp, Phe, or Tyr;

Xaa at position 16 is: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,
Val, Glu, or Ala;

Xaa at position 22 is: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
Cys:

Xaa at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or_Gln;

Xaa at position 26 is: Asp, Lys, Glu, or His;

Xaa at position 30 is: Ala, Glu, AsSp, Ser, or His;

Xaa at position 35 is: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp. Tyr, Phe,
Asp, Gly, Pro, His, or Glu;

R at position 37 is: Lys, Arg, Thr. Ser, Glu, Asp, Trp., Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deletedqd.

24
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Another preferred group of GLP-1 compounds is composed

of GLP-1 analoge of formula V (SEQ ID NO: 6):

7 8 95 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
Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-R

formuila V (SEQ ID NO: 6)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, @-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
higtidine;

Xaa at position B is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa at position 22 is: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Axg, r
Cys;

~ Xaa at position 23 is: His, Asp, Lys; Glu, or Gln;

Xaa at position 24 is: Ala, Glu, Hia, Phe, Tyr, Trp, Arg, or
Lys;

Xaa at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His:

R at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

Preferred GLP-1 compounds of formula I, II, III, IV,
and V comprise GLP-1 analogs or fragments of GLP-1 analogs
wherein the analogs or fragments contain an amino acid other
than alanine at position 8 (position 8 analogs). It is
preferable that these position 8 analogs contain one or more
additional changes at positions 9, 11, 12, 16, 18, 22, 23,
24, 26, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36, and 37 compared to the
corresponding amino acid of native GLP-1(7-37)0H. It is
also preferable that these analogs have 6 or fewer changes
compared to the corresponding amino acids in native GLP-1(7-
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37)0H or GLP-1(7-36)0H. More preferred analogs have 5 or
fewer changes compared to the corresponding amino acids in
native GLP-1{7-37)0H or GLP-1(7-36)0H or have 4 or fewer
changes compared to the corresponding amino acids in native
GLP-1(7-37)0H or GLP-1({7-36)0H. It is even more preferable
that these analogs have 3 or fewer changes compared to the
corresponding amino acids in native GLP-1(7-37)0H or GLP-
1(7-36)0H. It is most preferable that these analogs have 2
or fewer changes compared to the corresponding amino acids
in native GLP-1(7-37)0H.

It has been found that the compounds of formula II,
III, IV, and V have a reduced propensity to aggregate and
generate insoluble forms. This is also important in the
context of a fusion protein wherein the relatively small
GLP-1 peptide must maintain an active conformation despite
being fused to a much larger protein. Preferred GLP-1
coampounds of formula II, III, IV, and V encompassed by the
fusion proteins of the present invention comprise GLP-1
analogs or fragménts of GLP-1 analogs in which glycine at
position 22 and preferably alanine at position 8 have been
replaced with another amino acid.

When position 22 is aspartic acid, glutamic acid,
arginine or lysine, position 8 is preferably glycine,
valine, leucine, isolecine, serine, threonine or methionine
and more preferably valine or glycine. When position 22 is
a sulfonic acid such as cysteic acid, position 8 is
preferably glycine, valine, leucine, isolecine, serine,
threonine or methionine and more preferably valine or

glycine.
Other preferred GLP-1 compounds include GLP-1 analogs

of formula IV (SEQ ID NO:5) wherein the analogs have the
sequence of GLP-1(7-37)0H except that the amino acid at
position 8 is preferably glycine, wvaline, leucine,
isoleucine, serine, threonine, or methionine and more
preferably valine or glycine and position 30 is glutamic
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acid, aspartic acid, serine, or histidine and more
preferably glutamatic acid.

Other preferred GLP-1l compounds include GI.P-1 analogs
of formula IV (SEQ ID NO:5) wherein the analogs have the
sequence of GLP-1(7-37)0H except that the amino acid at
position 8 is preferably glycine, valine, leucine,
isoleucine, serine, threonine, or methionine and more
preferably valine or glycine and position 37 is histidine,
lysine, arginine, threonine, serine, glutamic acid, aspartic
acid, tryptophan, tyrosine, phenylalanine and more
preferably histidine. .

Other preferred GLP-1 compounds include GLP-1 analogs
of formula IV (SEQ ID NO:5) wherein the analogs have tha
sequence of GLP-1({7-37)0H except that the amino acid at
position 8 is preferably glycine, valilie, leucine,
isoleucine, serine, threonine, or methionine and more
preferably valine or glycine and position 22 is glutamic
acid, lysine, aspartic acid, or arginine and more preferably
glutamic acid or lysine and position 23 is lysine, arginine,
glutamic acid, aspartic acid, and histidine and moxe
preferably lysine or glutamic acid.

Other preferred GLP-1 compounds include GLP-1 analogs
of formula V (SEQ ID NO:6) wherein the analogs have the
sequence of GLP-1(7-37)0H except that the amino acid at
position 8 is preferably glycine, valine, leucine,
isoleucine, serine, threonine, or methionine and more
preferably valine or glycine and position 22 is glutamic
acid, lysine, aspartic acid, or arginine and more preferably
glutamine acid or lysine and position 27 is alanine, lysine,
arginine, tryptophan, tyrosine, phenylalanine, or histidine
and more preferably alanine.

Other preferred GLP-1 compounds include GLP-1 analogs
of formula II wherein the analogs have the sequence of GLP-
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1(7-37)0H except that the amino acid at position 8 and one,
two, or three amino acids selected from the group comnsisting
of position 9, poeition 11, position 12, position 16,
position 18, position 22, position 23, position 24, position
26, position 27, position 30, position 31, position 33,
position 34, position 35, position 36, and position 37,
differ from the amino acid at the corresponding position of
native GLP-1(7-37)0H.

Other preferred GLP-1 compounds of formula II include:
val8-gLp-1(7-37)0H, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Glu22-GLP-1(7-37)0H,

Asp22-GLP-1(7-37)0H, Axrg22-GLP-1(7-37)0H, Lys22-GLP-1(7-
37)0H, Cys22-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu22-GLP-1(7-37)0H, ValS-
Asp22-GLP-1(7-37)O0H, Val8-arg22-gLP-1(7-37)0H, ValB-Lys22-
GLP-1(7-37)0H, Val8-Cys32-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Glu22-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-Asp22-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Arg22-GLP-1(7-37)0H,
Gly8-Lys22-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Cys22-GLP-1(7-37)0H, Glu22-
GLP-1(7-36)0H, Asp22-GLP-1(7-36)0H, Arg22-gLP-1(7-36)0H,

Lys22-GLP-1(7-36)0H, Cys<2-GLP-1(7-36)0H, val8-Glu22-gLp-

" 1(7-36)0H, val8-asp22-GLP-1(7-36)0H, Val8-arg22-GrLp-1(7-

36)08, ValB-Lys22-GLp-1(7-36)0H, ValB-Cys22-GLP-1(7-36)0CH,
Gly8-Glu22-GLP-1(7-36)0H, Gly8-Asp22-GLP-1(7-36)O0H, GlyB-
Arg22-GLP-1(7-36)0H, Gly8-Lys22-GLP-1(7-36)0H, Gly9-Cys22-
GLP-1(7-36)0H, Lys23-GLP-1(7-37)0H, ValB-Lys23-GLP-1(7-
37)0H, GlyB-1ys23-GgLP-1(7-37)0H, His24-GLP-1(7-37)0H, ValB-
His24-GLP-1(7-37)0H, GlyB-Ris24-GLP-1(7-37)CH, Lys24-GLP-
1(7-37)0H, Val8-rys24_gLp-1(7-37)0H, GlyB8-Lys23-GLP-1(7-
37)0H, Glu30-GLP-1(7-37)0H, valB-Glu30-GLP-1(7-37)0H, GlyS-
Glu30-GLP-1(7-37)0E, Aep30-GLP-1(7-37)0H, Val8-asp3O-gLp-
1(7-37)0H, Gly8-asp30-GLP-1(7-37)0H, Gln30-GgLP-1(7-37)0H,
val8-G1n30-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Gln30-GLP-1(7-37)0H, Tyr30-
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GLP-1(7-37)0H, Val8-Tyr30-gLP-1(7-37)0H, Gly8-Tyr30-gLp-1(7-
37)0H, Ser30-gLP-1(7-37)0H, VvalB-ser30-gLp-1(7-37)0H, GlyB-
ser30-GLP-1(7-37)0H, His30-GLP-1(7-37)0H, val8-mis30-gLr-
1(7-37)0H, GlyB8-His30-GLP-1(7-37)0H, Glu34-GLP-1(7-37)O0H,
Val8-Glu34-GLP-1(7-37)0H, GlyB8-Glu34-GLP-1(7-37)0H, Alad4-
GLP-1(7-37)0H, Val8-a1a34-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Ala34-gLP-1(7-
37)0H, Gly34-GLP-1(7-37)0H, Valf-Gly34-GLP-1(7-37)0H, GlyS8-
Gly34-GLP-1(7-37)0H, Ala35-GLP-1(7-37)0H, ValB-Ala35_GLp-
1(7-37)0H, Gly8-Ala35-gLP-1(7-37)0H, nys35-cnp-}(7-37)ou.
valB-Lys35-GLP-1(7-37)0H, GlyB-Lys35-GLP-1(7-37)0H, His35-
GLP-1(7-37)0H Val8-Hig35-GLP-1(7-37)0H, Gly8-His35-GLP-1(7-
37)OH, Pro35-GLP-1(7-37)0H, ValB-pro35-cLp-1(7-37)0H, GlyS-
Pro35-GLP-1(7-37)0H, Glu35-GLP-1(7-37)0H valB-Glu35-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-Glu35-GLP-1(7-37)0H, Val®-a1a27-GLP-1(7-37)O0H,
val8-Hie37-GLP-1(7-37)0H, Val8-Glu22-Lys23-GLP-1(7-37)0H,
val8-Glu22-G1u23-gLp-1(7-37)0H, Val®-Glu22-a1a27-GLP-1(7-
37)OH, Val8-Gly34-Lys35-GLP-1(7-37)0H, Val8-His37-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-Ris37-GLP-1(7-37)0H, Val8-Glu22-a1a27-GLPp-1(7-
37)0H, Gly8-Glu22-p1a27-GLP-1(7-37)0H, ValB-Lys22-Glu23-GLP-
1(7-37)0H, and Gly8-Lys22-Glu23-GLP-1(7-37)0H.

Another preferred group of GLP-1 analogs and

derivatives for use in the present invention is composed of
molecules of formula VI (SEQ ID NO: 7)

R1-X-Glu-Glyl0-Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl>-val-Ser-
Ser-Tyr-Leu20-y -Gly-Gln-Ala-Ala25-Lys- Z -
Phe-Ile-Ala30-Trp-Leu-Val-Lys-Gly3S-Arg-Ra

formula VI (SEQ ID NO:7)
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wherein: R] is selected from the group consisting of L-
histidine, D-histidine, desamino-histidine, 2-amino-
histidine, P-hydroxy-histidine, homohistidine, alpha-
fluoromethyl-histidine, and alpha-methyl-histidine; X is
selected from the group consisting of Ala, Gly, Val, Thr,
Ile, and alpha-methyl-Ala; Y is selected from the group
consisting of Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, and Gly; Z is
selected from the group conslisting of Glu, Gln, Ala, Thr,
Ser, and Gly; and R2 is Gly-OH.

Another preferred group of GLP-1 compounds for use
in the present invention is disclosed in WO 91/11457, and
cons:i.st.s_ essentially of GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-
36), or GLP-1(7-37), or the amide form thereof, and
pharmaceutically-acceptable salts thereof, having at least
one modification selected from the group coneisting of:

(a) substitution of glycine, serine, cysteine,
threonine, asparagine, glutamine, tyrosine, alanine, valine,
isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, arginine, or
D-lysine for lysine at position 26 and/or position 34; or
substitution of glycine, serine, cysteine, threonine,
asparagine, glutamine, tyrosine, alanine, wvaline,
isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, lysine, or a
D-arginine for arginine at position 36;

(b) substitution of an oxidition-resistant amino
acid for tryptophan at position 31;

{c) substitution of at least one of: tyrosine for
valine at position 16; lysine for serine at position 18;
aspartic acid for glutamic acid at position 21; serine for
glycine at position 22; arginine for glutamine at position
23; arginine for alanine at position 24; and glutamine for
lysine at position 26; and

(d) substitution of at least one of: glycine,
serine, or cysteine for alanine at position B; aspartic
acid, glycine, serine, cysteine, threonine, asparagine,
glutamine, tyrosine, alanine, valine, isoleucine, leucine,




10

15

20

25

30

35

WO 02/46227 PCT/US01/43163

- 23 -

methionine, or phenylalanine for glutamic acid at position
9; serine, cysteine, threonine, asparagine, glutamine,
tyrosine, alanine, valine, isoleucine, leucine, methionine,
r phenylalanine for glycine at position 10; and glutamic
acid for aspartic acid at position 15; and

(e) substitution of glycine, serine, cysteine,
threonine, asparagine, glutamine, tyrosine, alanine, valine,
isoleucine; leucine, methionine, or phenylalanine, or the D-
or N-acylated or alky%ated form of histidine for histidine
at position 7; wherein, in the substitutions is (a), (b),
{d), and (e), the pubstituted aminc acids can opticnally be
in the D-form and the amino acids substituted at position 7
can opéionally be in the N-acylated or N-alkylated form.

Because the enzyme, dipeptidyl-peptidase IV (DPP 1IV),
may be responsible for the observed rapid in vivo
inactivation of administered GLP-1, [see, e.g., Mentlein,
R., et al., Eur. J. Biochem., 214:829-835 (1993)], GLP-1
analogs and derivatives that are protected from the activity
of DPP IV in the context of a fusion protein are preferred,
and fusion proteins wherein the GLP-1 compound is Gly8-GLP-
1(7-37)0H, val8-GLP-1(7-37)0H, a-methyl-AlaB-GLP-1(7-37)0H,
or Gly8-Gln2l-GLP-1(7-37)0H are more preferred.

Another preferred group of GLP-1 compounds for use in
the brese:nt invention consists of the compounds of formula
VII (SEQ ID NO: 8) claimed in U.S. Patent No. 5,512,549,
which is expressly incorporated herein by reference.

n’--Ala-Glu-Gly1°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Aspl>-vVal-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly35-Arg-g3
I
na
formula VII (SEQ ID NO: B)
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wherein Rl is selected from the group consisting of 4-
imidazopropionyl, 4-imidazoacetyl, or 4-imidazo-
o, e dimsthyl-acetyl; R2 is selected from the group
consisting of Cg-Cip unbranched acyl, or is absent; R3 is
selected from the group consisting of Gly-OH or NH2; and,

Xaa is Lys or Arg.
More preferred compounds of formula IV for use in the

present invention are those in which Xaa is Arg and R2 is
C6-C10 unbranched acyl. Even more preferred compounds of
formula IV for use in the present invention are those in
which Xaa is Arg, R2 im Cg-Cjip unbranched acyl, and R3 is
Gly-0OH. .Other highly-prefeXred compounds of formula IV for
use in the present i:_wa:t.:l.on are those in which Xaa is Arg,
R2 jis Cg-Cyo unbranched acyl, R3 is Gly-OH, and Rl is 4-
imidazopropionyl. An especially preferred compound of

f rmula IV for use in the present invention is that in which

Xaa is Arg, R2 is Cg unbranched acyl, R3 is Gly-OH, and Rl
is d4-imidazopropionyl.

Preferably, the GLP-1 compounds comprise GLP-1 analogs
wherein the backbone for such analogs or fragments contains
an amino acid other than alanine at position 8 (position 8
analogs). The backbone may also include L-histidine, D-
histidine, or modified forms of histidine such as desamino-

histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,

homohistidine, a-fluoromethyl-histidine, or a-methyl-
histidine at position 7. It is preferable that these
position 8 analogs contain one oxr more additional changes at
positione 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33, and 37
compared to the corresponding amino acid of native GLP-1(7-
37)0H. It is more preferable that these position 8 analogs
contain ocne or more additional changes at positions 16, 18,

3¢



10

15

20

25

30

WO 02146227 PCT/USO1/43168

- 25 -

22, 25 and 33 compared to the corresponding amino acid of
native GLP-1(7-37)0H.

In a preferred embodiment, the GLP-1 analog is GLP-1(7-
37)0H wherein the amino acid at position 12 is -selected from
the group consisting of tryptophan or tyrosine. It is more
preferred that in addition to the substitution at position
12, the amino acid at positiéﬁ 8 is substituted with
glycine, valine, leucine, iscleucine, serine, threonine, «r
methionine and more preferably valine or glycine. It is
even more preferred that in addition to the substitutions at
position 12 and 8, the amino acid at position 22 is
substituted with glutamic acid.

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0RH wherein the amino acid at position 16 is
selected from the group consisting of tryptophan,
isoleucine, leucine, phenylalanine, or tyrosine. It is more
preferred that in addition to the substitution at position
16, the amino acid at position 8 is substituted with
glycine, valine, leucine, isoleucine, serine, threonine, or
methionine and more preferably valine or glycine. It is
even more preferred that in addition to the subatitutions at
position 16 and 8, the amino acid at position 22 is
substituted with glutamic acid. It is also praeferred that
in addition to the substitutions at positions 16 and 8, the
amino acid at position 30 is substituted with glutamic acid.
It is also preferred that in addition to the substitutions
at positions 16 and 8, the amino acid at position 37 is
substituted with histidine.

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0H wherein the amino acid at position 18 is
selected from the group consisting of tryptophan, tyrosine,
phenylalanine, lysine, leucine, or isoleucine, preferably
tryptophan, tyrosine, and isoleucine. It is more preferred
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that in addition to the substitution at position 18, the
amino acid at position B is asubstituted with glycine,
valine, leucine, isoleucine, serine, threonine, or
methionine and more preferably valine or glycine. It is
even more preferred that in addition to the substitutions at
position 18 and 8, the amino acid at position 22 is
substituted with glutamic acid. It is also preferred that
in addition to the substitutions at positions 18 and B, the
amino acid at position 30 is substituted with glutamic acid.
It is also preferred that in addition to the substitutions
at positions 18 and 8, the amino acid at position 37 is
substituted with histidine

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0OH wherein the amino acid at position 19 is
selected from the group consisting of tryptophan or
phenylalanine, preferably tryptophan. It is more preferred
that in addition to the substitution at posit:.:i.on 19, the
amino acid at position 8 is substituted with glycine,
valine, leucine, isoleucine, serine, threonine, or
methionine and more preferably valine or glycine. It is
even more preferred that in addition to the substitutions at
position 19 and 8, the amino acid at position 22 is
substituted with glutamic acid. It is also preferred that
in addition to the substitutions at positions 19 and 8, the
amino acid at position 30 is substituted with glutamic acid.
It is also preferred that in addition to the substitutions
at positions 19 and 8, the amino acid at position 37 is
substituted with histidine

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1{7-37)0H wherein the amino acid at position 20 is
phenylalanine, tyrosine, or tryptophan. It is more
preferred that in addition to the subatitution at position
20, the amino acid at position 8 is substituted with
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glycine, valine, leucine, isoleucine, serine, threonine, or
methionine and more preferably valine or glycine. It is
even more preferred that in addition to the substitutions at
position 20 and 8, the amino acid at position 22 is
subatituted with glutamic acid. It is also preferred that
in addition to the substitutions at positions 20 and 8, the
amino acid at position 30 is su.bst:i.l;uted with glutamic acid.
It is also preferred that in addition to the substitutions
at positions 20 and B, the amino acid at position 37 is
substituted with histidine

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0R wherein the amino acid at position 25 is
Belected from the group consisting of valine, isoleucine,
and leucine, preferably valine. It is more preferred that
in addition to the substitution at position 25, the amino
acid at position 8 is substituted with glycine, valine,
leucine, isoleucine, serine, threonine, or methionine and
more preferably valine or glycine. It is even more
preferred that in addition to the substitutions at position
25 and B, the amino acid at position 22 is substituted with
glutamic acid. It is also preferred that in addition to the
substitutions at positions 25 and 8, the amino acid at
position 30 is substituted with glutamic acid. It is also
preferred that in addition to the substitutions at positions
25 and 8, the amino acid at position 37 is substituted with
histidine.

In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0H wherein the amino acid at position 27 is
selected from the group conslsting of isoleucine or alanine.
It is more preferred that in addition to the substitution at
position 27, the amino acid at position 8 is substituted
with glycine, valine, leucine, isoleucine, serine,
threonine, or methionine and more preferably valine or
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glycine. It is even more preferred that in addition to the
substitutions at position 27 and 8, the amino acid at
position 22 is substituted with glutamic acid. It is also
preferred that in addition to the substitutions at positions
27 and 8, the amino acid at pos_:i.t::l.on 30 is substituted with
glutamic acid. It is also preferred that in addition to the
substitutions at positions 27 and 8, the amino acid at
position 37 ie substituted with histidine
In another preferred embodiment, the GLP-1 analog is
GLP-1(7-37)0H wherein the amino acid_ at position 33 is
isoleucine. It is more preferred that in addition to the
substitution at position 33, the amino acid at position 8 is
substituted with glycine, valine, leucine, isoleucine,
serine, threonine, or methionine and more preferably valine
r glycine. It is even more preferred that in addition to
the substitutions at position 33 and 8, the amino acid at
position 22 is substituted with glutamic acid. It is also
preferred that in addition to the substitutions at positions
33 and 8, the amino acid at position 30 is substituted with
glutamic acid. It is also preferred that in addition to the
substitutions at positions 33 and 8, the amino acid at
position 37 is substituted with histidine
The GLP-1 compounds have modifications at one or more
f the following positions: 8, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25,
27, 30, 33, and 37. These GLP-1 compounds show increased
potency compared with GLP-1(7-37)0H and comprise the amino
acid sequence of formula IX (SEQ ID NO:12)
Xaa;-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaa;;-Thr-Ser-Asp-Xaa;s-Sex-
Xaa;s-Xaa;s~Xaazg-Glu-Xaaz-Gln-Ala-Xaass-Lys-Xaaz,~
Phe-Ile-Xaaj;y-Trp-Leu-Xaai-Lys-Gly-Arg-Xaay;
Formala IX (SEQ ID NO: 12)
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wherein:

Xaay is: L-histidine, D-histidine, desamino-histidine, 2-
amino-histidine, B-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine, or a-
methyl-histidine;

Xaag is: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa;2 is: Phe, Trp, or Tyr;

Xaays is: Val, Trp, Ile, Leu, Phe, or Tyr;

Xaajg is: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

Xaag i8: Tyr, Trp, or FPhe;

Xaaz is: Leu, Phe, Tyr, or Trp;

Xaaz; is: Gly, Glu, Asp, or Lys;

Xaazs is: Ala, Val, Ile, or Leu;

Xaaz? is: Glu, Ile, or Ala;

Xaay; is: Ala or Glu

Xaayy is: Val, or Ile; and

Xaayy is: Gly, His, NH;, or is absent.

Some preferred GLP-1 compounds of formula IX include
GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)-NHz, 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)0H, Leu®-GLP-1(7-36)NH:, Ile'-GLP-1(7-37)OH, Ile’-
GLP-1(7-36)NH;, Ser®-GLP-1(7-37)OH, Ser®-GLP-1(7-36)NH,,
Thr®-GLP-1(7-37)0H, Thr®-GLP-1(7-36)NH;, Val®-Tyr'?-gLP-1(7-
37)0H, val®-Tyr'?*-GLP-1(7-36)NH;, Val®-Tyr'®-GLP-1(7-37)O0H,
val®-Tyr'®-GLP-1(7-36)NH;, 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, Val®-Lys®-GLP-1(7-36)NH;, Gly"-
Lys?2-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Lys®*-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-Glu*?-GLP-
1(7-37)0H, Leu’-Glu®3-gLp-1(7-36)NHa, Ile®-Glu?®?*-GLP-1(7-
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37)0H, Ile®-Glu**-GLP-1(7-36)NH;, Leu’-Asp?-GLP-1(7-37)0H,
Leu®-Asp®-GLP-1({7-36)NH;, Ile®-Asp®®-GLP-1(7-37)0H, Ile®-
Asp®?-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-Lys??-GLP-1(7-37)0H, Leu®-Lys??-GLP-
1(7-36)NH;, Ile®-Lys?*-GLP-1(7-37)0H, Ile®-Lys**-GLP-1(7-
36)NH;, Ser®-Glu*?-GLP-1(7-37)0H, Ser’-Glu?’-GLP-1(7-36)NH,,
Thr®-@lu??-GLP-1(7-37)OH, Thr'-Glu??-GLP-1(7-36)NH;, Sex®-
Asp?-GLP-1(7-37)0H, Ser®-Asp’*-GLP-1(7-36)NH;, Thr®-Aep?’-GLP-
1(7-37)0H, Thr®-Asp®*-GLP-1(7-36)NH;, Ser®-Lys®**-GLP-1(7-
37)0H, Ser®-Lys*’-GLP-1(7+36)NH;, Thr®-Lys*-GLP-1(7-37)0H,
Thr®-Lys?*-GLP-1(7-36)NHa, Glu**-GLP-1(7-37)0H, Glu??-GLP-1(7-
36)NH2, Asp®-GLP-1(7-37)CH, Asp®3-GLP-1(7-36)NH;, Lys?*-GLP-
1(7-37)0H, Lys**~GLP-1(7-36)NH;, Val®-Ala®’-GLP-1(7-37)0H,
val®-Glu?’-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glui’-GLP-1(7-37)0H, Val®-
Glu*’-GLP-1(7-36)NH;, 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)NH2, Ile®-Glu®°-GLP-1(7-37)0H, Ile®-~-Glu’’-GLP-1(7-36)NHa,
Ser®-Glu®~-GLP-1(7-37)0H, Ser’-Glu’’-GLP-1(7-36)NH;, Thr®-
Glu**-GLP-1(7-37)0H, Thr'-Glu°-GLP-1(7-36)NH,, Val®-His’’-GLP-
1(7-37)0H, Val®’-His’’-GLP-1(7-36)NHa, Gly'-His*’-GLP-1(7-37)0H,
Gly®-His*-GLP-1(7-36)NB;, Leu®-Hia?’-GLP-1(7-37)0H, Leu®-His’-
GLP-1(7-36)NH;, Ile®-His’’-GLP-1(7-37)0H, Ile’-mis®’-GLP-1(7-
36)NH,, Ser®-His?’-~-GLP-1(7-37)0H, Ser®-His*’-GLP-1(7-36)NH;,
Thr®-His*’-GLP-1(7-37)0H, Thr®-His*’-GLP-1(7-36)NH,.

Some preferred GLP-1 compounds of formula IX having
multiple substitutions include GLP-1(7-37)CH wherein
position 8 is valine or glycine, position 22 is glutamic
acid, position 16 is tyrosine, leucine or tryptophan,
position 1B is tyrosine, tryptophan, or isoleucine, poa:i.t:l.c-m
25 is valine and position 33 is isoleucine. Other preferred
GLP-1 compounds include the following: Val®-Tyr'6-GLP-1{7-
37)0H, Val®-Tyr'*-Glu**-GLP-1(7-37)OH, Val®-Tyr'¢-Phe'’-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Tyr'-Glu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Trp'¢-Glu**-
GLP-1(7-37)0H, Val®-Leu'*-G1lu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Ilel®-

JO




10

15

20

25

. 30

WO 02/46227 PCT/US01/43165

- 31 -

Glu®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Phe'*-Glu’*-GLP-1(7-37)0H,; Vval®-
Trp*?-Glu®~GLE-~1(7-37) OH, Val®-Tyr'*-Glu??-GLP-1(7-37)0H,
val®-Phe'®-G1lu??-GLP-1(7-37)0H, and Val®-TIle'®-Glu®3-GLP-1(7-
37)OH.

The GLP-1 compounds of the present invention also
encompass Exendin compounds. Exendin-3 and Exendin-4 are
blologically active peptides first isolated from

Helodermatidae lizard venoms and have been shown to bind the

GLP-1 receptor and stimulate cAMP-dependent H' production in
mammalian parietal cells. Exendin-3 and Exendin-4 are both
39 anu.no acid peptides which are approximately 53%
homologous to GL.P-1. They act as potent agonists of GLP-1
activ:i.'ty. Notably, an N-terminally truncated derivative of
Exendin, known as Exendin(9-39 amino acida), is an inhibitor
of Exendin-3, Exendin-4 and GLP-1l.

An Exendin compound typically comprises a polypeptide
having the amino acid sequence of Exendin-3, Exendin-4, or
an analog or fragment thereof. Exendin-3 and Exendin-4 ar
disclosed in U.S. Patent No. 5,424,286.

Exendin-3 has the amino acid sequence of SEQ ID NO: 9:
7 8 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-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile-Glu-Trp-i.eu—hys-hsn-Gly—Gly—Pro-Ser—Ser-
40 41 42 43 44 45
Gly-hla-Pro-Pz_'o—Pro-Ser

(SEQ ID NO: 9)

!
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Exendin-4 has the amino acid sequence of SEQ ID NO: 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-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-vVal-Arg-Leu-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 239
Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
40 41 42 43 44 45
Gly-hla-?r;:-:?ro-rro-Ser

(SEQ ID NO: 10)

GLP-1 compounds also include Exendin fragments which
are polypeptides obtained after truncation of one or more
amino acids from the N-terminus and/or C-terminus of Exendin
or an Exendin analog. Furthermore, GLP-1 campounds include
Exendin polypeptides in which one or more amino acids have
been added to the N-terminus and/or C-terminus of Exendin =r
fragments thereof. Exendin compounds of this type have up to
about forty-five amino acids.

GLP-1 compounds also include “Exendin analogs.” An
Exendin analog has sufficient homology to Exendin-4,
Exendin-3, or a fragment thereof such that the analog has
inpulinotxopic activity. The activity of Exendin fragments
and/or analogs can be agsessed using in vitro assays such as
those described in EP 619,322 and U.S. Patent No. 5,120,712.

Preferably, an Exendin analog has the amino acid
sequence of Exendin-4 or a fragment thereof, modified so
that from one, two, three, four or five amino acids differ
from the amino acid in corresponding position of Exendin-4
or the fragment of Exendin-4. In the nonmenclature used
herein to designate Exendin compounds, the substituting
amino acid and its position is indicated prior to the parent

g2
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Btructure. For example, Vala-Exendin—4 designates an

Exendin compound in which the glycine normally found at

position 8 of Exendin-4 has been replaced with valine.
Another preferred group of GLP-1 compounds is composed

of GLP-1/Exendin-4 analogs of formula VIII (SEQ ID NO: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—XaarXAa-Glu-xaa-xaa-hla-xgi—Xaa-1aa-th-
29 30 31 32 33 34 35 36 137
Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-R

formula VIII (SEQ ID NO: 11)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
hamohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
histidine;

Xaa at position B is: Gly, Ala, or Val;

Xaa at position 16 is: Leu or Vval;

Xaa at position 18 is Lys or Ser:

Xaa at position 19 is: Gln or Tyr;

Xaa at position 20 is: Met or Leu:

Xaa at position 22 is: Glu or Gln;

Xaa at position 23 is: Glu, or Gln;

Xaa at position 25 is: Val or Ala;

Xaa at position 26 is: Arg or Lys;

Xaa at position 27 is Leu or Glu;

Xaa at position 30 is: Glu or Ala;

Xaa at position 33 is: Val or Lys;

Xaa at position 34 is: Asn or Lys;

Xaa at position 36 is: Gly or Arg: and
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R at position 37 is: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-
Pro-Ser, or is absent. The activity of 18 different species
that fall within this genus is provided in Table 6.

Further Exendin-analogs that are useful for the present
invention are described in PCT patemt publications WO
99/25728 (Beeley et al.), WO 99/25727 Beeley et al.), WO
98/05351 (Young et al.), WO 99/40788B (Young et al.), WO
99/07404 (Beeley et al), and WO 995/43708 (Knudsen et al).

The GLP-1 fusion proteins of the present invention can
comprise glycosylation sites. Glycosylation is a chemical
modification wherein sugar moieties are added to the protein
at specific sites. Glycosylation of proteins 'play a role in
ensuring the correct charge, confirmation, and stability of
maturing protein and can target the protein to the cell
surface and eventual secretion of the protein. Most
importantly, glycosylation effects the in vivo clearance
rate for many proteins. Sugars can be O-linked or N-linked.
Generally, O-linked sugars are added to the hydroxyl-group
oxygen of serine and threonine, while N-linked sugars are

. added to the amide nitrogen of asparagine. The consemsus

gsite for N-glycosylation is Asn X1 X2 wherein X1 is any
amino acid except Pro and X2 is Ser or Thr.

GLP-1 compounds are generally not glycosylated in vivo;
however, interestingly the GLP-1 fusion proteins of the
present invention that comprise a GLP-1 compound with a C
terminal extension fused to an Fc sequence is glycosylated
at the last serine in the C terminal extension (SSGAPPPS*)
and at threonine at position 11 in the N terminal region of
Fc (AEPKSCDRTHT*CPFC . . .).

Sk
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Heterologous Fc fusion protelns: i
The GLP-1 compounds described above can be fused

directly or via a peptide linker to the Fc portion of an
imminoglobulin.

Immunoglobuline are molecules containing polypeptide
chains held together by disulfide bonds, typically having
two light chains and two heavy chains. In each chain, one
domain (V) has a variable amino acid sequence depending on
the antibody specificity of the molecule. The other domains
(C) have a rather constant sequence common to molecules of
the same class.

As used herein, the Fc portion of an immunoglobulin has
the meaning commonly given to the term in the field of
immunology. Specifically, this term refers to an antibody
fragment which is obtained by removing the two antigen -
binding regions (the Fab fragments) from the antibody. One
way to remove the Fab fragmemnts is to digest the
immunoglobulin with papain protease. Thus, the Fc portion
is formed from approximately equal sized fragments of the
constant region from both heavy chains, which associate
through non-covalent interactions and disulfide bonds. The
Fc portion can include the hinge regions and extend through
the CH2 and CH3 domains to the C-terminus of the antibody.
Representative hinge regions for human and mouse
immunoglobulins can be found in Antibody Engineering, A
Practical Guide, Borrebaeck, C.A.K., ed., W.H. Freeman and
Co., 1992, the teachings of which are herein incorporated by
reference. The Fc portion can further include one or mor
glycosylation sites. The amino acid sequence of a
representative Fc protein containing a hinge region, CH2 and
CH3 domains, and one N-glycosylation site at position 82 is
shown in Figure 1.
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There are five types of human immunoglobulin Fc rxegions
with different effect or a'nd pharmacokinetic properties: -
IgG, IgA, IgM, IgD, and IgE. IgG is the most abundant
immunoglobulin in serum. IgG also has the longest half-life
in serum of any immunoglobulin (23 days). Unlike other
imminoglobulins, IgG is efficiently recirculated following
binding to an Fc receptor. There are four IgG subclasses
Gl, G2, G3, and G4, each of which have different effect oxr
functions. Gl, G2, and G3 can bind Ciq and fix complement
while G4 camnot. Even though G3 is able to bind Clg more
efficiently than Gl, Gl is more effective at mediating
complement-directed cell lysis. G2 fixes complement very
inefficiently. The Clqg binding site in IgG is located at
the carboxy terminal region of the CH2 domain.

All IgG subclasses are capable of binding to Fc
receptore (CD16, CD32, CD64) with Gl and G3 being more
effective than G2 and G4. The Fc receptor binding region of
IgG is formed by residues located in both the hinge and the
carboxy terminal regions of the CH2 domain.

IgA can exist both in a monomeric and dimeric form held
together by a J-chain. 1IgA is the second most abundant Ig
in serum, but it has a half-life of only 6 days. IgA has
three effact or functions. It binds to an IgA specific
receptor on macrophages and eosinophils, which drives
phagocytosis and degranulation, respectively. It can also
fix complement via an unknown alternative pathway.

IgM ip expressed as either a pentamer or a hexamer,
both of which are held together by a J-chain. IgM has a
serum half-life of 5 days. It binds weakly to Clq via a
binding site located in its CH) domain. IgD has a half-life
of 3 days in serum. It is unclear what effect or functions
are attributable to this Ig. IgE is a monomeric Ig and has
a serum half-life of 2.5 days. IgE binds to two Fc
receptors which drives degranulation and results in the
release of proinflammatory agents.
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Depanding on the desired in vivo effect, the
heterologous fusion proteins of the present invention may
contain any of the isotypes described above or may contain
metated Fc regions wherein the complement and/or Fc receptor
binding functions have been altered. Thus, the heterologous
fusion proteins of the present invention may contain the
entire Fc portion of an immmmoglobulin, fragments of the Fc
portion of an immunoglobulin, or analogs thereof fused to a
GLP-1 compound. .

The fusion proteins of the present invention can
consist of single chain proteins or as multi-chain
polypeptides. Two or more Fc fusion proteins can be
producéed such that they interact through disulfide bonds
that naturally form between Fc regions. These multimers can
be homogeneous with respect to the GLP-1 compound or they
may contain differemt GLP-1 compounds fused at the N-
terminus of the Fc portion of the fusion protein.

Regardleas of the final structure of the fusion
protein, the Fc or Fc-like region must gerve to prolong the
in vivo plasma half-life of the GLP-1 compound fused at the
N-terminus. Furthermore, the fuged,GLP-1 compound must
retain some biological activity. ‘An increase in half-life
can be demonstrated using the method described in Example 7
wherein the half-life of the fusion protein is compared to
the half-life of the GLP-1 compound alone. Biological
activity can be determined by in vitro and in vivo methods
known in the art. RepresBentative biological assays are
described in Examples 6, 8, and 9.

Since the Fc region of IgG produced by proteolysis has
the same in vivo half-life as the intact IgG molecule and
Fab fragmente are rapidly degraded, it is believed that the
relevant sequence for prolonging half-life reside in the CH2
and/or CH3 domains. Further, it has been shown in the
literature that the catabolic rates of IgG variants that do
not bind the high-affinity ¥e receptor or Clq are
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indistinguishable from the rate of clearance of the pareant
wild-type antibody, indicating that the catabolic site is
distinct from the sites involved in Fc receptor or Clg
binding. [Wawrzynczak et al., (1992) Molecular Immunology
29:221)]. Site-directed mutagemesis studies using a murine
IgGl Fc region suggested that the site of the IgGl Fc region
that controls the catabolic rate is located at the CH2-CH3
domain interfaca.

Based on these studie_s, ¥Fc regions can be modified at
the catabolic site to optimize the half-1ife of the fusion
proteins. It is preferable that the Fc region used for the
heterclogous fusion proteins of the presemt invention be
derived from an IgGl or an IgG4d Fc region. It is even more
preferable that the Fc region be IgG4 or derived from IgG4.
Preferably the IgG Fc region contains both the CH2 and CH3
regions including the hinge region.

Heterologous albumin fusion proteins:

The GLP-1l compounds described above can be fused
directly or via a peptide linker to albumin or an analog,
fragment, or derivative thereof.

Generally the albumin proteins making up part of the
fusion proteins of the present invention can be derived from
albumin cloned from any species. However, human albumin and
fragmentes and analogs thereof are preferred to reduce the
ripk of the fusion protein being immunogenic in humans.
Human serum albumin (HSA) consists of a single non-
glycosylated polypeptide chain of 585 amino acids with a
formula molecular weight of 66,500. The amino acid sequence
of human HSA is shown in figure 2. [See Meloun, et al.
(1975) FEBS Letters 58:136; Behrens, et al. (1975) Fed.
Proc. 34:591; Lawn, et al. (1981) Nucleic Acids Research
9:6102-6114; Minghetti, et al. (1986) J. Biol. Chem.
261:6747]. A variety of polymorphic variants as well as
analogs and fragments of albumin have been described. [See
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Weitkamp, et al., (1973) Ann. Hum. Genet. 37:219)]. For
example, in BP 322,094, the inventors disclose variocus
shorter forms of HSA. Some of these fragments include
HSA(1-373), HSA(1-388), HSA(1-389), HSA(1-369), and HSA(l-
419) and fragments between 1-369 and 1-419. EP 399,666
discloses albumin fragments that include HSA(1-177) and
HSA(1-200) and fragments between HSA(1-177) and HSA(1-200).

It is understood that the heterologous fusion proteins
of the present invention include GLP-1 compounds that are
coupled to any albumin protein including fragmemts, analogs,
and derivatives wherein such fusion protein is biologically
active and has a longer plasma half-life than the GLP-1
compou:id alone. Thus, the albumin portion of the fusion
protein need not necessarily have a plasma half-life equal
to that of native human albumin. Fragments, analogs, and
derivatives are known or can be generated that have longer
half-lives or have half-lives intermediate to that of native
human albumin and the GLP-1 compound of interest.

The heterologous fusion proteins of the present
invention encompass proteins having conservative amino acid
substitutions in the GLP-1 compound and/or the Fc or albumin
portion of the fusion protein. A “conservative
substitution” is the replacement of an amino acid with
another amino acid that has the same net electronic charge
and approximately the same size and shape. Amino acids with
aliphatic or substituted aliphatic amino acid side chains
have approximately the same size when the total number
carbon and heterocatoms in their side chains differs by no
more than about four. They have approximately the same
shape when the number of branches in their side chains
differs by no more than one. Amino acids with phenyl or
substituted phenyl groups in their side chains are
considered to have about the same Bize and shape. Except as
otherwise specifically provided herein, conservative



10

15

20

a5

30

35

WO 02/46227 PCT/US01/43165 gO

- 40 =

substitutions are preferably made with naturally occurring
amino acids.

However, the term “amino acid” is used herein in its
broadest sense, and includes naturally occurring amino acids
as well as non-naturally occurxring amino acids, including
amino acid analogs and derivatives. The latter includes
molecules containing an amino acid moiety. One skilled in
tﬁe art will recognize, in view of this broad definition,
that reference herein to an amino acid includes, for
example, naturally occurring proteogenic L-amino acids; D-
amino acids; chemically modified amino acids. such as amino
acid analogs and derivatives; naturally occurring non-
proteogenic amino acids such as norleucine, p-alanine,
ornithine, GABA, etec.; and chemically synthesized compounds
hav:i.hg properties known in the art to be characteristic of
amino acids. As used herein, the term “proteogemic”
indicates that the amino acid can be incorporated into a
peptide, polypeptide, or protein in a cell through a
metabolic pathway.

The incorporation of non-natural amino acids, including
aynthetic non-native amino acids, substituted amino acids,
or one or moye D-amino acids into the heterologous fusion
pr teins of the present invention can be advantageous in a
number of different ways. D-amino acid-containing peptides,
etc., exhibit increased stability in vitro or in vivo
compared to L-amino acid-containing counterparts. Thus, the
¢ nstruction of peptides, etc., incorporating D-amino acids
can be particularly useful when greater intracellular
stability is desired or required_. More specifically, D-
peptiden, etc., are resistant to endogenous peptidases and
proteases, thereby providing improved bioavailability of the
molecule, and prolonged lifetimes in vivo when such
properties are desirable. Additionally, D-peptides, etc.,
cannot be processed efficiently for major histocompatibility
complex class II-restricted presentation to T helper cells,
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and are therefore, less likely to induce humoral immune
responses in the whole organism. -

In addition to structure/function analyses of the
various polypeptides encompassed by the present invention,
there are numerous factors that can be considered when
selecting amino acids for substitution. One factor that can
be considered in making such changes is the hydropathic
index of amino acids. The importance of the hydropathic
amino acid index in conferring interactive biological
function on a protein has been discussed by Kyte and
Doolittle (1982, J. Mol. Biol., 157: 105-132). It is
accepted that the relative hydropathic character of amino
acids contributes to the secondary structure of the
resultant protein. This, in turn, affects the interaction
of the protein with molecules such as enzymes, substrates,
receptors, ligands, DNA, antibodies, antigens, etc. Based
on its hydrophobicity and charge characteristics, each amino
acid has been assigned a hydropathic index as follows:
isoleucine (+4.5); valine (+4.2); leucine (+3.B);
phenylalanine (+2.8); cysteine/cystine (+2.5); methionine
{+1.9); alanine (+1.8); glycine (-0.4); threonine (-0.7);
serine (-0.8); tryptophan (-0.9); tyrosine (-1.3); proline
(-1.6); histidine (-3.2);
glutamate/glutamine/aspartate/asparagine (-3.5); lysine
(-3.9); and arginine (-4.5).

As is known in the art, certain amino acids in a
peptide, polypeptide, or protein can be substituted for
other amino acids having a similar hydropathic index or
score and produce a resultant peptide, etc., having similar
or even improved biological activity. In making such
changes, it is preferable that amino acids having
hydropathic indices within 12 are substituted for one
another. More preferred substitutions are those wherein the
amino acids have hydropathic indices within +1. Most
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preferred substitutions are those wherein the amino acids
have hydropathic indices within #0.5.

Like amino acids can also be substituted on the basis
of hydrophilicity. U.S. Patent No. 4,554,101 discloses that
the greatest local average hydrophilicity of a protein, as
governed by the hydrophilicity of its adjacent amino acids,
correlates with a biological property of the protein. The
following hydrophilicity values have been assigned to amino
acids: arginine/lysine (+3.0); aspartate/glutamate (+3.0%l);
serine (+0.3); asparagine/glutamine (+0.2); glycine (0);
threonine (-0.4); proline (-0.5%1);: alanine/histidine
(-0.5); cysteine (-1.0); methionine (-1.3); valine (-1.5);
leucine/isoleucine (-1.8); tyrosine (-2.3); phenylalanine
(-2.5); and tryptophan (-3.4). Thus, one amino acid in a
peptide, polypeptide, or protein can be substituted by'
another amino acid having a similar hydrophilicity score and
still produce a resultant peptide, etc., having similar
biological activity, i.e., Btill retaining correct
biological function. In making such changes, amino acids
having hydropathic indices within 12 are preferably
substituted for one another, those within t1 are more
preferred, and those within $0.5 are most preferred.

As outlined above, amino acid substitutions in the
fusion proteing of the present invention can be based on the
relative similarity of the amino acid side-chain
substituents, for example, their hydrophobicity,
hydrophilicity, charge, size, etc. Furthermore,
substitutions can be made based on secondary structure
propensity. For example, a helical amino acid can be
replaced with an amino acid that would preserve the helical
Btructure. Exemplary substitutions that take various of the
foregoing characteristics into consideration in order to
produce conservative amino acid changes resulting in silent
changes within the present peptides, etc., can be selected
from ther members f the class to which the naturally

(2
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occurring amino acid belongs. Amino acids can be divided

into the following four groups: (1) acidic amino acids; (2)

basic amino acids; (3) neutral polar amino acids; and (4)
neutral non-polar amino acids.

General methods for making the heterologous fusion proteinsg

of the present invention.
Although the heterologous fusion proteins of the

present invention can be made by a variety of different

methods, recombinant methods are preferred. For purposes of
the present invention, as disclosed and claimed herein, the
following general molecular biology terms and abbreviatioms
are defined below. The terms and abbreviations used in this

document have their normal meanings unless otherwise
designated. For example, “°C* refers to degrees Celsius:;
*mmol” refers to millimole or millimoles; “mg” refers to
milligrams;“*ug”’ refers to micrograms; “ml or mL” refers t
milliliters; and “ul or UL”* refers to microliters. Amino
acids abbreviations are as set forth in 37 C.F.R. § 1.822
(b) (2) (19%4).
“Base pair® or “bp”" as used herein refers to DNA or
RNA. The abbreviations A,C,G, and T correspond to the 5'-
monophosphate forms of the deoxyribonucleosides
{deoxy)adenosine, (deoxy)cytidine, (deoxy)guanosine, and
thymidine, respectively, when they occur in DNA molecules.
The abbreviations U,C,G, and A correspond to the 5'-
monophosphate forms of the ribonucleosides uridine,
cytidine, guanosine, and adenosine, respectively when they
ccur in RNA molecules. In double stranded DMA, base pair
may refer to a partnership of A with Tor Cwith G. In a
DNA/RNA, heteroduplex base pair may refer to a partnership
f A with U or C with G. (See the definition of
“complementary”, infra.)
*Digestion” or “Restriction” of DNA refers to the

catalytic cleavage of the DNA with a restriction enzyme that

¢
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acts only at certain sequences in the DNA (“seguence-
specific endonucleases”). The various restriction enzymes
used herein are commercially available and their reaction
conditions, cofactors, and other regquirements were used as
would be known to one of ordinary skill in the art.
Appropriate buffers and substrate amounts for perticular
restriction enzymes are specified by the manufacturer or can
be readily found in the literature.

*Ligation” refers to the process of forming
phosphodiester bonds between two double stranded nucleic
acid fragments. Unless otherwise provided, ligation may be
accomplished using known buffers and conditions with a DNA
ligase, "such as T4 DNA ligasa.

*Plasmid” refers to an extrachromosomal {usually) self-
replicating genetic elemant. Plasmids are generally
designated by a lower case “p” followed by letters and/or
numbers. The starting plasmids herein are either
commercially available, publicly available on an
unrestricted basis, or can be constructed from available
plasmids in accordance with published procedures. In
addition, equivalent plasmids to those described are known
in the .art and will be apparent to the ordinarily skilled
artisan.

*Recombinant DNRA cloning vector” as used herein refers
to any autonomously replicating agent, including, but not
limited to, plasmids and phages, comprising a DNA molecule
to which one or more additional DNA segments can or have
been added.

*Recombinant DNA expression vector” as used herein
refers to any recombinant DNA cloning vector in which a
promoter to control transcription of the inserted DNA has
been incorporated.

*Prangcription” refers to the process whereby
information contained in a nucleotide sequence of DNA is
transferred to a complementary RNA sequence.

S
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rransfection” refers to the uptake of an expression
vector by a host cell whether or not any coding sequences
are, in fact, expressed. Numerous methods of transfection
are known to the ordinmarily skilled artisan, for example,
calcium phosphate co-precipitaticn, liposome transfection,
and electroporation. Successful transfection is generally
recognized when any indication of the operation of this
vector occurs within the host cell.

“Transformation® refers to the introduction of DNA into -
an organism so that the DNA is replicable, either as an
extrachromosomal element oxr by chromosomal integration.
Methods of transforming bacterial and eukaryotic hosts are
well known in the art, many of which methods, such as
nuclear injection, protoplast fusion or by calcium treatment
using calcium chloride are summarized in J. Sambrook, et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (1989).
Generally, when introducing DNA into Yeast the term
transformation is used as opposed to the term transfection.

*Translation” as used herein refers to the process
whereby the genetic information of messenger RNA (mRNA) is
used to specify and direct the synthesis of a polypeptide
chain. )

*Vector” refers to a nucleic acid compound used for the
transfection and/or transformation of cells in geme
manipulation bearing polynucleotide sequences corresponding
to appropriate protein molecules which, when combined with
appropriate control sequences, confers ppecific properties
on the host cell to be transfected and/or transformed.
Plaemids, viruses, and bacteriophage are suitable vectors.
Artificial vectors are constructed by cutting and joining
DNA molecules from different sources using restriction
enzymees and ligases. The texm “vector” as used herein
includes Recombinant DNA cloning vectors and Recombinant DNA
expression vectors.
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“Complementary” or “Complementarity”, as used herein,
refers to pairs of bases (purines and pyrimidines) that
assoclate through hydrogen bonding in a double stranded
nucleic acid. The following base pairs are complementary:
guanine and cytosine; adenine and thymine; and adenine and
uracil.

*Hybridization” as used herein reférs to a process in
which a strand of nucleic acid joins with a complementary
strand through base pairing. The conditions employed in the
hybridization of two non-identical, but very similar,
camplementary nucleic acids varies with the degree -of
con:plemaptarity of the two strands and the length of the
strands. Such techniques and conditions are well known to
practitionexs in this field.

“Isolated amino acid sequence” refers to any amino acid
Begquence, however, constructed or synthesized, which is
locationally distinct from the naturally occurring sequence.

*Isolated DNA compound”’ refers to any DNA sequence,
however constructed or synthesized, which is locationally
distinct from its natural location in genomic DNA.

*Isolated nucleic acid compound” refers to any RNA or
DNA sequence, however constructed or synthesized, which is
locationally distinct from its natural location.

*Primer” refers to a nucleic acid fragment which
functions as an initiating substrate for enzymatic or
synthetic elongation.

*Promoter” refers to a DNA sequence which directs
transcription of DNA to RNA.

*Probe” refers to a nucleic acid compound or a
fragment, thereof, which hybridizes with another nucleic
acid compound,

*"Stringency” of hybridization reactions is readily
determinable by one of ordinary skill in the art, and
generally is an empirical calculation dependent upon probe
length, washing temperature, and salt concentration. 1In
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general, longer probes require higher temperatures for proper
annealing, while short probes need lower temperatures.
Hybridization generally depends on the ability of denatured
DNA to re-anneal when complementary strands are present in an
environment below their melting temperature. The higher the
degree of desired homology between the probe and hybridizable
sequence, the higher the relative temperature that can be
used. As a result, it follows that higher relative
temperatures would tend to make the reactions more stringent,
while lower temperatures less so. For additional details and
explanation of stringency of hybridization reactions, see
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience Publishers, 1995.

"Stringent conditions* or "high stringency conditions”,
as defined herein, may-be identified by those that (1) employ
low ionic strength and high temperature for washing, for
example, 15 mM sodium chloride/l.5 mM sodium citrate/0.1%
sodium dodecyl sulfate at 50°C; (2) employ during
hybridization a denaturing agent, such as formamide, for
example, 50% (v/v) formamide with 0.1% bovine serum
album.i.nlo.l_% £ficoll/0.1% polyvinylpyrrolidone/50 mM sodium
phosphate buffer at pH 6.5 with 750 mM sodium chloride/75 mM
sodium citrate at 42°C; or (3) employ 50% formamide, 5X SSC
(750 mM sodium chloride, 75 mM sodium citrate), 50 mM sodium
phosphate (pH 6.8), 0.1% sodium pyrophoephate, 5X Denhardt’s
solution, sonicated salmon sperm DNA (50 pg/ml), 0.1% SDS, and
10% dextran sulfate at 42°C with washes at 42°C in 0.2X SSC
(30 oM sodium chlorxide/3 mM sodium citrate} and 50% formamide
at 55°C, followed by a high-stringency wash consisting of 0.1Xx
SSC containing EDTA at 55°C.

"Moderately stringent conditions” may be identified as
described by Sambrook et al. [Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, (1989)}, and
include the use of washing solution and hybridization
conditions (e.g., temperature, ionic stremgth, and %8DS) less
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stringent than those deacribed above. An example of
moderately stringent conditions is overmight incubation at
37°C in a solution comprising: 20% formamide, 5X SSC (750 mM
sodium chloride, 75 mM sodium citrate), 50 mM sodium phosphate
at pH 7.6, 5X Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, and 20
mg/mi: denatured sheared salmon sperm DNA, followed by washing
the filters in 1X SSC at about 37-50°C. The skilled artisan
will recognize how to adjust the temperature, lonic strength,
etc., as necessary to accommodate factors such as probe length
and the like.

"PCR” refers to the widely-known polymerase chain
reaction employing a thermally-stable DNA polymerase.

*Leader sequence” refers to a sequence’ of amino acids
which can be enzymatically or chemically removed@ to produce
the desired polypeptide of interest.

“Secretion signal sequence” refers to a sequence of
amino acids generally present at the N-terminal region of a
larger ﬁolypeptide functioning to initiate association of
that polypeptide with the cell membrane compartments like
endoplasmic reticulum and secretion of that polypeptide
through the plasma membrane.

Construction of DNA encoding the heterologous fusion
proteins of the present invention:

Wild-type albumin and Immmnoglobulin proteins can be
obtained from a variety of sources. For example, these
proteins can be obtained from a c¢cIPNA library prepared from
tissue or cells which express the mRNA of interest at a
detectable level. Libraries can be screened with probes
designed using the published DNA or protein sequence for the
particular protein of interest. For example, immunoglobulin
light or heavy chain constant regions are described in
Adams, et al. (1980) Biochemistry 19:2711-2719; Goughet, et
-al. (1980) Biochemistry 19:2702-2710; Dolby, et al. (1580)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6027-6031; Rice et al. (1982)

B
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7862-7862; Falkner, et al.
(1982) Nature 298:286-288; and Morrison, et al. (1984) Ann.
Rev. Immunol. 2:239-256. Some references disclosing albumin
protein and DNA sequences include Meloun, et al. (1975) FEBS
Letters 58:136; Behrens, et al. (1975) Fed. Proc. 34:591;
Lawn, et al. (198l1) Nucleic Acids Research 9:6102-6114; and
Minghetti, et al. (1986) J. Biol. Chem. 261:6747

Screening a cDNA or genomic library with the selected
probe may be conducted using standard procedures, such as
described in Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1989). An alternative means to isolate a gene encoding an
albumin or immunoglobulin protein is to use PCR methodology
[Sambrook et al., supra; Dieffemnbach et al., PCR Primer: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1995)]. PCR primers can be designed based on published
sequences.

Generally the full-length wild-type sequences cloned
from a particular species can serve as a template to create
analogs, fragments, and derivatives that retain the ability
to confer a longer plasma half-life on the GLP-1 compound
that is part of the fusion protein. It is preferred that
the Fc and albumin portiong of the heterologous fusion
proteins of the present invention be derived from the native
human sequence in order to reduce the risk of potential
immunogenicity of the fusion protein in humans.

In particular, it is preferred that the imminoglobulin
portion of a fusion protein encompassed by the present
invention contain only an Fc fragment of the immunoglobulin.
Depending on whether particular effect or functions are
desired and the structural characteristics of the fusion
protein, an Fc fragment may contain the hinge region along
with the CH2 and CH3 domains or some other combination
thereof. These Fc fragments can be generated using PCR
techniques with primers designed to hybridize to sequences
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corresponding to the desired ends of the fragment.
Similarly, if fragments of albumin are desired, PCR primars
can be designed which are complementary to internal albumin
segquences. PCR primers can also be designed to create
restriction enzyme sites to facilitate cloning into
expression vectors.

DNA encoding the GLP-1 compounds of the present
invention can be made by a variety of different methods
including cloning methods like those described above as well
as chemically synthesized DNA. Chemical synthesis may .be
attractive given the short length of the encoded peptide.
The amino acid sequence for GLP-1 has been published as well
as the sequence of the preproglucagon gene. [Lopez, et al.
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci., USA B0:5485-5489; Bell, et
al. (1983) Nature, 302:716-718; Heinrich, G., et al. (1984)
Endocrinol, 115:2176-2181; Ghiglione, M., et al. 91984)
Diabetologia 27:599-600). Thus, primers can be designed to
PCR native GLP-1 compounds and fragments thereof.

The geme encoding a fusion protein can then be
constructed by ligating DNA encoding a GLP-1 compound in-
frame to DNA encoding an albumin or Fc protein. The gene
encoding the GLP-1 compound and the gene encoding the
albumin or Fc protein can also be joined in-frame via DNA
encoding a linker peptide.

The in vivo function and stability of the heterologous
fusion proteins of the present invention can be optimized by
adding small peptide linkers to prevent potentially unwanted
domain interactions. Although these linkers can potentially
be any length and consist of any combination of amino acids,
it is preferred that the length be no longer than necessary
to prevent unwanted domain interactions and/or optimize
biological activity and/or stability. Generally, the
linkers should not contain amino acids with extremély bulky
side chains or amino acids likely to introduce significant
secondary structure. It is preferred that the linker be

6O
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serine-glycine rich and be less than 30 amino acids in
1ei-agth. It is more preferred that the linker be no more
than 20 amino acids in length. It is even more preferred
that the linker be no more than 15 amino acids in length. A
preferred linker contains repeats of the sequence Gly-Gly-
Gly-Gly-Ser. It is preferred that there be between 2 and 6
repeats of this seguence. It is even more preferred that
there be between 3 and 4 repeats of this sequence.

The DNA encoding wild-type GLP-1, albumin, and Fc
polypeptides and fragments thereof can be mutated either
before ligation or in the context of a cDNA encoding an
entire fusion protein. A variety of mutagenesis techniques
are well known in the art. For exanmple, a mutagenic PCR
method utilizes strand overlap extension to create specific
base mutations for the purposes of changing a specific amino
acid sequence in the corresponding protein. This PCR
matagenesis requires the use of four primers, two in the
forward orientation (primers A and C) and two in the reverse
orientation (primers B and D). - A mutated gene is amplified
from the wild-type template in two different stages. The
first reaction amplifies the gene in halves by performing an
A to B reaction and a separate C to D reaction wherein the B
and C primers target the area of the gene to be mutated.
When aligning these primers with the target area, they
contain mismatches for the bases that are targeted to be
changed. Once the A to B and C to D reactions are complete,
the reaction products are isolated and mixed for use aB the
template for the A to D reaction. This reaction then yields
the full, mutated product.

Once a gene encoding an entire fusion protein is
produced it can be cloned into an appropriate expression
vector. Specific strategies that can be employed to make
the GLP-1 fusion proteins of the present invention are
described in example 1.
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General methods to recaombinantly express the heterologous
fusion proteins of the present invention:

Host cells are transfected or transformed with expression
or cloning vectors described herein for heterologous fusion
protein prodhuction and cultured in conventional nutrient media
modified as appropriate for inducing promoters, selecting
transformants, or amplifying the genes encoding the desired
sequences. The culture conditions, such as media, temperature,
pH and the like, can be selected by the gkilled artisan without
undue experimentation. In gemeral, principles, protocols, and
practical techniques for maximizing the productivity of cell
cultures can be found in Mammalian Cell Biotechnology: A
Pract:icai Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991} and
Sambrook, et al., supra. Methods of transfection are known to
the ordinarily skilled artisan, for example, CaPQOq and
electroporation. General aspects of mammalian cell host system
transformations have been described in U.S. Patent No.
4,399,216. Transformations into yeast are typically carried
out according to the method of van Solingen et al., J Bact.
130(2): 946-7 (1977) and Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 76(8): 3829-33 (1979). However, other methods for
introducing DNA into cells, such as by nuclear microinjection,
electroporation, bacterial protoplast fusion with intact cells,

r polycations, e.g., polybrene or polyomithine, may also be
used. For various techmiques for transforming mammalian cells,
see Keown, et al., Methods in Enzymology 185: 527-37 (1990) and
Mangour, et al., Nature 336{6197): 348-52 (198B).

Suitable host cells for cloning or expressing the nucleic
acid (e.g., DNA) in the vectors herein include prokaryote,
veast, or higher eukaryote cells. Suitable prokaryotes
include but are not limited to eubacteria, such as Gram-
negative oxr Gram-positive organisms, for example,
Enterocbacteriacea such as E. coli. Various E. coli strains
are publicly available, such as E. coli K12 strain MM294 (ATCC
3 1.446); E. coli X1 776 (ATCC 3 1.537); E. coli strain W3 110
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(ATCC 27.325) and K5 772 (ATCC 53.635). Other suitable
prokaryotic host cells include Enterobacteriaceae such as
Eascherichia, e.g.. E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebisella,
Proteus, Salmonella, e.g., Salmonella typhimurium, Serratia,
e.g., Serratia marcescans, and Shigeila, as well as Bacilli
guch as B. subtilis and B. lichentformis (e.g., B.
licheniformis 4 1 P disclosed in DD266,7 10, published 12
April 1989), Pseudomcnas such as P. aeruginosa, and
Streptomyces. These examples are illustrative rather than
limiting. Strain W311l0 is one particularly preferred host «r
parent host because it is a common host strain for recombinant
DNA product fermentations. Preferably, the host cell secretes
minimni amounts of proteolytic enzymes. For example, strain
W3 110 may be modified to effect a genetic mutation in the
gemes ehcoding proteins endogenous to the host, with examples
of such hosts including E. coll W311l0 strain 1A2, which has
the complete genotype ronA; E. coli W3 110 strain 9E4, which
has the complete genotype tond ptr3; E. colli W31ll0 strain 27C7
(ATCC 55,244), which has the complete genotype tonA, ptr3 phoA
E1l5 (argF-lac) I69 degP ompT /can’; B. coli W3110 strain 40Bd4,
which is strain 37D6 with a non-kanamycin resistant degP
deletion mutation; and an E. coll strain having mutant
periplasmic protease disclosed in U.S. Patent No. 4,546,783
iasued 7 August 1990. Alternatively, in vivo methods of
cloning, e.g., PCR or other nucleic acid polymerase reactions,
are suitable.

In addition to prokaryotes, eukaryotic microbes such as
filamentous fungi or yeast are suiltable cloning or expression
hosts for fusiom protein vectore. Saccharomyces cerevisiae is
a cammonly used lower eukaryotic host microorganism. Others
include Schizosaccharomyces pombe [Beach and Nurse, Nature
290: 140-3 (1981); EP 139,383 published 2 May 1955]; .
Muyveromyces hosts [U.S. Patent No. 4,943,529; Fleer, et al.,
Bio/Technology 9(10): 968-75 (13%1)] such as, e.g.., K lactis
(MW98-8C, CBS683, CBS4574) [de Louvencourt et al., J.
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Bacteriol. 154(2): 737-42 (1983)]; K. fiagilis (ATCC 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 et al., Bio/Technology B(2): 135-9 (1990)); K.
thermotoierans, and K. marxianus; yarrowia (EP 402,226);
Pichia pastoris (EP 183,070) [Sreekrishna et al., J. Basic
Microbiol. 28{(4): 265-78 {1988)); Candid:; Trichoderma reesia
(EP 244.,234); Neurospora crassa [Casa, et al., Proc. Natl.
Acad Sci. USA 76(10): 5259-63 (1979)]); Schwanniomyces such as
Schwanniomyces occidentulis (EP 394,538 published 31 October
1990); and filamentous fungi such as, e.g., Neurospora,
Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 published 10 January
1991), and Aspergillus hosts such as A. nidulans [Ballance et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 112(1): 284-9 (1983)];
Tilburn, et al., Gene 26(2-3): 205-21 (1983): Yelton, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA Bl1(5): 1470-4 (1984)] and A. nig r
[Kelly and Hynes, EMBO J. 4(2): 475-9 (1985)]. Methylotropic
yeasts are selected from the genera consisting of Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, and
Rhodotoruia. A list of specific species that are exemplary of
this class of yeast may be found in C. Antony, The
Biochemistyy of Methylotrophs 269 (1982).

Suitable host cells for the expression of the fusion
proteins of the present invention are derived from
multicellular organisms. Examples of invertebrate cells
include insect cells such as Drosophila S2 and Spodoptera Sp,
Spodoptera high5 as well as plant cells. Examples of useful
mammalian host cell lines include Chinese hamster ovary (CHO)
and COS cells. More specific examples include monkey kidney
CVl line transformed by SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); human
embryonic kidney line [293 or 293 cells subcloned for growth
in suspension culture, Graham, et al., J. Gen Virol., 36(1):
59-74 (1977)]: Chinese hamster ovary cells/-DHFR [CHO, Urlaub
and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7): 4216-20
(1980) ); mouse sertoli cells [TM4, Mather, Biol. Reprod.
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23(1):243-52 (1980)}; human lung cells (W1l3B. ATCC CCL 75);
human liver cells (Hep G2, HB 8065); and mouse mammary tumor
(MMT 060562, ATCC CCL51). The selection of the appropriate
host cell is deemed to be within the skill in the art.

The fusion proteins of the present invemntion may be
recombinantly produced directly, or as a protein having a
signal sequence or other additional sequences which create a
specific cleavage site at the N-terminus of the mature fusion
protein. In general, the signal seguence may be a component
of the vector, or it may be a part of the fusion protein-
encoding DNA that is inserted into the vector. The signal
sequence may be a prokaryotic signal seguence selected, for
example, from the group of the alkaline phosphatase,
penicillinage, lpp, or heat-stable enterotoxin II leaders.
For yeast-secretion the signal sequence may be, e.g., the
yeast invertase leader, alpha factor leader (including
Saccharomyces and Kluyveromyces cc-factor leaders, the latter
described in U.S. Patent No. 5,010,182), or acid phosphatase
leader, the C. albicans glucoamylase leader (EP 362,179), or
the signal described in WO 90/13646. In mammalian cell
'e:qpression, mamualian signal sequences may be used to direct
secretion of the protein, such as signal sequences fxom
secreted polypeptides of the same or related species as well
as viral secretory leaders.

Both expression and cloning vectors contain a nucleic
acid sequence that enables the vector to replicate in one or
more selected host cells. Such seguences aré well known for a
variety of bacteria, yeast, and viruses. The origin of
replication from the plasmid pBR322 is suitable for most Gram-
negative bacteria, the 2u plasmid origin is suitable for
yeast, and various viral origins (SV40, polycma, adenovirus,
VSV or BFV) are useful for cloning vectors in mammalian cells.

Expression and cloning vectors will typically contain a
selection gene, also termed a selectable marker. Typical
salection genes encode proteins that (a) confer resistance to
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antibiotics or other toxins, e.g., ampicillin, neomycin,
methotrexate, or tetracycline, (b) complement autotrophic
deficiencies, or (c) supply critical nutrients not available
from complex media, e.g., the gene encoding D-alanine racemase
for Bacilli. )

An example of suitable selectable markers for mammalian
cells are those that enable the identification of cells
competent to take up the fusion protein-encoding nucleic acid,
euch as DHFR or thymidine kinase. An appropriate host cell '
when wild-type DHFR is amployed is the CHO cell line .deficient
in DHFR activity, prepared and propagated as described [Urlaub
and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7): 4216-20
(1980)]-. A suitable selection gene for use in yeast is the
trpl gene present in the yeast plasmid YRp7 [Stinchcomb, et
al., Nature 282(5734): 39-43 (1979); Kingsman, et al., Gene
7(2): 141-52 (1979); Techumper, et al., Gene 10(2): 157-66
(1980)]. The trpl geme provides a selection marker for a
mutant strain of yeast lacking the ability to grow in
tryptophan, for example, ATCC No. 44076 or PEPCl [Jones,
Genetics 85: 23-33 (1977)].

Expression and cloning vectors usually contain a promoter
operably linked to the fusion protein-encoding nucleic acid
sequence to direct mRNA synthesis. Promoters recognized by a
variety of potential host cells are well known. Promoters
suitable for use with prokaryotic hosts include the p-
lactamase and lactose promoter systems [Chang, et al., Nature
275(568l1): 617-24 (1978); Goeddel, et al., Nature 281(5732):
544-8 (1979)), alkaline phosplhatase, a tryptophan {up)
promoter system [Goeddel, Nucleic Acids Res. 8(18): 4057-74
(1980) ; EP 36,776 published 30 September 1981], and hybrid
promoters such as the tat promoter [deBoer, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80(1): 21-5 (198B3)]. Promoters for use
in bacterial systems also will contain a Shine-Dalgarmo (S.D.)
sequence operably linked to the DNA encoding the fusion
protein.
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Examples of suitable promoting sequences for use with
yeast hosts include the promoters for 3-phosphoglycerate
kinase (Hitzeman, et al., J. Biol. Chem. 255(24): 12073-80
{1980)] or other glycolytic enzymes [Hess et al., J. Adv.
Enzyme Reg. 7: 149 (1968); Holland, Bilochemistry 17(23): 4500~
7 (1978)], such as enolase, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, hexokinase, pyruvate decarboxylase,
phoephofructokinase, glucose-6-phosphate isomerase, 3-
phosphoglycerate mutase, pyruvate kinase, triosephosphate
isomerase, phosphoglucose isomerase, and glucokinase.

Other yeast promoters, which are inducible promoters
having the additional advantage of transcription controlled by
growth conditions, are the promoter regions for alcohol
dehydrogenase 2, isocytochraome C, acid phosphatase,
degradative enzymes associated with nitrogen metabolism,
metallothionein, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, and
enzymes responsible for maltose and galactose utilizationm.
Suitable vectors and promoters for use in yeast expression are
further described in EP 73,657. Transcription of fusion
protein-encoding mRNA from vectors in mammalian host cells may
be controlled, for example, by promoters obtained from the
genomes of viruses such as polyoma virus, fowlpox virus,
adenovirus (such as Adenovirus 2), bovine papilloma virus,
avian sarcoma virus, cytomegalovirus, a retrovirus, hepatitis-
B virus and Simian Virus 40 (Sv40), from heterologous
mammalian promoters, e.g., the actin promoter or an
immmoglobulin promoter, and from heat-shock promoters,
provided such promoters are compatible with the host cell
systems.

Transcription of a polynucleotide encoding a fusion
protein by higher eukaryotes may be increased by inserting an
enhancer sequence into the vector. Enhancers are cis-acting
elexents of DNA, usually about from 10 to 300 bp, that act on
a promoter to increase its transcription. Many enhancer
Beguences are now known from mammalian genes {globin,

Y
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elastase, albumin, a-ketoprotein, and insulin). Typically,
however, one will use an enhancer from a eukaryotic cell
virus. Examples include the SV40 enhancer on the late side of
the replication origin (bp 100-270), the cytomegalovirus early
promoter enmhancer, the polyoma enhancer on the late pide £
the replication origin, and adenovirus enhancers. The
enhancer may be spliced into the vector at a position 5 or 3
to the fusion protein coding sequence but is preferably
located at a site 5 from the promoter.

Expression vectors used in eukaryotic host cells (yeast,
fungi, insect, plant, animal, human, or nucleated cells from

ther multicellular organisms) will also contain sequences
necessary for the termination of transcription and for
stabilizing the mRNA. Such sequences are commonly available
from the 5 and occasionally 3’ untranslated regions of
eukaryotic or viral DNAs or cDONAs. These regions contain
nucleotide segments transcribed as polyadenylated fragments in
the untranslated portion of the mRNA encoding the fusion
protein. )

Various forms of a fusion protein may be recovered from
culture medium or from host cell lysates. If membrane-bound,
it can be released from the membrane using a suitable
detergent solution (e.g., Triton-X 100) or by enzymatic
cleavage. Cells employed in expression of a fusion protein
can be disrupted by various physical or chemical means, such
as freeze-thaw cycling, sonication, mechanical disruption, or
cell lysing agents.

Purification of the heterologous fusion proteins of the
prasent invention:

Once the heterologous fuslon proteins ¢of the present
invention are expressed in the appropriate host cell, the
analogs can be isolated and purified. The following
procedures are exemplary of sulitable purificatlion procedures:
fractionation on carboxymethyl cellulose; gel filtratiom such
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as Sephadex G-75; anion exchange resin such as DEAE or Mono-Q;
cation exchange such as CM or Mono-S; protein A sepharose to
remove contaminants such as IgG; metal chelating colums to
bind epitope-tagged forms of the polypeptide; reversed-phase
HPLC; chromatofocusing; silica gel; ethanol precipitation; and
ammonium sulfate precipitation.

Various methods of protein purification may be employed
and such methods are known in the art and described, for
example, in Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-9 (1990)
and Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag, NY (1982). The purification step(s) selected
will depend on the nature of the production process used and
the pa."r:t:lcular fusion protein produced. For exanmple, fusion
proteins comprising an Fc fragment can be effectively purified
using a Protein A or Protein G affinity matix. Iow or high pH
buffers can be used to elute the fusion protein from the
affinity matrix. Mild elution conditions will aid in
preventing irreversible denaturation of the fusion protein.
Imjidazole-containing buffers can also be used. Example 3
describes some successful purification protocols for the
fusion proteins of the present invention.

Characterization of the heterclogous fusion proteins of the
present invention:

Numerous methods exist to characterize the fusion
proteins of the present invention. Some of these methods
include: SDS-PAGE coupled with protein staining methods or
immunoblotting using anti-IgG or anti-HSA antibodies. Other
methods include matrix assisted laser desporption/ionization-
mass spectrometry (MALDI-MS), liquid chromatography/mass
spectrometry, isoelectric focusing, analytical anion exchange,
chromatofocussing, and circular dichroism to name a .few. A
representative number of heterologous fusion proteins were
characterized using SDS-PAGE coupled with immunoblotting as

67
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well as mass spectrometry (See examples 4 and 5 and figures 3
and 4). .

For example table 3 (see example 5) illustrates the
calculated molecular mass for a representative number of
fusion proteins as well as the mass as determined by mass
spectrometry. In addition, Figures 3 and 4 illustrate
molecular weights of a representative number of fusion . .
proteins as determined by SDS PAGE, All heterologous fusion
proteins tested were expressed and secreted transiently. In
addition, the Igk signal sequence was cleaved to yield
proteins with the correct N-terminus. _

Furthexr, table 3 illustrates that in some instances the
mass determined by mass spectrometry is greater than expected.
This is the result of glycosylation of the Fc portion and the
C terminal extension. Enzymatic digestion of the fusion
proteins followed by reversed-phase HPLC and mass spectrometry
can identify peptide fractions that contain sugar moieties.
These fractions can then be N-terminal amino acid sequenced t
identify the potential glycosylation site. For example,
characterization of Exendin-4-Fc (SEQ ID NO: 29) showe that
the serine at position 39 and threonine at position 50 are O-
linked glycosylated and the asaparagine at position 122 is N-
linked glycosylated.

A representative number of GLP-1 fusion proteins were
also tested for activity. Numerous methods exist to detect
GLP-1 activity in vitro and in vivo (Bee examples 6, 7, 8,and
9). Table 4 (example 6) illustrates GLP-l1 receptor activity
apsociated with several GLP-1 fusions. The numbers are
relative to the activity associated with v:als-GLP-1(7-37)OH.
All fusion proteins tested had GLP-1 receptor activity. A low
level of in vitro activity is not necessarily indicative of a
weak effect in vivo. Because of the substantial increase in
the half-life of these fusion proteins, weak in vitro activity
is not generally a predictor of weak in vivo activity. Figure
7 and example 7 illustrate the prolonged half-life associated

30
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with the fusion proteins of the present invention. For
example, Vals-GLP-l—Fc had a half-life of approximately 45
hours in monkeys, Val®-GLP-1-HSA had a half-life of about 87
hours in monkeys, Gly®-Glu®**-GLP-1-CEx-Linker-IgGl had a half-
life after IV administration of approximately 55 hours in
dogs, and Gly®-Glu??-GLP-1-CBx-Linker-IgGl had a half-life
after SC administration of approximately 38 hours in dogs.

Compositions of the invention:

Physical stability is also an essential feature for
therapeutic protein formulations. GLP-1l compounds have been
especially difficult to manufacture and formulate due to
structural changes that occur during processing. For example,
some GLP-1 compounds have a general tendency to aggregate. In
addition, it has been shown that some GLP-1 compounds convert
from a soluble and active a-helix form to an insoluble and
potentially inactive B-sheet form. The fusion of GLP-1
campounds to large proteins such as the Fc region of an IgG or
albumin not only acts to increase the half-life of the GLP-1
compound, but also contributes to the physical and
conformational stability of the GLP-1 compound. For example,
Vala-GLP-l—Linker-Hsn in PBS is stable at 37°C out to about 30
days.

The heterologous fusion proteins of the present invention
may be formulated with one or more excipients. The active
fusion proteins of the present invention may be combined with
a pharmaceutically acceptable buffer, and the pH adjusted to
provide mcceptable stability, and a pH acceptable for
administration such as parenteral administration.

Optionally, one or more pharmaceutically-acceptable anti-
microbial agents may be added. Meta-cresol and phenol are
preferred pharmaceutically-acceptable microbial agents. One
or more pharmaceutically-acceptable salts may be added to
adjust the ionic strength or tonicity. One or more excipients
may be added to further adjust the is tonicity of the
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formulation. QGlycerin is an example of an isotonicity-
adjusting excipient. Pharmaceutically acceptable means
suitable for administration to a Inman or other animal and
thus, does not contain toxic elements or undesirable
contaminants and does not interfere with the activity of the
active compounds therein.

A pharmaceutically-acceptable salt form of the
heterologous fusion proteins of the present invention may be
used in the present invention. Acids commonly employed to
f rm acid addition salts are inorganic acids such as
hydrochloric acid, hydrobromic acid, hydriodic acid, sulfuric
acid, phosphoric acid, and the like, and organic acids such as
p—t:olueﬂesulfonic acid, methanesulfonic acid, oxalic acid, p-
bromophenyl-sulfonic acid, carbonic acid, succinic acid,
citric acid, benzoic acid, acetic acid, and the like.
Preferred acid addition salts are those formed with mineral
acids such as hydrochloric acid and hydrobromic acid.

Base -addition salts include those derived from inorganic
bases, such as ammonium or alkali or alkaline earth metal
hydroxides, carbonates, bicarbonates, and the like. Such
bases useful in preparing the salts of this invention thus
include Bodium hydroxide, potassium hydroxide, ammonium
hydroxide, potassium carbonate, and the like.

Administration of Compositions:
Administration may be via any route known to be effective

. by the physician of ordinary skill. Peripheral, parenteral is

one such method. Parenteral administration is commonly
understood in the medical literature as the injection of a
dosage form into the body by & sterile syringe or some other
mechanical device such as an infusion pump. Peripheral
parenteral routes can include intravenous, intramscular,
subcutaneous, and intraperitoneal routes of administration.
The heterologous fusion proteins of the present invention
may also be amenable to administration by oral, rectal, nasal,

A5
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or lower respiratory routes, which are non-parenteral routes.
Of these non-parenteral routes, the lower respiratory route
and the oral route are preferred. '

The fusion proteins of the present invention can be used
to treat a wide variety of diseases and conditions. The
fusion proteins of the present invention primarily exert their
biological effects by acting at a receptor referred to as the
"GLP-1 receptor.” Subjects with diseases and/or conditions
that respond favorably to GLP-1 receptor stimulation or t the
administration of GLP-1 compounds can therefore be treated
with the GLP-1 fusion proteins of the present invention.
These subjects are said to “be in need of treatment with GLP-1
compouz'lds' or *in need of GLP-1 receptor stimulation®.
Included are subjects with non-insulin dependent diabetes,
insulin dependent diabetes, Btroke (Bee WO 00/16797),
myocardial infarction (see WO 98/08531), obesity (see WO
98/19698), catabolic changes after surgery (see U.S. Patent
No. 6,006,753), functional dyspepsia and irritable bowel
gyndrome (see WO 99/64060). Also included are subjects
requiring prophylactic treatment with a GLP-1 compound, e.g.,
subjects at risk for developing non-insulin dependent diabetes
(see WO 00/07617). Subjects with impaired glucose tolerance
or impaired fasting glucose, subjects whose body weight is
about 25% above normal body weight for the subject’'s height
and body build, subjects with a partial pancreatectomy,
subjects having one or more parents with non-insulin depemdent
diabetes, subjects who have had gestational diabetes and
aubjectﬁ who have had acute or chronic pancreatitiep are at
risk for developing non-insulin dependent diabetes.

An "effective amount” of a GLP-1 compound is the
quantity which results in a desired therapeutic and/or
pProphylactic effect without causing unacceptable side-
effects when administered to a subject in need of GLP-1
receptor stimulation. A "desired therapeutic effect”
includes one or more of the following: 1) an amelioration of

b
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the symptom(s) associated with the disease or condition; 2)
a delay in the oneet of symptoms associated with the disease
or condition; 3) increased longevity compared with the
absence of the treatment; and 4) greater quality of life
compared with the absence of the treatment. For example, an
veffective amount” of a GLP-1 compound for the treatment of
diabetes is the quantity that would result in greater
control of blood glucose concentration than in the absence
of treatment, thereby resulting in a delay in the onset of
diabetic complications such as retinopathy, neuropathy or
kidney disease. An “effective amount” of a GLP-1 compound
for the prevention of diabetes is the quantity that would
delay, éampared with the absence of treatment, the onset of
elevated bloeod glucose levels that require treatment with
anti-hypoglycaemic drugs such as sulfonyl ureas,
thiazolidinediones, insulin and/or bisguanidines.

The dose of fusion protein effective to normalize a
patient’s blood glucose will depend on a number of factors,
among which are included, without limitatiom, the subject’s
sex, weight and age, the severity of inability to regulate
blood glucose, the route of administration and
biocavailability, the pharmacokinetic profile of the fusion
protein, the potency, and the formulation.

The present invention comprises GLP-1 compounds that
have improved biochemical and biocphysical properties by
virtue of being fused to an albumin protein, an albumin
fragment, an albumin analog, a Fc protein, a Fc fragment, or
a Fc analog. These heterologous proteins can be
successfully expressed in host cells, retain signaling
activities associated with activation of the GLP-1 receptor,
and have prolonged half-lives.

The following examples are presented to further
describe the present invention. The scope of the present
invention is not to be construed as merely consisting of the-
following examples. Those skilled in the art will recognize
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that the particular reagents, equipment, and procedures
described are merely illustrative and are not intended to
limit the present invention in any mammer.

Example 1: Construction of DNA
encoding heterologous fusion proteins
Example la Construction of DNA encoding Val -GLP-1(7-37)-
Fc: A Fc portion of human IgGl was isolated from a
c¢DNA library and contains the full hinge region and the CH2
and CH3 domains. A fragment containing 696 base pairs of
this Fc portion of human IgGl was subcloned into the NheI
and Ecod7III sites of mammalian expression vector pJB02 to
create pUB02/Fc (see Figure 5). DNA encoding the Igx
secretion signal sequence fused to ValB-GI.-P—l(?-BT) was

generated by in vitro hybridization of four overlapping and
complementary oligonucleotides:

57= CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGRETT
CCAGGTTCCACTGGTGACCAGTG - 3’ [SEQ ID NO:12]

5'~ GAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGAGGGCCAGGCCGCCAAGEA
GTTCATCGCCTGGCTAGTGAAGGGAAGAGAC — 3' [SEQ ID NO:13)

5! - TGAAGGTCCCCTCCACGTCGTCACCAGTGGAACCTCGAACCCAGAGCAGCACTA
CCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTGG — 3° ([SEQ ID
NO:14]

5’ - GCCTCTTCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCCTGGCCCTCCAGA
TAGGAGGACACGTCGGAGG — 3’ [SEQ ID NO:15)

The hybridization reaction was carried out using
equivalent amounts of each oligonucleotide (1 pm/pl final
concentration for each oligo). The mixture of
oligonucleotides was heated for 5 min at 100°C in ligation
buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM MgCl;, 10 mM DTT, 1lmM
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ATP, 25 ug/ml bovine serum albumin) and then cooled over at
least 2 hours to 30°%.

The resulting hybridization product was ligated for 2
hours at room temperature or overnight at 16%C to the
pJBO2/Fc vector backbone which had been digested with NheI
and Ecod7III. The ligation products were used to transform
competent XL~1 Blue cells (Stratagene). Recombinant
plasmids were screened for the presence of peptide coding
inserts by digesting clones with NcoI (encoding the Kozak
sequence and first Met of the signal peptide) and sequenced.
The resulting expression plasmid used for transfection
assays was denoted pJdB02-V8-GLP-1-Fc (Figure 5).

Example 1lb Construction of DNA encoding ValB-GLP-I("I-B?)—

HSA: The plasmid HSA/pcDNA3.1GS was purchased from
Invitrogen (Catalog # H-M12523M-pcDNA3.1/GS) and used as a
template to isolate the cDNA encoding human serum albumin
(HSA) . The HSA c¢DNA was prepared using PCR wherein the DNA
encoding the leader sequence as well as the six amino acid
pro-peptide was removed from the 5’ end. In addition, stop
codons were added directly at the 3’ end of the HSA coding
sequence. Finally, rastriction enzyme sites were engineered
at the 5’ and 3’ end to facilitate cloning. The ESA DNA
Bequence present in the original vector purchased from
Invitrogen contained a single base change in the 3’ region
£ the gene (position 667) compared to the native buman
sequence. This change would result in a codon for Asn
instead of Asp. Thus, using the strand overlapping PCR
matagenesis method discussed above, the codon was changed to
code for Asp at this position. The xesulting HSA encoding
DNA was cloned into the NheI and HIindIII sites of pJB02 t
create pJB02-HSA (Figure 6). .

The Igx leader segquence fused to the Val -GLP-1(7-37)
segquence was generated as discussed in Example la. This DNA
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was ligated into ;:he NheI and FspI sites of pJB02-HBA to
create pJB02- Val -GLP-1-HSA.

Example lc Construction of DNA encoding ValB-GLP—1(7-3'7)-
linker-HSA:

The vector pJB02-HSA was prepared as discussed in
Example lb. DNA encoding the linker sequence [GGGGS])y was
ligated in frame to the 5’ end of the HSA encoding DNA to
create pJB02-linker-HSA. (Figure 7), DNA encoding the Igk
leader sequence and fused to the Val -GLP-1(7-37) sequence
and the 5’ part of the linker sequence was generated as
discussed in Example la. This INA was ligated into the Nhel
and BspEI sites of pJB02 to create pJB02- ValB-GLP-l-linker-
HSA.

Example 14 Construction of DNA encoding Exendin-4-Fc:

The plasmid pJB02/Fc was prepared as described in
Example la. DNA encoding the Igk signal sequence fused to
Exending-4 was generated by in vitro hybridization of the
following overlapping and complementary oligonucleotides:

5’ - CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTCCTGCTCTG
GGTTCCAGGTTCCACCGGTCAC - 3* [BEQ ID NO:16)

5’ - GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGGAGGCCGT
GAGACTG - 3' [SEQ ID NO:17)

5' = TTCATCGAGTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCGGAGCCCCTCCTCCT
AGC - 3’ [SEQ ID NO:18)

5° ~ GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCA
TGGTGG -~ 3’ [SEQ ID NO:19]

5' - CTCCTCCTCCATCTGCTTGCTCAGETCGCTGGTGAAGGTTCCCTCTCCGTGA
CCGGTG - 3’ [SEQ ID NO:20}
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5’ - GCTAGGAGGAGGGECTCCGCTGCTTGGTCCTCCGTTCTTCAGCCACTCGAT

GAACAGTCTCACGGC - 3’ [SEQ ID NO:21)

The hybridization reaction was carried out as described
in Example la.. The hybridized product was ligated to the
pJB02 vector which had been digested with Nhel and Ecod7III
as described in Example la to create pJB02-Exendin-4-Fc.

Example le Construction pf DNA encoding Exendin-4-HSA:

The plasmid pJB02-HSA was prepared as described in
Example 1b. DNA encoding the Igk signal sequence fused to
Exending-4 was generated by in vitro hybridization of the
same wérlapping and complementary oligonucleotides
described in Example 14. Hybridization reactions were also
carried out as described above. DNA waa cloned into unique
NheI and FspI sites in pJBD2-HSA to create pJB02-Exendin-4-
HSA.

Example 1f Comstruction of DNA encoding Exendin-4-linker-
HSA:

The plasmid pJB02-linker-HSA was constructed as
described in Example lc. DNA encoding the Igk signal
s gquence fused to Exendin-4 and the 5’ part of the linker
Bequence was generated as in Example 1ld. This DNA was
cloned into unique NheX and BspEY sites in pJB02-linker-HSA
to create pIB02-Exendin-4-linker-HSA.

Example lg Construction of INA encoding Vals-GLP-llc-zx-Fc:

The plasmid pJB02-Exendin-4-Fc was prepared as
described in Example 1d. The Exendin-4 encoding INA was
excised from the vector with Agel and Ecod7IIX. The Vala-
GLP-1/C-Ex encoding DNA was generated by in vitro
hybridization of the following overlapping and:complementary
oligonucleotides:
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~CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGA

GGGCCAGGCCGCCA - 3

[SEQ ID NO:22}

= AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGG

[SEQ ID NO:23]

- GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA

The hybridization reaction was carried out as described

[SEQ ID NO:25}

5l
AGCCCCTCCTCCTAGC — 37

5 - CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCAC
GTGA - 3’ [SEQ ID NO:24)

Sl
TGAATTCCTTGGCGGCCTGGCC - 3’

in Example la.

The hybridized product was ligated in place

of Exendin-4 in g.lae pJIB02-Exendin-4-Fc expression vector to
create pJB02-val -GLP-1/C-Ex-Fc.

Example lh Construction of DNA encoding Vala-Gluzz-GLP—l—Fc:

described in Example 1d.

hybridization of the following overlapping and complementary

The plasmid pJB02-Exendin-4-Fc was prepared as

The Exendin-4 encoding DNA was
excised from the vector with Agel and Ecod47IXXI. The Val -
Gluzz-GLP-l encoding DNA was generated by in vitro

oligonucleotides:

5’ -CCAGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA

5l

Sl

GGAGCAGGCCGCCA - 3°

[SEQ ID NO:26]

- AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGC ~ 3° [SEQ ID NO:27]

- GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCE
TGCTC - 3/ [SEQ ID NO:28]

~ CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCT

CCACGTGA - 3°

[SEQ ID NO:29])

%
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The hybridization reaction was carried out as described
in Example la. The hybridized product was ligated in place
of Exendin-4 in the pJB02-Exendin-4-Fc expression vector t
create p.:l'B(!lz-Vals-Glu22 -GLP-1-Fc.

Example 1li Comstruction of DNA encoding ValB-GluzzeLP-llc-
Ex-Pc:

The plasmid pJB02-Exendin-4-Fc¢ was prepared as
described in Example 1d. The Exendin-4 encoding DNA was
excised from the vector with AgeIl and Ecod7III. The ans-

GlunGLI_’-lfc-m: encoding DNA was generated by in vitro

hybridization of the following overlapping and complementary
oligonucleotides:

5’ - CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA - 3*' [SEQ ID NO:30]

5¢ - AGGAATTCATCGCCTGGCTEGTGAAGGGCCAGGGCAGCAGCGGA
GCCCCTCCTCCTAGC ~ 3’ [SEQ ID NO:31)

5’ - CTCGAGATAGGAGGACACCTCGGAGGTGAAGGTGCCC
TCCACGTGA - 3’ [SEQ ID NO:32)

5’ - GCTAGGAGGAGGGGCTCCECTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTTGGCGGCCTGCTC - 3’ [SEQ ID NO:33]

The hybridization reaction was carried out as described
in Example la. The hybridized product was ligated in place
of Exendin-4 in the pJB02-Exendin-4-Fc expression vector t
create pJBOZ-ValB-Gluzz-GLP-l/C-Ex-Fc.

Example 1j Construction of DNA encoding Glya-GI.P—l-Fm
The plasmid pJB02-Exendin-4-Fc was prepared as
described in Example 1d. The Exendin-4 encoding DNA was

{40
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excised from the vector with Agel and Ecod7III. The Glya-

GLP-1 encoding DNA was generated by in wvitro hybridization
of the following overlapping and complementary
oligonucleotides:

5’ - CCGGTCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGGCCAGGCCGCCA - 3’ [SEQ ID NO:341

5’ -~ AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGRACCGEGEC — 3*' [SEQ ID NO:35])

5l

CTCCAGATAGGAGGACACATCACTAGTGAAGGTGCCCTC
GCCGTGA -~ 3' [SEQ ID NO:36]) '

5’ - GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGC
CTGGCC - 3’ [SEQ ID NO:37]

The hybridization reaction was carried out as described
in Example la. The hybridized product was ligated in place
of Exendin-4 in the pJB02-Exendin-4-Fc expression vector to
create pJB02-Gly -GLP-1-Fc.

Example 2: Expression of heterologous fusion proteins
Expression of the fusion proteins encoded by the DNA

constructs of Example 1 was carried out by transiently
transfecting HEK 293EBNA cells (both adherent and
suspension). Cells were counted and seeded 24 hours prior
to transfection. The transfection cocktail was prepared by
mixing FuCene™6 transfection reagent (Roche Molecular
Biochemicals, catalog § 1814443) with OptiMEM (Gibco/BRL)
and incubating at room temperature for 5 min at which point
DNA was added and the cocktail was incubated for an
additional 15 min. Immediately before transfection, fresh
growth media was added to the plate. Tables 1 and 2 provide
further transfection details.

3]
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Table 1: Reagents used in transient transfections of 293EBNA

PCT/US01/43165

cells.
Tissue Number of DMA | FuGeme OptiMEN Vol. of
culture cells (ug) (p1) media growth
vessel seeded {(ml) medium
(ml)
35 ram 5 X 10 ° 1.5 9 0.102 2
100 mm 2 X100 12 73 0.820 10
700 cm’ 2Xx 10 ' 65 400 4.0 100
(RB) .
Table 2: Media composition
Growth and transfection Haxvesting madium
medium
DMEM Fi1i2 3:1 Hybritech base
5 § FRS 1 mM Ca *
20 mM HEPES 20 mM HEPES
2 oM L-glutamine 1 pg/ml Nuselin (human insulin)
50 pg/ml geneticin (G418 1 ug/ml human transferrin
REO)
50 pg/ml tobramycin S0 ug/ml tobromycin

For small-scale transfections (35mm - 10mm vessels),

cells were rinsed with PBS and switched to harvesting media

24 hours post- transfection and media was collected and
replaced every 24 hours for several days. In the case of
large-scale transfections (700 cn® roller bottles), the
roller bottles were rinsed with PBS 48 hours post-
transfection and changed to harvesting media. Media was
collected and changed every 24 houre for at least 10

consecutive days. Routinely, only 10 harvests were used f x

subsequent protein purification.

gL
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Example 3: Purification of heterologous fusion proteins

Example 3a purification of Va—la-GLP-l—Fc

Approximately 4.5 liters of conditioned medium (fusion
protein expression level approximately 20 ug/ml) from large-
scale transfections was filtered using a CUNO filter system
and concentrated to 250 ml using a ProFlux tangential flow
filtration system with a 10 K filter membrane. Vals—GLP-l-Fc
was captured with a 5 ml HiTrap protein A column in 1x FBS,
pH 7.4 at a flow rate of 2 ml/min and eluted with 50 mM
cltric acid pH 3.3. Fractions (1 ml) were collected in tubes
containing 4 ml ix PBS and 100ul 1 M Tris pH B.

Fractions containing the fusion protein, as determined
by SDS-PAGE and reverse phase-HPLC on Zorbax C8, were pooled
and applied to a Superdex 75 60/60 column in 1lx PBS pH 7.4
at a flow rate of 10 ml/min. PoBitive fractioms (20
mls/tube) were collected and pocled. Pooled fractions were
then subjected to C4 Reverse Phase Chromatography in 0.1
STFA water at a flow rate of 3 ml/min. Vala-GI.P-l-rc was
eluted using a gradient from S% B (0.1% TFA in acetonitrile)
to 100% B in 70 min. Eluant fractions (3 mls/tube) were
collected. Acetonitrile was removed by vacuum drying and 1
ml of Hi0 was added. The purified sample (approximately 32
mles) was dialyzed twice against 4 litexs of 1lx PBS pH7.4.

The dialyzed sample was then filtered using a MILLEX-GV
0.22 um Filter Unit and concentration was determined using
absorption at 280 nm.

Example 3b purification of Vala-GLP—l—I-'I_SA or Vals-GLP—l-
Linker-HSA

Approximately 6.5 liters of conditioned medium (fusi n
protein expression level approximately 10ug/ml) was filtered
using a CUNO filter system and concentrated to 380 mla using
a ProFlux tangential flow filtration system with a 10 K
filter membrane.
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The fusion protein wae captured using a 50 ml Fast Flow
Q column (Pharmacia) in 20 mM Tris pH 7.4 at a flow rate of .
5ml/min. Protein was eluted using a gradient: from 0% to 50%
20mM Tris pH 7.4, 1M NaCl in 10 Cv, then to 100%B in 2 CV.

Fractions containing the fusion protein were pooled and
subjected to C4 Reverse Phase Chromatography in 0.1% TFA
water at a flow rate of 5 ml/min. The fusion protein was
eluted using a gradient from 20% B (0.1% TFA in
acetonitrile) to 90% B in 120min. Fractions (3.5 ml/tube)
were collected. Acetonit:-:ile was removed by vacuum drying.

Approximately 9 mls of pooled sample was diluted with
lx PBS pH 7.4 to 40ml and dialyzed against 4 liters of 1x
PBS pH 7.4 overnight. The sample was filtered and
concentration was determined by absorption at 280mm.

Example 3c purification of Exendin-4-Fc:

Approximately 4 liters of conditioned medium (fusion
protein expression level approximately 8 ug/ml) was filtered
using a CUNO filter system and concentrated to 250 mls using
a ProFlux tangential flow filtration system with a 30K
filter membrane.

Exendin-4-Fc was captured with a 5 ml HiTrap protein A
colum in 1x PBS, pH 7.4 at a flow rate of 2 ml/min and
eluted with 50 mM citric acid pH 3.3. Fractione containing
the fusion protein were pooled, filtered, and dialyzed
against 4 liters of 1 x PBS over night. The dialyzed sample
wag then applied to a Superdex 75 60/60 colum in lx PBS
pE7.4, 0.5M NaCl at a flow rate of 10 ml/min. Fractions (20
ml/tube) containing the fusion protein were collected,
pooled, and concentrated to about 1 mg/ml. Concentrated
samples were then filtered using a MILLEX-GV 0.22 um Filter
Unit.
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Example 34 purification of Exendin-4-HSA and Exendin-4-
linker-HSA:

Approximately 1.1 liters of conditioned medium (fusion
protein expression level approximately 6pg/ml) was filtered
using a CUNO filter system and concentrated to 175 mle using
a ProFlux tangential flow filtration system with a 30K
filter membrane.

The fusion protein was captured using a 5 ml HiTrap Q-
sepharose colunm (Pharmacia) in 20 mM Tris pH 7.4 at a flow
rate of 2 ml/min. Protein was eluted using a gradient from
0% to 50% 20mM Tris pH 7.4, 1M NaCl in 12 CV and then to
100%B in 4 CV.

Practions containing the fusion protein were pooled and
Bubjected to C4 Reverse Phase Chromatography in 0.1% TFA
‘'water at a flow rate of 5 ml/min. The fusion protein was
eluted using a gradient from 10% B (0.1% TFA in
acetonitrile) to 100% B in 70 min. Fractions (10 ml/tube)
containing the fusion protein were collected. Acetonitrile
was removed using a vacuum &ryer.

Approximately 8 mls of pooled sample was dialyzed
against 4 liters of 1x PBS pH 7.4 overnight. The sample was
filtered and concentration was determined by absorption at
280nm. The dialyzed sample was then applied to a Superdex
200 26/60 column in 1x PBS pH 7.4, 0.5 M NaCl at a flow rate
of 2 ml/min. Fractions (3 ml/tube) containing the fusion
protein were collected, pooled, concentrated, and filtered.

Example 4: Characterization of fusion proteins by SDS_PAGE:

SDS-PAGE followed by immunoblotting was used to analyze
both purified fusion protein as well as conditioned medium
from cells transfected with various fusion protein
expression vectors. SDS-PAGE was performed on a Novex
Powerease 500 system using Novex 16% Tris-Glycine Precast
gels (EC6498), running buffer (10x, LC2675) and sample

3%
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buffer (L2676). Samples were reduced with 50 mM DTT and
heated 3-5 min at 95°%C prior to loading.

After running the SDS-PAGE gel, water and transfer
buffer (1X Tris-Glycine Seprabuff (Owl Scientific Cat. No.
ER26-S) with 20% methanol) were uped to rinse SDS from the
gels. A Novex transfer apparatus was used with PVDF (BioRad,
Cat. No. 162-0174) and nitrocellulose membranes (BioRad,
Cat. No. 1703965 or 1703932). Transfer was carried out at
room temperature for 90 min at 30-35 V. Membranes were
blocked in 1X PBS with 0.1% Tween-20 (Sigma, Cat. No. P-
7949) and 5% Milk (BioRad, Cat. No. 170-6404) for 1-12 hours
at 4°C. Antibodies are diluted into 1X PBS +5% Milk and the
blots are incubated in these solutions for 1-2 h at 4°C.
Between incubations, the blots are washed four times for 5
min each with 1X PBS and 0.2% Tween-20 at room tenperature.
PBS was made from either GIBCO 10X PBS (Cat No. 70011), to
give a final composition of 1 mM monobasic potassium
phosphate, 3 mM dibasic sodium phosphate, 153 mM sodium
chloride, pH 7.4, or PBS pouches from Sigma (Cat. No. 1000-
3), to give 120 mM NaCl, 2.7 mM KC1l and 10 mM phosphate, pH
7.4 at 25°C.

The primary antibodies were either a polycolonal goat
anti-IgGl or rabbit anti-HSA. The secondary antibody was
either .an anti-goat IgG HRP or an anti-rabbit IgG HRP. The
secondary antibody was diluted 1:5000. An ECL system
(Amersham Pharmacia Biotech, Cat. No. RN2108 and Cat. No.
RPN1674H) was used for developing blots.

Figure 3A compa:::ea purified Fc protein to conditioned
media from pJRO2-Val -GLP-1-Fc and pJ'.BOZ-Exmdin-d-F_c_:
transfected cells. The decrease in mobilityl is consistent
with the increased size due to the GLP-1 portion of the
fusion protein. Figure 3B similarly compares purified HSA
with conditioned media from cells tranafected with pJB02-
Vals-GLP-z-HSA, pJB02- Vala—GLP-l-LinJ:er-HSA, pJ'Boz-Exend:I.n—'

36
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4-HSA, or pJUB02-Exendin-4-Linker-HSA. Pigure 4 identifies
purified fusion protein preparations.

Example 5: Characterization of fusion

proteins using mass spectrometry:
All experiments were performed on a Micromass TofSpec-

2E mass spectrometer equipped with Time Lag Focusing
electronics, a Reflectron (used in analysis of the 0-8000 Da
peptide range), a Linear detector (used during high mass /
good signal analysis), and Post Acceleration Detector (or
P.A.D., used for high mass / extremely low signal analysis)
The effective path length of the instrument in Linear mode
is 1.2 meters, in Reflectron mode it is 2.3 meters. Two
dual micro-channel plate detectors are fitted for linear and
reflectron mode detection. The laser used is a Laser
Science Inc. VSL-3371 nitrogen laser operating at 337 nm at
5 laser shots per second. All data were acquired using a 2
GHzZ, 8 bit internal digitizer and up to 50 laser shots were
averaged per spectrum.

The instrument was coperated in linear mode for the
analysis of the GLP-1 fusion proteins in question. The
linear detector is a device that detects ions that travel
down the flight tube of the MALDI-ToF-MS instrumemnt. It
measures the ion abundance over time and sends a signal to
the digitizer for conversion. The digitizer is an analog-
to-digital converter that allows the signal from the mass
spectrometer to be transferred to the computer, where it is
reconstructed into a usable m/z spectrum.

A recrystallized saturated sinapinic acid solution
{(diluted in 50/50 Acn / H;0 and 0.1% TFA) was utilized as
the ionization matrix. Sinapinic acid is a proper matrix' for
proteins above 10 kDa. Mags appropriate reference proteins
were used for internal and external calibration files in
order to obtain accurate mass determinations for the samples
analyzed. Samples were all analyzed using a 1:2 sample to

8t
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matrix dilution. The instrument was initially set up under
the following linear detector conditions:

Bouxrce Voltage: 20.0 keV
5 Extraction Voltage: 20.0 keV
Focus Voltage: 16.0 keV

Linear detector: 3.7 keV

P.A.D.: ‘Off 1ine,

Pulse Voltage: 3.0 keVv
Laser Coarse: 50
Laser Fine: 50

lo These settings were modified (as needed) to give the
best signal/noise ratio and highest resolution. Table 3
provides a characterization of different GLP-1 fusion

proteins.
15 Table 3
Fusion Protein Expected Mass | Mass determined
(KDa) by Mass Spec
(kDa)
Val’-GLP-1-IgGl 59.08 61.94
val’ -Glu““-GLp-1-1gG1 59.23 63.61
Gly -GLP-1-IgGl 59.00 62.93
Val®-GLP-1-CEx-IgGl 60.45 65.1-65.6
va1®-Glu’’-GLP-1-CEx-IgGl 60.69 65.86
Exendin-4-IgGl 60.69 65.86
Val® -GLP-1-Linker-HSA 70.70 69.89, 70.74
Exendin-4-HSA 70.56 70.62
Exendin-4-Linker-KSA 71.56 71.62

CEx refers to a C-terminal extension and comprises the
sequence of Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.
Linker is Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly- Gly-

Gly-Gly-Ser.
20
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Example 6: Activity of heterologous fusion proteins:

The ability of the fusion proteins of the present
invention to activate the GLP-1 receptor was assessed using
in vitro assays such as those described in EP 619,322 to
Gelfand, et al., and U.S. Patent No. 5,120,712,
respectively. The activity of these compounds relative t
the activity of Vala-GLP-ll'?-B?)OH is reported in Table 4.
Figure 8 represents in vitro dose response curves for Vala—
GLP-1 and Exendin-4 fusion proteins. In addition, Table 5a
and 5b provide the in vitro activity of a large group of
GLP-1 analogs that can be fused to an Fc or an albumin
protein to make bilologically active fusion proteins. These
activities are compared to GLP-1(7-37)0H.

Table 4: In vitro activity of GLP-1 fusion proteins

Fusion Protein In vitro Activity
(% of va1®-grp-1)
Val°-GLP-1-IgG1 1
Exendin-4- IgGl 240
Val®-GLP-1-Linker—HSA 0.2
Exendin-4-HSA 20
Exendin-4-Linker-HSA 90
Exendin-4 500
val -Glu““-GLP-1-TgG1 3.7
Gly -GLP-1-IgG1 3.3
Val® -GLP-1-CEx-IgGl 3.3
Val®-Glu““-GLP-1-CEx-IgGl 29
Gly -Glu““-GLP-1-C2-IgG1 75
Gly -Glu““-GLP-1-CEx-Linker-IgGl 150
Exendin-4-C2-IgG1 250
g Exe::jin—d.-hinker-lgcl 330
Gly -Glu -GLP-1-CEx-Linker-HSA 4
Gly -Glu““-GLP-1-CEx-Linker-IgGd 80
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CEx refers to a C-terminal extension and comprises the
sequence of Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.

Linker is Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly- Gly'-_

Gly-Gly-Ser
C2 is Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-Ser-Gly-Ala.
The amino acid sequences of the fusion proteins

described in Tables 3 and 4 are represented in SED ID NO: 13

to SEQ ID NO: 31.
val®-GLP-1-Human serum albumin amino acid sequence is

represented by SEQ ID NO: 13.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFTAMLVKGR GDAHXSEVAH RFKDLGEENF KALVLIAFAQ

61 YLOQCPFEDH VKLVNEVTEF AKTCVADESA ENCDKSLHTL FGDKLCTVAT LRETYGEMAD
121 CCAKQEPERN ECFLOHKDDN PHLPRLVRPE VIVMCTAFHD NEETFLKKYL YEIARRHPYP
181 YAPELLFFAK RYKAAFTECC QAADKAACLL PKLDELRDEG KASSAKQRLK CASLOKFGER
241 AFKAWAVARL SQRFPKAEFA EVSKLVTDLT KVHTECCHGD LLECADDRAD LAKYICENQD
301 BISSKLKECC EKPLLEKSHC IAEVENDENP ADLPSLAADF VESKDVCKKY AEAXDVFLGM
361 FLYEYARRHP DYSVVLLLRL AKTYETTLEK CCAAADPHEC YAKVFDEFKP LVEEPONLIK
421 QNCELFEQLG EYKFONALLV RYTKRVPQVS TPTLVEVSRN LGKVGSKCCK HPEAKRMPCA
481 EDYLSVVLNQ LCVLHEKTPV SDRVTKCCTE SLVNRRPCFS ALEVDETYVP KEFNAETFTF
541 HADICTLSEK ERQIKKQTAL VELVKHKPKA TKEQLKAVMD DFAAFVEKCC KADDKETCFA
601 EEGKKLVAAS QAALGL [SEQ ID RO: 13]

Vala-GLP-l-Linker-Hunan serum albumin amino acid sequence is

represented by S5EQ ID NO: 14.
1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GOGGGSGOGGE SGGCGSDAHK SEVAHRFKDL
61 GEENFKALVL IAFAQYLQQC PFEDMVKLVN EVTEFAKTCV ADESAENCDK SLHTLPGDKL

121 CTVATLRETY GEMADCCAKQ EPERNECFLQ HXDDWPNLPR LVRPEVDVMC TAFHDNEETF

181 LXXYLYEIAR RHPYFYAPEL LFFARRYKAA FTECCOAADK AACLLPKLDE LRDEGKASSA
241 KOQRLKCASLQ KFGERAFKAW AVARLSQRFP KAEFAEVSKL VTDLTKVHTE CCHGDLLECA

301 DDRADLAXYI CENQDSISSK LKECCEKPLIL, EKSHCIAEVE NDEMPADLPS LAADFVESKD
361 VCENYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LILRLAKTYE TTLEKCCAAA DPHECYAXVF
421 DEFKPLVEEP QNLIKQNCEL FEQLGEYKFQ NMALLVRYTKK VPQUSTPTLV EVSRNLGKVG
481 SKCCKXHPERK RMPCAEDYLS VVLNQLCVIH EKTFVSDRVT KCCTESLVNR RPCFSALEVD
541 ETYVPKEFNA ETFIFHADIC TLSEKERQIK RQTALVELVK HKPKATKEQL KAVMDDFAAF
601 VEKCCEKADDX ETCFAEEGKK LVAARSQAALG L [SEQ ID NO: 14]
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Glys-Gluzz—GLP-1-CEx-L:i.nker-Humn gerum albumin amino acid

sequence is represented by SEQ XD NO: 1S5.

1
61
121
181
241
o
361
421
481
541
601

HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGGSGGGGS GGGGSDAMKS
EVAHRFXDLG EENFKALVLI AFAQYLQQCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
LHTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLOH KDDNPNLPRL VRPEVDVMCT
AFHDNEETFL KKYLYETARR HPYFYAPELL PFAKRYKAAF TECCQAADKA ACLLPKLDEL
RDEGKASSAK QRLECASLOK FGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV TDLTKVHTEC
CHEDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKL KECCEKPLLE KSHCIAEVEN DEMPADLPSL
AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYEVVL LLRLAXTYET TLEKCCAAAD
PHECYAXVFD EFKPLVEEPQ NLIKQNCELF EQLGEYKFON ALLVRYTKKV POVSTPTLVE
VSRNLGKVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK CCTESLVNRR
PCFSALEVDE TYVPKEFNAE TFTFPHADICT LSEKERQIKK QTALVELVKH KPKATKEQLX
AVMDDFAAFV EKCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQAALGL [SEQ ID NO: 15)

Exendin-4-Human serum albumin amino acid sequence is
represented by SEQ ID NO: 16.

1
61
121
181
241
an
3
421
481
541
601

Exendin-4-Linker-Human serum albumin amino acid sequence is

HGEGTFTSDL SKQNEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPED AHKSEVAHRF KDLGEEMFKA
LVLYAFAQVL. QQCPFEDHVK LVNEVTEFAK TCVADESAEN CDKSLHTLFG DKLCTVATLR
ETYGEMADCC AKQEPERNEC FLQHKDDNPN LPRLVRPEVD VMCTAFHDNE ETFLEKYLYE
IARRHPYFYA PELLFFAKRY KAAFTECCOA ADKAACLLPK LDELRDEGRA SSAKQRLKCA
SLQKFGERAF KAWAVARLSQ RFPKAEFAEV SKLVTDLTKV HTECCHGDLL ECAUDRADLA
KYICENQDSI SSKLKECCEX PLLEKSHCIA EVENDEMPAD LPSLAADFVE SKDVCKNYAE
AKDVFLGMFL. YEYARRHPDY SVVLLLRLAK TYETTLEKCC AAADFHECYA KVFDEFKPLV
EEPQNLIKQN CELFEQLGEY KPQMALLVRY TRKVPQUETP TLVEVSRNLG XVGSKCCKHP
EAKRMPCAED YLSVVLNQLC VLHEKTPVSD RVTKCCTESL VNRRPCFSAL EVDETYVPKE
FWAETFTPHA DICTLSEKER QIKKQTALVE LVKHKPKATK EQLEAVMDDF AAFVEKCCKA
DDKETCFAEE GKKLVAASQA ALGL [SEQ ID NO: 16]

represented by SEQ ID NO: 17.

p |
61
121
181
241
301
36l
421

HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGGSGGGGS GGGGSDAHKS
EVAHRFKDLG EENFERALVLI AFAQYLOQCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
LHTLFGDRLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLOH KDDNPNLPRL VRPEVDVMCT
AFHDNEETFL KRYLYEIARR HPYFYAPELL FFAKRYRAAF TECCQAADKA ACLLPRLDEL
RDEGRASSAK QRLKCASLOK FPGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVEKLV TDLTEVHTEC
CHGDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKDL KECCEKPLLE KSHCIAEVEN DEMPADLPSY,
AADFVESKDV CEKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSVVL LLRLARTYET TLEKCCAMAD
PHECYAKVFD EFKPLVEEPQ RLIKONCELF EQLGEYKFON ALLVRYTKKV PQVSTPTLVE

al
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481 VSRMLGKVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVIK CCTESLVNRR
S41 PCFSALEVDE TYVPKEFNAE TFTFHADICT LSEKERQIKK QTALVELVKH KPRATKEQLK
601 AVMDDFAAFV EKCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQAALGL [SEQ ID NO: 17]

Vala-GLP-l-Igel amino acid sequences represented by SEQ ID

NO: 18.
1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVEGR GAEPRSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF
61 PPXPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
121 SVLIVLHODW LMGKEYRCKV SMKALPAPIE KTIEKAKGQP REPQUVYTLPP SREEMTRNQV
181 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES mpmm' TPPVLDSDGE FFLYSKLTVD XSRWQOGNVF
241 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL, SPGK [SEQ ID NO: 18]

Vala-GLP-l-Cex-IgGI amino acid sequence is represented by

SEQ ID NO: 19.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVXF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNBTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
181 EENTKNQVSL TCLVRGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 RWQOGNVFSC SVMHEALHNH YTQRSLSLSP GK [SEQ ID NO: 19]

Vala-Gluzze-LP-l—IgGl amino acid sequence is represented by

SEQ ID NO: 20.
1 HAVEGTFTSDV ESYLEREQAAK RFIAWLVKGR GAEPKSCDKT HICPPCPAPE LLGGPSVFLF
61 PPKPKDTLAI ERTPEVICVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
121 SVLTVLHQDW LNGKEYRCXV SMKALPAPIE KTISKANGQP REPQVYTLPP SREEMTKINKNV
181 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQFENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSKWQOGNVF
241 SCEVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK [BEQ ID NO: 20)

Vala-GluzzGLP-l-CEx—Igel amino acid sequence is represented
by SEQ ID NO: 21.
1 HVEGTPTEDV SSYLEEQAAR EFIANLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF MWYVDGVEVH MAKTKPREEQ
12) YNSTYRVVEV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR
181 EEMTKNQVEL TCLVKGFYPS- DIAVEWEESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDXS
241 RWQQGRIVFEC SVMHEALHWH YTQKELSLSP GX [BEQ ID NO: 21}
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Glya—GluzzsLP-l-cz—IgGl amino acid sequence is represented

by SEQ ID NO: 22.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVXGR GSSGASSGAA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPEDTLMISER TEPEVTCVVVD VSHEDPEVEF NWYVDGVEVH NAKTKFREEQD
1321 YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GREYKCKXVSN KALPAPIERKT ISKAKGCQPRE POVYTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
24)] RWOQGNVFSC SVMHEALHNH YTOXSLSLSP GK [BEQ ID NO: 22)

Glya-GluzzGLP-1—CEx—Linker-IgG1 amino acid s.lequ;mce is

represented by SEQ ID NO: 23.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWNLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGEC GGGEAEPKSC
61 DXTHTCPPCP APELLGGPSV PLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLMGKEYK CKVSNKALPA PIRKTIBKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WEBNGQPENN YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWOQG NVPSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK [SEQ ID NO: 23]

2 . . .
Glya-talu2 GLP-1-CEx-Linker-IgG4 amino acid sequence is

represented by SEQ ID NO: 24.
1 HGEGTFTSDV BSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAESKYG
61 PPCPSCPAPE FLGGPSVFLF PPKPRDTIMI SRTPEVTCVV VDVSQEDPEV QOFNWYVDGVE
121 VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYRCKV SNRKGLPSSIE KTISKAKGQP
181 REPQVYTLPP SQEEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPFVLDSDGS
241 FFLYSRLTVD KSRONQEGNVF SCSVMHEALH MHYTQKSLSL SLGK [SBQ ID NO: 24]

GlyB-Gluzzel:-P—1—CE::—2Linker-IgG1 amino acid sequence is

represented by SEQ ID NO: 25.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSG
61 GGGSGGGGSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPXDTLMISR TPEVTCVVVD
121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN
1681 KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR EENTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG
241 QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGRVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP
301 GK [SEQ ID NO: 25]

8 22
Gly -Glu GLP-1-2Linker-IgGl amino acid sequence is
represented by SEQ ID NO: 26.

a3
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1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GGGGGSGGGG SGCGGSGGGG SGGGGSGGGG
61 SAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKFKDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV
121 KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHQODW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE
181 KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
241 TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQOGNVE 3CSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK
[6EQ ID NO: 26)

Glya-GlunGLP—l-zcm-Igel amino acid sequence is represemted

by SEQ ID NO: 27.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSSGAPPPSS SGAPPPSAEP KSCDKTHTCP
61 PCPAPELLGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA
121 KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSHKA LPAPIEXTIS KAKGQPREPQ
181 VYTLPPSREE MTKNQVSLAC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY
241 SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNKYT QXSLSLSPGK [SEQ ID ND: 27)

6ly’-c1u?-va12®-11e*%cLP-1-CBx-Linker-1gG1 amino acid
sequence is represented by SEQ ID NO: 28.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAVK EFIANLIKGR GSSGAPPPEG GGGSGGGGSG GGGSAEPKSC
61 DKTHTCRPCP APELLGGPSV FLPPPEPKDT ILMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLIVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLACLVK GFYPSDIAVE WESNGOPENN YRTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWOQG NVFSCSVMHE ALHNHYTOKS LELSPGK [SEQ ID NO: 28]

Exendin-4-IgGl amino acid sequence 1s represented by SEQ ID
NO: 29.
1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLXKNGG PSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF MWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVSV LAVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR
181 EEMTKNQVEL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDES
241 FWRQGNVFSC SVMHEALHNH YTOKSLSLEP GK [SEQ ID NO: 29)
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Exendin-4-C2-IgGl amino acid sequence is represented by SEQ

ID NO: 30. ]

1 HGEGTFTSDL GKOMEEEAVR LFIEWLENGG PSSGASSGAR EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVEF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVUSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE BRQVYTLPPSR
181 EEMTENQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYEXLTVDKS
241 RWOQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [BEQ ID NO: 30]

Exendin-4-Linker-JIgGl amino acid sequence is represent by

SEQ ID NO: 31.
1 HGEGTITSDL SEOMEEEAVR LFIEWLENGG PSSCAPPPBG GOGSGOAGSG GGGSAEPKRSC
61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPXDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVEFNWYVD
121 GVEVHNEAKTK PREEQYNSTY RVVBVLTVLH QIMLNGKEYK CKVENKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NOVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKERWQQG NVFSCEVMHE ALFMHYTQKS LSLEPGK [SEQ ID NO: 31)°

Table 5a: In vitro GLP-1 analog activity

GLP-1 Receptor
GLP~1 Compound Activation
GLP-1(7-37)0H 1.0
val®-GLP-1(7-37)0H 0.47

{n = 6)

Gly®-Hig!'-GLP-1(7-37)0H 0.282 .
val®-aAla''-GLP-1(7-37)0H 0.021
val®-Lys*'-GLP-1(7-37)0H 0.001
val®-Tyr'?-GLP-1(7-37)0H 0.81
val®-Glu*-GLp-1(7-37)0E 0.047

'd
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val®-ala'®-GLP-1(7-37)0H
val®-ryrié-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys?**-@gLP-1(7-37)0H
G1ln?*3-GLP-1(7-37)0H

val®-aAla??-GLP-1 (7-:;.7 ) OH
val®-Ser®?-GLP-1(7-37)0H
Val'-Asp??-GLP-1(7-37)0H
val®-Glu??-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys??-GLP-1(7-37)0H
val®-pPro*?-GLP-1(7-37)0H
val®-His?2-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

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

PCT/US01/H43165
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val®-Lys?-GLP-1(7-37)OH
val®-His?*-GLP-1(7-37)0K
val®-Glu?**-GLp-1(7~37)0OH
val®-His?’-GLP-1(7-37)OH
val®-A1a?’-GLP-1(7-37)0H
Gly®-Glu-GLP~1(7-37)OH
val®-Glu*’-GLP-1(7-37)0H
val®-Asp*®-GLP-1(7-37)OH
val®-g8er’®-GLP-1(7-37)0H
val®-His**-GLP-1(7-37)OH
val®-Glu**-GLP-1(7-37)OH
val®-ala*-GLP-1(7-37)0OH
val®-Gly*-GLP-1(7-37)0H
val®-Glu*-GLP-1(7-37)0H
val’-pro*-GLP-1(1-37) OH
val®-nig'®-GLP-1(7-37)0H

val®-Glu?*-GLP-1({7-37)0H

0.02

1.6

1.5

0.37

0.47

0.29

0.29

0.15

0.19

0.19

0.039

0.1

0.01

0.17

0.094

0.41

0.15

PCT/USO01/43165
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val®-Glu*¢-GLP-1(7-37)OH

val®-Hig?*-GLP-1(7-37)0H

val®’-Hig?"-GLP-1(7-37)0H

val®-Leul®*-Glu*5-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys3?-G1u*°-GLP-1(7-37)0H
Val®-Lys?®?-Glu?*-GLP-~1(7-37)0H
val®-Glu??-ala?’-GLP-1(7-37)0H
valt-Glu??-Lys?®*-GLP-1(7-37)OH
val®-Lys?*-val34-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys**-Asn®*-GLP-1(7-37)0H

val®-gly**-Lys**-GLP-1(7-37)0H

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

PCT/US01/43165
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Table 5b. In vitro GLP-1 analog activity

GLP-1 Compound

GLP-1 Receptor

Activation
GLP-1(7-37)OH 1.0
Val®*-GLP-1(7-37)0H 0.47
L_GTy':GLP-l (7-37)0H 0.80
Val®-Tyx™-GLP-1(7-37)0OH 0.80
Val®-Tyr >~GLP-1(7-36)NH; 0.52
[Val¥-Trp *-GLP-1{7-37)OH 0.52 -
Val®-Leu °~GLP-1(7-37)0H 0.52
Val®-Val®-GLP-1(7-37)0H 0.52
Val’-Tyr °-GLP-1(7-37)0H 1.18
[Gly®*-Glu®"-GLP-1(7-37)OH 1.03
Val®-Leu”-GLP-1(7-37)0H 0.24
Val®-Tyr*-Tyr™-GLP-1(7-37) OH 0.70
 Val®’-Trp -Glu**~-GLP-1 (7-37) OH 0.80
Val®-Tyr’?-Glu®-GLP-1 (7-37) OH 1.27
Val®-Tyxr °-Phe”-GLP-1(7-37)OH 1.32
[Val®-Tyr™*-Glu**-GLP-1(7-37) OH 1.69, 1.79
[Val’-Trp °-Glu®-GLP-1 (7-37) OH 2.30, 2.16
[Val®~-Leu™-Glu®-GLP-1(7-37)0H ~ 2.02
Val’-Ile™-Glu~-GLP-1(7-37)0H 1.55
Val"-Phe "-Glu~-GLP-1(7-37)OH 1.08
Val®-Trp'°-Giu*>-GLP-1(7-37)OH 1.50, 3.10
| Val*-Tyr™-Glu®~GLP-1(7-37)OH 2.40, 2.77
Val®-Phe™-Glu?-GLP-1(7-37)OR 0.94
[Val®-Ile™-Glu®*-GLP~1(7-37)0H 1.88
Val’-Lys™-Glu~~-GLP-1(7-37) OH 1.18
Val*-Trp -Glu*-~GLP-1(7-37)0H 1.50
Val®-Phe-Glu*-GLP-1(7-37)OH 0.70
Val®-Phe®’-Glu”-GLP-1(7-37) OH 1.27

Jres
“
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Val’-Glu’’-Leu-GLP-1(7-37)0H 1.32

'Val’-Glu*’~-Ile®™-GLP-1(7-37)0H 1.46

Val’-Glu*-val®-GLP-1(7-37)0H 2.21, 1.36

Val’-Glu>*-Ile* -GLP-1(7-37)0H 0.94

[Val’-Glu®*-Ala’’-GLP-1(7-37)OH 1.03

Val'-Glu’’-I1e*-GLP-1(7-37)0H | 2.21, 1.79, 1.60

Val'-Asp°-Ile-Tyr°-Glu=- 2.02

GLP-1(7-37)CH

Val'-Tyr*-Tzp~-Glu*-GLP-1 (7- 1.64

37)0H '

Val'-Trpr-Glu’-val®-11e>- 2.35

GLP-1(7-37)0H

Val’-Trpr-Glu>~I1le> -GLP-1(7- 1.93

37)OH

[Val'-Glu™-val—-Ile -GLP-1(7~ | 2.30, 2.73, 3.15 |

37)0K

Val*-Trp™-Glu®-val®-GLP-1 (7~ 2.07

37)0H

Val'-Cys  -Lys®°~GLP-1(7-37)OH 1.97

Val’-Cys™-Lys®-Arg -GLP-1 (7- 2.4,1.9

37)0H

Table 6: In vitro activity of GLP/Exendin analogs

Peptide Sequence i:t‘ir\ir:i;
(% of Val'-GLP-~
1(7-37)OH)
[HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF IEWLKNGGP-NH2 6.21
IHGEGTFTSDLSKQHEEEAVRLFIEHIMGGPSSGAPP 6.75,3.25
PS5~NH2 )
HVEGTFTSDLSKOMEEEAVRLP IAWLVRGRG 2.86
HVEGTFTSDVSSYLEREAVRLFIAWLVKGRG 1.47
HVEGTFTSDLSKOMEGQAAKEFIAWLVKGRG 0.11

W
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HVEGTFTSDVSKOMEGQAAKEF IAWLVKGRG 0.04
HGEGTFTSDLSKOMEGOAAKEFIEWLKNGGP-NH2 1.44
HGEGTFTSDLSKQMEEEAAKEF Y EWLKNGGP-NH2 2.80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.07
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLVKGRPSSGAPPPS 3.30
-NH2

HAEGTFTSDVSKQLEEEAAKEFIAWLVKGRG 2.15
HVEGTFTSDVSSYLEGOAAKEF 1 EWLKNGGP-NH2 2.36
HGEGTPTSDLSKQMEEEAVRLF IAWLVKGRG 3.25
HVEGTFTSDVSSYLEEEAAKEF IAWLVKGRG 1.00
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLKNGRG 0.20
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 1.00
HAEGTFTSDVSSYLEGOAAKEF IAWLVKGRG 2.12

Example 7: In vivo pharmacokinetics of Vala-GLP-l—Ige_l

and Vval -GLP-1-HSA:

A pharmacokinetic study of Val -GLP-1-IgGl and Val®-
GLP-1-HSA was performed in cynomologus monkeys. Monkeys
were dosed at 5.6 nmoles/kg with either purified ValB-GI.-P-l-'
IgGl: or Vala—GLP-l—HSA . The compounds were administered as
an intravenous bolus administration. Blood was collected
pre-dose and at 0.083, 0.25, 0.5, 1, 4, B8, 12, 24, 48, 72,
96, 120, 144, 168, and 216 hours post-dose into tubes
containing EDTA. Plaama concentrations of immunoreactive
Val -GLP-1 were determined using a radicimmnoassay that
utilizes a polyclonal antiserum whose primary specificity is
for the N-terminal (7-16) region of val®-aLe-1(7-37).

Figure 9 depicts the plasma concentration of Vals—GLP—:I.-Fc
and Vala—GLP-l-Linker-Hsn following a single intravenocus
dose to two cynomologus monkeys. The Fc fusion protein had
a half-life of approximately 45 hours and the albumin fusidn
had a half-life of approximately 87 hours.

)
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Example 8: In vivo pharmacodynamics of Exendin-4-IgGl:

Two chronically cannulated normal male beagle dogs were
studied after an overnight fast. Arterial and venous
vascular access ports were accessed, and a catheter was
inserted percutaneously into a cephalic vein and secured.
Animals were placed in cages, and their catheters were
attached to a swivel/tether system. A solution containing
the fusion protein Exendin-4-IgGl (11.8 uM) was injected
intravenously (1.0 nmol/kg) through the cephalic vein
catheter. The catheter was then cleared with 10 ml of
saline. Two hours later, a hyperglycemic (150 mg/dl) clamp
wap initiated and continued for three hours. Arterial blood
samples were drawn throughout this 5-hour period for
determination of plasma concentrations of the fusion
protein, glucose, and insulin.

The results of this study were compared to those from a
similar, previous study in which both of the animals had
received a bolus of saline, s.c., and three hours later were
studied using a 3-hour hyperglycemic (150 mg/dl) clamp.

In both sets of studies, plasma glucose concentrations
vere determined using a Beckman glucose analyzer. Plasma
insulin concentrations were determined by employees of Linco
Research, Inc. using an RIA kit developed in their
laboratories. The data is illustrated in Figures 10 and 1il.

Example 9: In vivo pharmacokinetics of
Gly®-Glu?2-GLP-1-CEx-Linker-IgG1:
Two groups of three normal male beagle dogs received

0.1 mg/kg of Gly’-Glu*?-GLP-1-CEx-Linker-IgGl by subcutanecus
(5C) or intravenous (IV) administration. Plasma
concentrations of Gly®-Glu?**-GLP-1-CEx-Linker-IgGl
immunoreactivity were determined by radioimmunoassay in
samples collected from 30 minutes predose to 216 hours
postdose for both the IV and SC groups. These
concentrations were subsequently used t determine the
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reported pharmacokinetic parameters. The mean elimination
half-life of IV administered Gly®-Glu?’-GLP-1-CEx-Linker-IgGl
was approximately 55 hours and the total body clearance was

1.5 mL/h/kg. The mean elimination half-life of SC

adminigtered Gly'-Glu®?-GLP-1-CEx-Linker-IgGl was .
approximately 38 hours.
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WE CLAIM:

1. A heterologous fusion protein comprising a first
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus fused to a
second polypeptide with a N-terminua and a C-terminus
wherein the first polypeptide is a GLP-1 compound and the
second polypeptide is selected from the group consisting of

&) human albumin;

b) human albumin analogs: and

c) fragments of human albumin,
and wherein the C-terminus of the first polypeptide is fused
to the N-terminus of the second polypeptide.

2. A heterologous fusion protein comprising a first
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus fused to a
second polypeptide with a N-terminus and a C-terminus
wherein the first polypeptide is a GLP-1 compound and the
second polypeptide is selected from the group consisting of

a) human albumin;

b) human albumin analogs; and

c) fragments of human albumin,
and wherein the C-terminus of the first polypeptide is fused
to the N-terminus of the second polypeptide via a peptide
linker.

3. ~The heterologous fusion protein of the Claim 2 wherein
the peptide linker is selected from the group consisting of:
a) a glycine rich peptide;
b) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]l,
where n is 1, 2, 3, 4, 5 or 6; and
c) a peptide having the seguence [Gly-Gly-Gly-Gly-
Serl;.

Jv-2
o
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4. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3

wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula

1 [SEQ ID NO: 2)

Xaa

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-Fhe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-

40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Forrmmla I (SEQ ID NO: 2)

wherein:

at position 8 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,

Glu, Asp, or lys;
at position 9 is Glu, Asp, or Lys;
at position 11 is Thr, Ala, Gly, Ser,
Val, Glu, Asp, or Lys;
at position 14 is Sex, Ala, Gly, Thr,
Val, Glu, Asp, orx Lys;
at position 16 is Val, Ala, Gly. Ser,
Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp, or Lys;
at position 17 is Ser, Ala, Gly, Thr,
Val, Glu, Asp, or Lys;
at position 18 is Ser, Ala, Gly, Thr,
Val, Glu, Asp, Trp, Tyr, or Lys;
at position 19 is Tyr, Phe, Trp, Glu,
Lys;
at position 20 is Leu, Ala, Gly, Ser,

val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, or Lys;

at poeition 21 is Glu, Asp, or Lys;
at position 22 is Gly, Ala, Ser, Thr,
Val, Glu, Asp, or Lys:;

Leu,

Leu,

Leu,

Leu,

Asp,

Thr,

Leu,

Ile,

Ile,

Ile,

Ile,

Gln,

Ile,

Ile,

or

JO>
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at position 23 is Gln, Asn, Arg,
at position 24 is Ala, Gly, Ser,
Val, Arg, Glu, Asp, or Lys;

at position 25 is Ala, Gly, Ser,
Val, Glu, Asp, or Lys;

at position 26 is Lys, Arg, Gln,
at position 27 is Leu, Glu, Asp,
at position 30 is Ala, Gly, Ser,
Val, Glu, Asp,.or Lys;

at position 31 is Trp, Phe, Tyr,
at position 32 is Leu, Gly, Ala,
Val, Glu, Asp, or Lys;

: at position 33 is Vval, Gly, Ala,

Ile, Glu, Asp, or Lys;
at position 34 is Asn, Lys, Arg,
at position 35 is Gly, Ala, Ser,
Val, Glu, Asp, or Lys;

at position 36 is Gly, Arxg, Lys,
at position 37 is Pro, Gly, Ala,

PCT/US01/43165

Glu, Asp, or Lys;

Thr,

Thr,

Leu, Ile,

Leu, Ile,

Glu, Asp, or His;
or Lvs;

Thr,

Glu,
Ser,

Ser,

Glu,
Thr,

Glu,
Ser,

Leu, Ile,

ABp, Oor Lys;
Thr, Ile,

¥

, Leu,

Asp, or His;
Leu, Ile,

Asp, or His;
Thr, Leu,

Ile, Val, Glu, Asp, or lys, or is deleted;
at position 38 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, or His,

or is deleted;

at position 39 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, or His,

Qr is deleted;
at position 40 is Gly, Asp, Glu,
deleted;
at position 41 is Ala, Phe, Trp,
Lys, or is deleted;
at position 42 is Ser, Pro, Lys,
deleted;
at position 43 is Ser, Pro, Glu,
deleted;
at position 44 is Gly, Pro, Glu,
deleted; and

or Lys, or is

Tyz,

Glu,

Asp,

AsSp,

Glu, Asp, or

or Asp, or is

or Lys, or is

or Lys, or is

o

job
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Xaa at position 45 is Ala, Ser, Val, Glu, Asp, or Lys,
r is
deleted;
provided that when the amino acid at position 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, or 44 is deleted, then each amino acid
dowvnstream of that amino acid is also deleted.

5. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3.

wherein the GLP-]1 compound comprises the sequence of formula

II (SEQ ID NO: 3):

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-Fhe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Formula II (SEQ ID NO: 3)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine,
desamino-histidine, 2-amino-histidine, p-hydroxy-
histidine, homohistidine, oO-fluoromethyl-histidine oxr
a-methyl-histidine;

Xaa at position 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or
Thr;

Xaa at position 9 is: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, FPhe,

Tyr, Glu, or His;

Xaa at position 11 is: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

Xaa at position 12 is: His, Trp., Phe, or Tyr:;

Xaa at position 16 is: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,
Val, Tyxr, Glu, or Ala;

Xaa at position 18 is: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala, or
Lys;

Xaa at position 19 is: Gly, Asp., Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
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Cys;
at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, Gln, or Arg;
at position 24 is: Glu, Arg, Ala, or Lys;
at position 26 is: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu, or His;
at position 27 is: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Axrg, or
Lys;
at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;
at position 31 is: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp, or Lys;
at poeitiom 33 is: Asp, Arg, Val, lLys, Ala, Gly, or Glu;
at position 34 is: Glu, Lys, or Asp;
at position 35 is: Thr, 'Ser. Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe,
Asp, Gly, Pro, His, or Glu;
at position 36 is: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Fhe, Arg,
Glu, or His;
Xaa at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,

" Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

EEEEE PEES

)

6. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3
wherein the GLP-1 compound comprisee the sequence of formla
III (SEQ ID NO: 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
Ser-Tyr-Leu~-Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Ala-Xaa-leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xasa-Xaa
formula III (SEQ ID NO: 4)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, o-fluorcmethyl-histidine or a-methyl-
histidine;

Xaa at poeition 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa at position 11 is: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

A
|03
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Xaa at position 12 is: His, Trp, FPhe, or Tyr;
Xaa at position 16 ig: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,

val, Glu, or Ala;
Xaa at position 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or

Cys;
Xaa at position
Xaa at position
Xaa at position
Xaa at position
or Lys;
Xaa at position
Xaa at position
Glu;
Xaa at position
Xesa at position

Asp, Gly, Pro, His, or

23
24
25
27

30
33

34
35

is:
is:
is:
is:

is:

is:

His,
Glu,

ASDp,
Mla,

Ala,

: Asp,

Glu,
Thr,

ABp,
His,
Lyna,
Glu,

Glu,
Arg,

Lys,
Ser,
Glu;

Xaa at position 36 1s: Arg, Glu,
Xaa at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp,
Tvr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

Lys, Glu, or Gln;
Ala, or Lys;

Glu, or His;

His, Phe, Tyr. Tsp,

Asp, Ser, or His;
Val, LYB' Alal GlYl

or Asp;
Lys, Arg, Trp., Tyr,

or His;

Axg,

or

Phe,

Trp,

7. The heterologous fusion protein of Claim 1, 2, or 3
wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of
IV (SEQ ID NO: 5):

7

formala

10 11 12 13 14 15 168 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-FPhe-
29 30 31 32 33 34 35 36 137
Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa-Arg-Xaa

wherein:

formula IV (SEQ ID NO: 5)

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
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homohistidine, a~fluoromethyl-histidine or G-methyl-
histidine;

Xaa at position 8 is: Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa at position 12 is: His, Trp, Phe, or Tyr;

Xaa at position 16 is: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,
Val, Glu, or Ala;

Xaa at position 22 is: Gly., Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
Cys;

Xaa at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or Gln;

Xaa at position 26 is: Asp, Lys, Glu, or His;

Xaa at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

Xaa at position 35 is: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp. Tyr, Phe,
nsia, Gly, Pro, His, or Glu:;

Xaa at position 37 is: Lya, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,
Tyr, Phe, His, -NH;, Gly, Gly-Pro, or Gly-Pro-NH;, or is
deleted.

B. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3
vherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula
V (SEQ ID NO: 6)

7 8 8 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-Fhe-

29 30 31 32 33 34 35 36 137

Ile-Xaa-Trp~Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Xaa
formula V (SEQ ID NO: 6)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, B-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluorcmethyl-histidine or a-methyl-
histidine;

Xaa at poeition 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

)

(1O
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Xaa at position 22 is: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
Cys;
Xaa at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or Gln;

Xaa at position 24 is: Ala, Glu, HEis, Phe, Tyr, Trp, Arg,
or Lys

Xaa at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

Xaa at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,
Tyr, Phe, Ris, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

9. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3

wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula
VIII (SEQ ID NO: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 2B
Xaa-Xaa-Xaa-Glu-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 137
Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa

formula VIII (SEQ ID NO: 11)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, p-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
histidine;

Xam at position 8 is: Gly, Ala, or Vval;

Xaa at position 16 is: Leu or Vval;

Xaa at position 1B is Lys or Ser;

Xaa at position 19 is: Gln or Tvr;

Xaa at position 20 is: Met or ﬂeu;

Xaa at position 22 is: Glu or Gln;

Xaa at position 23 is: Glu, or Gln;

Xaa at position 25 is: val or Ala;

Xaa at position 26 iB: Arg or Lys;
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Xaa at position 27 is Leu or Glu;

Xaa at position 30 ieB: Glu or Ala;

Xaa at position 33 is: Val or Lys; )

Xaa at position 34 is: Asn or Lys; :

Xaa at position 36 is: Gly or Arg; and

Xaa at position 37 is: @Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-
Pro-Pro-Ser, or is absent.

10. The heterologous fusion protein of claims 1 through 9
wherein the GLP-1 compound has no more than 6 amino acids
that are different from the corresponding amino acid in GLP-
1{(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H, or Exendin-4.

11. The heterologous fusion protein of Claim 10 wherein the
GLP-1 compound has no more than 5 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1{7-37)0H, GLP-1(7-
36)0OH, or Exendin-4.

12. The heterologous fusion protein of Claim 11 wherein the
GLP-1 compound has no more than 4 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4.

13. The heterologous fusion protein of Claim 12 wherein the
GLP-1 compound has no morxe than 3 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4. :

14.The heterologous fusion protein of Claim 13 wherein the
CLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H€, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4.

15. The heterologous fusion protein of any one of Claime 1
through 14 wherein Xaa at position 8 is glycine «r valine.
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16. The heteroclogous fusion protein of Claim 8 wherein the
GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H or GLP-
1(7-36)0H and Xaa at position 8 is glycine or valine and Xaa
at position 30 is alanine, glutamic acid, aspartic acid,
serine, or histidine.’

17. The heterologous fusion protein of Claim 16 wherein Xaa
at position 30 is @Glutamic acid.

18. The heterologous fusion protein of Claim 8 wherein the
GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H or GLP-
1{(7-36)0H and Xaa at position 8 is glycine or valine and Xaa
at position 37 is histidine, phenylalanine, tyrosine,
txryptophan, aspartic acid, glutamic acid, serine, threonine,
arginine, or lysine.

19. The heterologous fusion protein of Claim 18 wherein Xaa
at position 37 is histidine.

20. The heterologous fusion protein of Claim 8 wherein the
GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid imn GLP-1(7-37)0OH or GLP-
1(7-36)0H and Xma at position 8 is glycine, valine, leucine,
igoleucine, serine, threonine, or methionine and Xaa at
poaition 22 is aspartic acid, glutamic acid, lysine,
arginine, asparagine, glutamine or histidine.

21. The heterologous fusion protein of Claim 20 wherein Xaa
at position 22 is lysine or glutamic acid.

22. The heterologous fusion protein of Claim 8 wherein the
GLP-1 compound is val®-GLP-1{7-37).
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23. 'The heterologous fusion protein of Claim 8 wherein the
GLP-1 compound is Gly®-GLP-1(7-37).

24. The heterologous fusion protein of any one of Claims 1
through 23 wherein the second polypeptide is human albumin.

25. The heterologous fusion protein of Claim 24 wherein the
second polypeptide has the sequence of SEQ ID NO: 34.

26. The hetexologous fusion protein of any one of Claims 1
through _23 wherein the second polypeptide is an N-terminal
fragment of albumin. *

27. A heterologous fusion protein comprising a first
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus fused to a
second polypeptide with a N-terminus and a C-terminus
wherein the first polypeptide is a GLP-1 compound and the
second polypeptide is selected from the group consisting of

a) the Fc portion of an immunoglobulin;

b) an analog of the Fc¢ portion of an immunoglobulin;

and

c) fragments of the Fc portion of an immunoglobulin,
and wherein the C-terminus of the first polypeptide is fused
to the N-terminus of the second polypeptide.

28. A heterologous fusion protein comprising a first
polypeptide with a N-terminus and a C-terminus fused to
a second polypeptide with a N-terminus and a C-terminus
wherein the first polypeptide is a GLP-1 compound and the
second polypeptide is selected from the group consisting of
a) the Fc portion of an immunoglobulin;
b) an analog of the Fc¢ portion of an immunoglobulin;
and

A
1Y
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c) fragments of the Fc portion of an immunoglobulin,

and wherein the C-terminus of the first polypeptide is
fused to the N-terminus of the second polypeptide via a
peptide linker.

29. The heterologous fusion protein of the Claim 28 wherein
the peptide linker is selected from the group comsisting of:
a) a glycine rich peptide;
b} a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Serl,
where n is 1, 2, 3, 4, 5, or 6; and
c) a peptide having the sequence [Gly-Gly-Gly-Gly-Sex]s.

30. The heteroclogous fusion protein of any one of Claims
27, 28, or 29 wherein the GLP-1 compound comprises the
sequence of formula 1 [SEQ ID NO: 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-Xaa-Xaa-Xaa-Xan-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-
40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Formula I (SEQ ID NO: 2)

wherein:

Xaa at position 8 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 9 is Glu, Asp, or lys;

Xaa at position 11 is Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;

Xaa at position 14 is Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, or Lys;
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at position 16 is Val, Ala,

Tyr, Glu, Asp, Trp, or'Lys:

at posltion 17 is Ser, Ala,
Glu, Asp, or Lys;
at position 18 is Ser, Ala,

Glu, asp, Trp, Tyr, or Lys;

at position 19 is Tyr, Phe,
at position 20 is Leu, Ala,

Gly, Ser,

Gly. Thr,

Gly, Thr,

Trp, Glu,
Gly, Ser,

Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, or lys;

at position 21 is Glu, Asp,

at position 22 is Gly, Ala,
Glu, Asp, or Lys;

at position 23 is Gln, Asn,

at position 24 is Ala, Gly,
Arg, Glu, Asp, or Lys;

at position 25 is Ala, Gly,
Glu, Asp, or Lys;

at position 26 is Lys, Arg.
at position 27 is Leu, Glu,
at position 30 is Ala, Gly,
Glu, Asp, or Lys;

at position 31 is Trp, Phe,
at position 32 is Leu, Gly,
Glu, Asp, or Lys;

at position 33 is Vval, Gly,
Glu, Asp, or Lys;

at position 34 is Asn, Lys,
at position 35 is Gly, Ala,
Glu, Asp, or Lys;

at position 36 is Gly, Arg,
at position 37 is Pro, Gly,

Val, Glu, Asp, or Lys, or is deleted;

or Lys;
Ser, Thr,

Axrg,
Ser,

Ser,

Gln,

Ser,

Glu,

Ala, Ser,

Ala, Ser,

@lu,
Thr,

Arg,
Ser,-

Glu,
Ser,

Lys,
Ala,

Asp,
LS‘I.'I,

Asp'
Thr,

at position 38 is Ser, Arg, lLys, Glu, Asp,

is deleted;

at position 39 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp,

PCT/US01/43165

Leu, Ile,
Ile, Val,
Ile, Val,

Gln,

Ile, Val,

Ile, Val,

or Lys;
Ile, Val,

Ile, Val,

or His;

Ile, Val,

oY Lys;
Ile, val,
Leu, Ile,

or His;
Ile, Val,

or His;
Leu, Ile,

or His, or

or His, or

or Lys;

lle
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deleted;

Xaa at position 44 is Gly,

deleted; ’
and

Xan at position 45 is Ala,
déleted;
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Phe,

Pro,

Pro,

Ser,

Glu,

Lys,

Glu,

Glu,

Val,

PCT/US01/43163

or Lys, or is deleted;
Tyr, Glu, Asp, or Lys,

Glu,
ASD,

Asp,

Glu,

or Asp,

or Lys,

or Lys,

Asp, or

provided that when the amino acid at position 37,

40, 41, 42, 43, or 44 is deleted,

then each amino

downstream of that amino acid is also deleted.

or is

or is

or is

Lys, or is

38, 39,
acid

31. The heterologous fusion protein of Claims 27, 28, or 29
wherein the GLP~1 compound comprises the sequence of formula

II (SEQ ID NO: 3):

7 8 8

Ile-Xaa-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

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 36 137

Formula II (SEQ ID NO: 3)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, a~fluvoromethyl-histidine or a-methyl-

histidine;

Xaa at position 8 im: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Y
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at position 9 is: Thr, §er, Arg, Lys, Trp,

Glu,

or His;

at position 11 is: Asp,
at position 12 is: His,
at position 16 is: Leu,

val, Tyr, Glu, or Ala;

at position
Lys;

at position
Cys;

at position

at position

at pbsitian

at position
Lys;

at position

at position

at position

at position
at positiom

Asp, Gly, Pro, His, or

18

19

23
24
26
27

30
31
33
34
35

iB : Hiﬂ,
iB: G]-Y|

His,
Glu,

is:
is:
is:
is: Ala,
is:
is:
im:
is: Glu,
is: Thr,

at position 36 is: Thr,
Glu, or His;
at position 37 is: Lys,
Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

Glu,
'Itp,

Ser,

Pro,

Arg,

Arg,
Phe,
Thr,
Mp r

Glu,

Lys,
Ala,

Thr, Ala,
or Tyr;
Trp, His,

Glu, Arg'

Gln, Asn,

Glu, Gln,
or LyB;

PCT/US01/43165

Ser, Ala, or

Lys, Arg, or

or Arg;

FPhe,
His,

ABpD,

Asp, Trp,

Thr, Ser,

Glu,
Trp,

Lys,
Tyx,

or His;

Arg, Trp,
Ala, Gly,

Trp., Tyr,

Tyr, Phe,

Glu, Asp,

or His;
or

or Lys;

or Glu;

Phe,

Arg,

Trp.

The heterclogous fusion protein of Claims 27, 28, or 29
wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula
IIX (SEQ ID NO: 4):

7

8 9

10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa-Xea-Glu-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Sex-Asp-Xaa-Ser-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Ser-Tyr-Leu~Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 137
Ile-Ala-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-R

g
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forrmla IIXI (SEQ ID NO: 4)

wherein:

Xaa

33.

wherein the GLP-1 compound comprises the sequemce of formula

at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, B-hydroxy-histidine,
homohigtidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
higtidine;

at position 8 is: Gly. Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;
at position 11 is: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

at position 12 is: His, Trp, Phe, or Tyx;

at position 16 is: Leu, Ser, Thr, Trp, His, FPhe, Asp,
Val, Glu, or Ala;

at position 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
Cys;

at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or Gln;

at position 24 is: Glu, His, Ala, or Lys;

at position 25 is: Asp, Lys, Glu, or His;

at position 27 is: Ala, Glu, His, FPhe, Tyr, Trp. Arg,
or Lys;

at poeltion 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

at position 33 is: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, or
Glu;

at position 34 is: Glu, Lys, or Asp:

at position 35 is: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe,
Asp, Gly, Pro, His, or Glu;

at position 36 is: Arg, Glu, or His;

at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,
Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

The heterclogous fusion protein of Claim 27, 28, or 29

IV (SEQ ID NO: 5):

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

119



WO 02/46227 PCT/US01/43163

)20
- 110 -

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa-Arg-Xaa
formula IV (SEQ ID NO: 5)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, o-fluoromethyl-histidine or «a-methyl-

10 histidine;

Xaa at position 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa at position 12 is: His, Trp, Phe, or Tyr;

Xaa at :pi:ition 16 is: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,

C Val, Glu, or Ala;
15 Xaa at position 22 is: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or
Cys:

Xaa at positjion 23 is: His, Asp, Lys, Glu, or Gln;
Xaa at position 26 is: Asp, Lys, Glu, or His;
Xaa at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, or His;
20 Xaa at position 35 is: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyxr, Phe,
ABp, Gly, Pro, His, or Glu;
Xaa at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,
Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

25 34. The heterologous fusion protein of Claims 27, 28, or 29
. wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula
V {SEQ ID NO: 6) ,
7 8 9% 10 11 12 313 14 15 16 17
30 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-FPhe-
20 30 31 32 33 34 35 36 37
] Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Xaa
35 formula Vv (SEQ ID NO: 6)
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wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
histidine, 2-amino-histidine, B-hydroxy-histidinae,
homohistidine, a-fluorometbhyl-histidine or G-methyl-
histidine;

Xaa at position 8 is: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa at position 22 is: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, r
Cys; .

Xaa at position 23 is: His, Asp, Lys, Glu. or Gln;

Xaa at position 24 is: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg,
or Lys

Xaa at position 30 is: Ala, Glu, Asp, Ser, oxr His;

Xaa at position 37 is: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp.
Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, or is deleted.

35. The heterologous fusion protein of Claims 27, 28, or 29

wherein the GLP-1 compound comprises the sequence of formula
VIII (SBEQ ID XNO:1l1).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Fhe-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 36 137
Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-R

formla VIII (SEQ ID NO: 11)

wherein:

Xaa at position 7 is: L-histidine, D-histidine, desamino-
higtidine, 2-amino-histidine, P-hydroxy-histidine,
homohistidine, a-fluoromethyl-histidine or a-methyl-
hiptidine;

Xaa at position 8 is: Gly, Ala, or val;

Xaa at position 16 is: Leu or Vval;

12
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Xaa at position 18 is 'Ly or Ser;
Xan at position 19 is: Gln or Tyr;
Xaa at position 20 is: Met or Leu;
Xam at position 22 ie: Glu or Gln:;
Xaa at position 23 is: Glu, or Gln:;

Xaa at position 25 is: Val or Ala;

Xaa at position 26 is: Arg or Lys;

Xaa at position 27 is Leu or Glu;

Xaa at position 30 is: Glu or Ala;

Xaa at position 33 is: Val or Lys:

Xaa at position 34 is: Asn or Lys:

Xaa at position 36 is: Gly or Arg; and

Xaa at position 37 is: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-

Pro-Pro-Ser, or is absent.

36. The heterologous fusion protein of claims 27 through 35
wherein the GLP-1 compound has no more than 6 amino acids
that are different from the corresponding amino acid in GLP-
1{(7-37)0H, GLP-1(7-36)0OH, or Exendin-4.

.37. The hetexrologous fusion protein of Claim 36 wherein the

GLP-1 compound has no more than 5 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4.

38. The heterologous fusion protein of Claim 37 wherein the
GLP-1 compound has no more than 4 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1({7-37)0OH, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4.

39. The heterologous fusion protein of Claim 38 wherein the
GLP-1 compound has no more than 3 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0OH, GLP-1(7-
36)0H, or BExendin-4.

jLt




Y

10

15

20

25

WO 02/46227 PCT/US01/43165

- 113 -

40. The heterologous fusion protein of Claim 39 wherein the

GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-
36)0H, or Exendin-4.

41. The heterologous fusion protein of any one of Claims 27
through 40 wherein Xaa at position 8 is glycine or valine.

42. The heterologous fusion protein of Claim 34 wherein the
GLP-1 compound has no more than 2 amino acide that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H or GLP-
1{7-36)0H and Xaa at position 8 is glycine or valine and Xaa
at position 30 is alanine, glutamic acid, aspartic acid,
serine, or histidine.

43. The heterologous fusion protein of Claim 42 wherein Xaa
at position 30 is Glutamic acid.

44. The heterologous fusion protein of Claim 34 wherein
the GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that
differ from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0H or
GLP-1(7-36)0H and Xaa at position 8 is glycine or valine and
Xaa at position 37 is histidine, phenylalanine, tyrosine,
tzyptophan', aspartic acid, glutamic acid, serine, threonine,
arginine, or lysine.

45. The heterologous fusion protein of Claim 44 wherein Xaa
at position 37 is histidine.

123
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46. The heterologous fusion protein of Claim 34 wherein the
GLP-1 compound has no more than 2 amino acids that differ
from the corresponding amino acid in GLP-1(7-37)0CH or GLP-
1{7-36)0H and Xaa at position B is glycine, valine, leucine,
isoleucine, serine, threonine, or methionine and Xaa at
position 22 is aspartic acid, glhitamic acid, lysine,
arginine, asparagine, glutamine or histidine.

47. The heterologous fusion protein of Claim 46 wherein Xaa
at position 22 is lysine or glutamic acid.

.48. 'I‘hc-s heterologous fusion protein of Claim 34 wherein the

GLP-1 compound is Val-8-GLP-1(7-37).

49. The heterologous fusion protein of Claim 34 wherein the
GLP-1l compound is Gly-8-GLP-1(7-37).

50. The heterologous fusion protein of any ome of Claims 27
through 49 wherein the second polypeptide ig the Fc portion
of an Ig selected from the group consisting of: IgGl, IgG2,

IgG3, IgG4, IgE, IgA, IgD, or IgM.

51. The haterologous fusion protein of any one of Claime 27
through 50 wherein the second polypeptide is the Fc portion

of an Ig selected from the group consisting of: 1IgGl, IgG2,

IgG3, and IgG4.

52. The heterologous fusion protein of Claim 51 wherein the
second polypeptide is the Fc portion of an IgGl
immunoglobulin.

53. The heterclogous fusion protein of Claim 51 wherein the
second polypeptide is the Fc portion of an IgG4d
immunoglobulin.

Lod
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54. The heterologous fusion protein of Claims 50 through 53
wherein the IgG is human.

55. The heterologous fusmion protein of any one of Claims 27
through 54 wherein the Fc portion comprises the hinge, CH2,
and CH3 domains.

S6. The heterologous fuasion protein of Claim 52 wherein the
second pelypeptide has the sequence of SEQ ID NO: 32.

57. A polynucleotide encoding a heterologous fusion protein
of any one of Claims 1 through 56.

58. A vector comprising the polynucleotide of Claim 57.
59. A host cell comprising the vector of Claim 58.

60. A host cell expressing at least one heterologous fusion
protein of any one of Claims 1 through 56.

€l. The host cell of Claim 60 wherein said host cell is a
CHO cell.

62. A process for producing a heterologous fusion protein
comprising the steps of transcribing and translating a
polynucleotide of Claim 57 under conditiong wherein the
heterclogous fusion protein is expressed in detectable
amounts.

63. A method for normalizing blood glucose levels in a
mammal in need thereof comprising the administration of a
therapeutically effective amount of the heterologous fusion
protein of any one of Claims 1 through 56.

e
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64. A method of treating a patient with non-insulin
dependent diabetes mellitus comprising the administration of
a therapeutically effective amount of the heterologous
fusion protein of any one of Claims 1 through 56.

65. A method of treating cbesity comprising the
administration of a therapeutically effective amount of the
heterologous fusion protein of any one of Claims 1 through
56.

66. The use of a heteroclogous fusion protein as claimed in
any one of Claims 1 through 56 for the manufacture of a
medicament for the treatment of patients with non-insulin
dependent diabetes mellitus.

67. The use of a heterologous fusion protein as claimed in
any one of Claims 1 through 56 for the manufacture of a
medicament for the treatment of patients with obesity.

68.A pharmaceutical formulation adapted for the treatment £
patiente with non-insulin dependent diabetes compriaming a
heterologous fusion protein of any one of Claims 1
through 56.

69. The heterologous fusion protein of Claims 1, 2, or 3
vherein the GLP-1 compound comprises the sequence of
formula IX [SEQ ID NO: 12]

Xaa,-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaa,;,-Thr-Ser-Asp-Xaa;-Ser-

Xaa,p-Xaa,o-Xaaze-Glu-Xaaz;-Gln-Ala-Xaays-Lys-Xaaz)-

Phe-Ile-Xaajzo~Trp-Leu-Xaay,-Lys-Gly-Arg-Xaay,
Formula IX (SEQ ID NO: 12)

wherein:
Xaa; is: L-histidine, D-histidine, desamin -~histidine, 2-
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amino-histidine, B-hydroxy-histidine,

homohistidine, a-fluoromethyl-histidine, or -
methyl-histidine;

Xaas is: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

Xaa,; is: Phe, Trp, or Tyx:

Xaa;s is: Val, Trp, Ile, Leu, Fhe, or Tyr;

Xaas is: Ser, Trp., Tyxr, Phe, Lysa, Ile, Leu, Val;

Xaa;y is: Tyr, Trp, or Fhe;

Xaayg is: Leu, Phe, Tyr, or Trp:;

Xaay; is: Gly, Glu, Asp, or Lys;

Xaays is: Ala, Val, Ile, or Leu;

Xaazy is: Glu, Ile, or Ala;

Xaayp ise: Ala oxr Glu

Xaayy is: Val, or Ile; and

Xaayy is: Gly, His, NHa, or is absent.

70. The heterologous fusion protein of Claim 69 wherein the
second polypeptide is human albumin.

71. The heterologous fusion protein of Claim 70 wherein the
second polypeptide has the sequence of SEQ ID NO: 34.

72. The heterologous fusion protein of Claim 69 wherein the
second polypeptide is an N-terminal fragment of albumin.

73. The heterologous fusion protein of any one of Claims
27, 28, or 29 wherein the GLP-1 compound comprisese the
sequence of formmla IX [SEQ ID NO: 12}

Xaa;-Xaas-Glu-Gly-Thr-Xaa,;-Thr-Ser-Asp-Xaa;;-Ser-

Xaa,s-Xaa,g-Xaajo-Glu-Xaaz;~-Gln-Ala-Xaazs-Lys-Xaaz)—

Phe-Ile-Xaajz-Trp-Len-Xaay;~Lys~-Gly-Arg-Xaay,
Fornmla IX (SEQ ID NO: 12)

|7.3'
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wherein:

Xaa; 1is: L-histidine, D-histidine, desamino-histidine, 2-
amino-histidine, B-hydroxy-histidine,
homohistidine, 0-fluoromethyl-histidine, oxr a-
methyl-histidine;

Xaay is: Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser, or Thr;

Xaa;2 is: Phe, Trp, or TyrT;

Xaa,s is: Val, Trp, Ile, Leu, Phe, or Tyr:

Xaa;s is: Ber, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

Xaa;9 is: Tyr, Trp, or Phe; '

Xaagg isz. L.eu, Phe, Tyr, or TIp;

Xaajz: ie: Gly, Glu, Asp, or Lys;

Xaazs ig: Ala, Val, Ile, or Leu;

Xaazr is: Glu, Ile, or Ala;

Xaazp is: Ala or Glu

Xaayz is: Val, or Ile; and

Xaa,, is: Gly, His, NH,, or is absent.

74. The heterologous fusion protein of Claim 73 wherein the
second polypeptide is the Fc portion of an Ig selected from
the group consisting of: IgGl, IgG2, IgG3, 1gG4, IgE., IgA,
IgD, or IgM.

75. The heterologous fusion protein of Claim 73 or 74
wherein the second polypeptide is the Fc portion of an Ig
selected from the group consisting of: IgGl, IgG2, IgG3, and
Iw"

76. The heterologous fusion protein of Claim 75 wherein the
second polypeptide is the Fc portion of an IgGl
immunoglobulin.
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77. The heterologous fusion protein of Claim 75 wherein

the second polypeptide is the Fc¢ portion of an IgG4
immanoglobulin.

78. The heterologous fusion protein -of Claims 73 through

78 wherein the IgG is human.

79. The heterologous fusion protein of Claim 75 wherein

the second polypeptide has the segquence of SEQ ID NO:
32.

80. The heterologous fusion protein of any one of Claims

69 through 79 wherein the GLP-1 compound is selected
from the group consisting of Gly®-GLP-1(7-37), val®-
Tyr'?-GLP-1(7-37), Val'-Tyr'?-GLP-1(7-36), Val®-Trp'?-
GLP-1(7-37), Val®-Leu'®-GLP-1(7-37), Val®-vall®-GLP-1(7-
37), val®-Tyx'®-GLp-1(7-37), Gly®*-Glu?*-GLP-1(7-37),
val'-Glu??-GLp-1(7-37),Val®-Leu?*-GLP-1(7-37), Val®-
Tyr?-ryri®-gLP-1(7-37), Val®-Trp'?-Glu®?-GLP-1(7-37),
val®-ryr'?-Glu*?-gLP-1(7-37), Val®-Tyr'®-phe'’-GLP-1(7-
37), val®-Tyr'“-Giu*-GLP-1(7-37), Val'~-Trp'¢-Glu®-GLP-
1(7-37), Val®-Leu!®*-Glu®*-GLP-1(7-37), .Val®-Ile'*-Glu??-
GLP-1(7-37), Val®-pPhe'®-Glu*?-GLP-1(7-37), val®-Txp?®-
Glu?*-GLP-1(7-37), Val'-Tyr**-Glu??-GLP-1(7-37), val®-
Phe’®-Glu*?~-GLP-1(7-37), Val®-Ile'®-Glu®®-GLP-1(7-37),
val®-Lys!®-Glu*?-GLP-1(7-37), Val®-Trp®-Glu®-GLP-1(7-
37), val'-pPhe®-Glu®?-GLP-1(7-37), Val®-Phe?’-Glu**-GLP-
1(7-37), val®-Glu®-Leu?®*-GLP-1(7-37), val®-Glu??-1le?s-
GLP-1(7-37), Val®-Glu?-val¥*-GLP-1(7-37), Val®-Glu??-
Ile?’’-GLP-1(7-37), Vval®-Glu?3-Ala?’-GLP-1(7-37), Val®-
Glu?-Ile*-GLP-1(7-37), Val®-Asp®-Ile-Tyr'*-Glu??-GLP-
1{7-37), Val®-Tyr'®-Trp'*-Glu*2-GLP-1(7-37), Val®-Trp'®-
Glu??-val1®-11e**-GLP-1(7-37), Val’-Trp*$-Glu*?*-Ile?-GLP-
1(7-37), Val®-Glu?*-val®*-1le*-GLP-1(7-37), val®-Trpi-

Al
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Ala

Pro

Lys

Asn

Pro

Cys
Ile

Leu

Trp

Pro

Ser

Glu
Ala
Pro

val

s #ad

Ser

Pro

Glu
Val
vVal
Val

Serx

Pro
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
Val
Val
Lys
Pro
Leu

Ser

Asp
Met

Leu

Lys
Glu
ABp
Val
val

Glu

Lys
His

Ser

5

Ser Cys
20 -

Lys Gly
35

Thr Lys
50

Asp Val’

65

Asp Gly
80

Gln Tyr
95

His Gln
110
Asn Lys
125

Lys Gly
140
Arg Glu
155 -
Lys Gly
170
Gly Gln
185
Ser Asp
200

Ser Arg
215
Glu Ala
230

Pro Gly

1/17

¥ig.

Asp
Gly
Met
Ser

val

Gln
Glu
Phe
Pro
Gly
Trp
Leu

Lys

Lys

Ile
His
Glu

Ser

Pro

Met

Glu
Ser
Gln

His

10

Thr His Thr Cys
25

Ser Val Phe Leu
40

Ser Arg Thr Pro
55

Glu Asp Pro Glu
70

Val His Asn Ala
85

Thr Tyr Arg Val
100

Leu Asn Gly Lys
115

Pro Ala Pro Ile
130

Arg Glu Pro Gln
145

Thr Lys Asn Gln
160

Pro Ser Asp Ile
175

Asn Asn Tyr Lys
190

Phe Phe I.eu Tyr
205

Gln Gly Asn Val
220

PCT/US01/43165

Pro
Phe
Glu
Val
Lys
Val
Glu
Glu
Val
Val
Ala
Thr
Ser

Phe

15
Pro Cys
30
Pro Pro
45
Val Thr
60
Lys Phe
75
Thr Lys
90
Ser Val
105
Tyr Lys
120
Lys Thr
135
Tyr Thr
150
Ber leu
165
Val Glu
180
Thr Pro
195

Lys Leu
210

Ser Cys
225

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

[SEQ ID NO: 32]
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5 10 15
Asp Ala His Lya Ser Glu Val Ala Eis Arg Phe Lys Asp Leu GQly Glu Glu Asn
a0 25 30 as
phe:.ysuauuvu:.euneuamnaammmulnmncnmphe .
40 45
dlu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Fhe nln Lys '.l'hr Cys Val
55 60 65
AlllspuluserhlleluunmMphylserheunis'nn:!aurhn Qly Aup
75 85 50
LyuI.euCys'I'hr\raluamuunrgulumryrﬂlyelumtnnMprI
85 100 105
Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Fhe Leu Gln Ris Lys Asp Asp
110 115 130 125
Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cym Thr Ala
130 135 140
Phe Eis Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg
145 150 155 160
Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Fhe Ala Lys Arg Tyr Lys
165 170 1756 180
Ala Ala Phe Thr dlu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys leu Leu Pro
185 150 195
Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln Arg Leu
200 205 410 215
Lys Cys Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val
220 225 230
Als Arg Leu Ser 4ln Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu Val Ser Lys Leu
235 240 245 250
Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thx Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu
a55 260 285 270
Cysunupmnzgunmmnnmmnec:(lelun-nelnnspser
275 240 285
Ile Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Qlu Lyi Pro Leu Leu Glu lys Ber His
190 a9s 300 305
Cys Ile Ala Glu Val dlu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Len Ala
310 315 320
Ala Asp FPhe Val Glu Ber Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Xap
3as 330 338 340
Val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ber
345 aso 358 - 360
Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thx Thr Leu Glu Lys Cywe
3és 370 375
Cys Ale Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala lys Val Phe Asp Glu Phe Lys
380 385 3so 395
Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Qln Asn Cys Glu Leu Phe Glu
400 405 410
Asn Leu Gly Glu Tyxr Lys Pbe Gln Asn Ala Leu Leu Val Axg Tyr Thr Lys Lys
415 . 420 425 430
Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ber Arg Asn Leu Gly Lys
425 440 445 450
Val Gly 8er Lys Cys Cys Lys His Prxo Glu Ala Lys Ary Met Pro Cys Ala Glu
455 460 465
Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gln Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro
470 475 480 485
Val Ber Asp Axg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Lsu Val Asn Arg Arg Pro
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Fig. 2 Continued

490 495 500
Cys Phe Ber Ala Lsu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu FPhe Asn Ala
505 510 518 520
Glu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr lLeu Ser Glu Lys Glu Arg Gln
525 530 535 540
Ile Lys Lys Gln Thr Ala Leu Val @lu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr
545 550 555
Lys Glu Gln Leu Lys Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys
560" 565 570 575
Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thx Cys Phe Ala Glu GQlu Gly Lys Lys Leu Val
580 585
Ala Ala Sexr Gln Ala Ala Leu Gly Leu

[SEQ ID NO: 34]

3%
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Fig. 3
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1l
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATICCCACCGTGCCCAGCACC
50
TGAACTCCTGGGGEGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
100
ACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGATCACATGCGTACTGGTGGAC
150
GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
200
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
250
CGTACCATGTGATCAGCCTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
300
GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCAT
350
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCOGAGAACCACAGGTGT
400

- ACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
450
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
500
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTOG
850
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
600
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
650
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAT
700
AGT [SEQ ID NO: 33)
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Fig. 13

1
GATGCGCACAAGAGTGAGATTGCTCATCCGTTTAAAGATTTGGGAGAAGA
50
AAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCT T TGCTCAGTATCTTCAGCAGT
100
GTCCATTTGAAGATCATGTAAAATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCA
150 °
AAAACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCA
200
TACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACACTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
250 )
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAARACAAGAACCTGAGAGAAATGAA
300
TGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAG
350
ACCAGAGGTTGATGTGATETGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACAT
400
TTTTAGAAAARAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
450
GCCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGCTATAAAGCTGCTTTTACAGA
500 °
ATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTACCTGCCTATTGCCAAAGCTCGATG
550
AACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCATCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGT
600
GCCAGTCTCCAAAAATTTGEAGAAAGAGCTTTCARAGCATGGGCAGTAGC
650 )
TCCCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGT
700
TAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTCGCCATGGAGATCTG
750
CTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAARA
800
TCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTCTGT
850 . ]
TGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCT
900

GACT TGCCTTCATTAGCTGCTGAT T T TG TTGAAAGTAAGGATGTTTGCAA
950
AAACTATGCTAAGGCARAGGATCTCTTCCTGGGCATCTTTTTGTATGAAT
1000
ATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTACTCCTGAGACTTGCC

H‘b
I
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Fig. 13 Continued

1050
AAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTACTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
1100
TGAATACTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
1150
CTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAG
1200
TACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCA
1250 '
AGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGG
1300
GCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
1350
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGARAAC
1400
GCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
1450
GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCAAA
1500
GAGTTTAATGCTGAAACATICACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
1550
TGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAARCAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
1600
AACACAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGAGATGAT
1650
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTG
1700 .
CTITTGCCGAGGAGGGTARAARACTTGTIGCTGCARGTCAAGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEQ ID NO: 35]

Wt
|46
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X-13991.ST25.txt
SEQUENCE LISTING ,\,ﬁ

<110> €M Li1ly and Company
<120> GLP-1 FUSION PROTEINS
<130> X-13991

<50 US 60/251,954
<151> 2000-06~-12

<160> 35
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 S 10 15

GIn Ala Ala Lys Glu phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gl
2% 2" ys ely %00 °Y

<210> 2

<211l> 39

<212» PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct
<220>

<221> MISC_FEATURE



<222>
<223>

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

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

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
«223>

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

<220
<221>
<222>

WO 02/46227 PCT/USD1/43165

X-13991.s725.txt ‘W\
2)..0 [LPS’

Xaa at position 2 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp,
or Lys:

MISC_FEATURE
»..03)
Xaa at position 3 is Glu, Asp, or Lys;

MISC_FEATURE
(5)..(5

Xaa at position 5 is Thr, Ala, Gly, Ser, teu, Ile, val, Glu, Asp,
or Lys;

MISC_FEATURE
(8)..(8

Xaa at position 8 is Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp,
or Lys;

MISC_FEATURE
(10)..(10)

Xaa at position 10 is val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu
» ASp, OF LysS; ’

MISC_FEATURE
(11)..Qn

Xaa at position 11 1s Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp
» OF LyS;

MISC_FEATURE
(12)..(12)



'
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X-13991.ST25 . txt léq
<223> Xaa at position 12 is Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp !
., Lys, Trp or Tyr:

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..Q13)

<223> Xaa at position 13 is Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, or Lys;

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

<223> Xaa at position 14 is Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Xle, val, Glu, Asp
» Met, Lys, Trp or Tyr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)

<223> Xaa at position 15 is Glu, Asp, or Lys;

<220> * :
<22]> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xxaa at position 16 is Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp
, Trp or Lys:

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (@A7)..Q(171)

<223> Xaa 'at position 17 is Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, or Lys;

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



<223> xaa at position 18 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val, arg, Glu

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

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

220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<220>
221>
<222>

WO 02/46227

PCTIUS01/43168

s ASP, OF LyS;

MISC_FEATURE
(19)..(19)

Xaa at position 19 is Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp

s OP LyS;

MISC_FEATURE
(20)..C20)
Xaa at_pos1t10n 20 is Lys, Arg, GIn,

MISC_FEATURE
(21)..(21) .
Xaa at position 21 is Leu, Glu, Asp,

MISC_FEATURE
(24)..024)

Xaa at position 24 is Ala, Gly, Ser,
» Or LyS;

MISC_FEATURE
(25)..(25)
Xaa at position 25 is Trp, pPhe, Tyr,

MXSC_FEATURE
(26) ..(26)

Glu, Asp, or His;

or Lys;

Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp

Glu, Asp, or Lys;

AT
(50



WO 02/36227

X-13991.5725.txt

PCTAUS01/43165

<223> xaa at position 26 1s Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, val, Glu, Asp

<220>
<221>
<222
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

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

<220>
<221>
<22>
<223>

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

<220>
<22)1>

y OF LYS;

MISC_FEATURE
@n..@n

Xaa at position 27 is.val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp

, OF LyS;

MISC_FEATURE
(28)..(28)

Xaa at position 28 is Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, or His;

MISC_FEATURE
(29)..(29)

Xaa at position 29 is Gly, Ala, Ser,
» OF LyS;

MISC_FEATURE
(30)..(30)
Xaa at position 30 is Gly, Arg, LYyS,

MISC_FEATURE
(31)..(32)

xXaa at position 31 is pro, Gly, Ala,
, ASp, or Lys, or is deleted;

MISC_FEATURE

Thr,

Glu,

ser,

Leu, Ile, val, Glu, Asp

Asp, or His:

Thr, Leu, Ile, val, Glu

A
15



WO 02/46227 PCT/US01/43168 'L{ré:’

X-13991.5T25. txt
<2z2> (32)..(32) )52

<223> Xas at position 32 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, or His, or is dele
ted;

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (33)..(033)

<223> x:: at position 33 is Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, or His, or is dele
ted;

<220>

<221> WISC_FEATURE

<222> (34)..(3%)

<223> Xaa at position 34 is Gly, Asp, Glu, or Lys, or is deleted;

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

<223> Xaa_at position 35 is Ala, phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, or Lys, or jis
deleted;

<220>

<221> HISC..FEAWRF

<222> (36)..(36)

<223> Xaa at position 36 is Ser, Pro, Lys, Glu, or Asp, or is deleted:

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (37)..0337)

<223> Xaa at position 37 is Ser, Pro, Glu, Asp, or Lys, or 1s deleted;

<220>
<221> MISC_FEATURE



W 0246227 PCT/US01/43165

<222>
<223>

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

<400>

X-13991,.5725.txt
(38)..(038)

Xaa at position 38 is Gly, Pro, Glu, Asp, or Lys, or is deleted;

MISC_FEATURE
(39)..(39

x:z at position 39 is Ala, Ser, val, Glu, Asp, or Lys, or 1s dele
ted;

l{ismxaae'ly)s(anPheﬁrnaup){sax;ammxnﬁana

mmmgaxaaPheﬂemiztgammxnmaa%amm

xaaxaa:;gaxaammxn

<210>
<211>
<212>
213>

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

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

<220>

3

32

PRT

Artificial Sequence

synthetic construct

MISC_FEATURE

(..
Xaa at position 1 is L-histidine, D~histidine, or is deleted.

MISC_FEATURE
(2)..(2)
Xaa at position 2 1s Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

vt
1$5



WO 02/46227 PCT/US01/43165 )J;(

X-13991.5T25.txt ”~
iSY

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> gl(aa at position 3 is Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu, or H
5;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa at position 5 is Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

<220>
" <221> WMISC_FEATURE

T <222> (6)..(6)

<223> xaa at position 6 is His, Trp, Phe, or Tyr;

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..CQ10)

<223> Xaa at position 10 is Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val, Tyr
, Glu, or Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (12)..(12)

<223> Xaa at position 12 is His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala, or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

<223> Xaa at position 13 is Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, or Cys;

<220>



WO 02/46227 PCT/USO01/43165 M

X-13991.5T25. txt
<221> MISC_FEATURE ,SS

<222> (17)..(17)
<223> Xaa at position 17 is His, Asp, Lys, Glu, GIn, or Arg;

<220> .
<221> MISC_FEATURE

<22 (18)..Q18) _

<223> Xaa at position 18 is Glu, Arg, Ala, or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(20)

<223> - Xaa at position 20 is Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu, or Nis;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<2225 (21)..(21)

<223> Xaa at position 21 is Ala, Glu, Wis, Phe, Tyr, Trp, Arg, or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..C24)

<223> Xaa at position 24 is Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (25)..(2%)
<223> Xaa at position 25 1s Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp, or LYyS;

<220>
<221> MISC_FEATURE



WO 02/46227 PCT/US01/43165 Aﬁ

X-13991.ST25.txt fé
<222> Q@27)..027) ,
<223> Xxaa at position 27 1s Asp, Arg, val, Lys, Ala, Gly, or Glu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2B)..(28)

<223> Xaa at position 28 1s Glu, Lys, or Asp;

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

<223> Xaa at position 29 1s Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly
, Pro, His, or Glu;

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

<223> x?a at position 30 is Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu, or
His; ’

<220>
<221> MISC_FEATURE
<22>» (@(G..(31)

<223> Xxaa at position 31 is Lys, A Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe
, His, E?y. or is de'let!éd. e P TY

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> Xaa at position 31 is Pro or is deleted.

<400> 3
§aa Xaa Xaa Gly )staa Xaa Thr Ser Asp ){(a,a Ser Xaa Xaa Leu g}u Gly

Xaaxaaﬂa)z%axaal’heI'Iexaa)zt.;auuxaaxaam);samm
10



WO 02/46227 PCT/US01/43168

e

X-13991.5725.txt
)57

<210> 4

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

«<223> synthetic construct

<220>

«<221> MISC._FEATURE

<«222> (1D..D

<223> Xaa at position 1 is L-histidine, D-histidine, or 1s deleted.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa at position 2 is Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

«<223> Xaa at position 5 is Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, or His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa at position 6 is wis, Trp, Phe, or Tyr;

<220>
<221> MISC_FEATURE
<22> (10)..Q10)

<223> Xaa a:Tposition 10 is Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val, Glu
, or Ala;



WO 02/46227

<220>
<221>
<222>
<223>»

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

<220»>
<221>
<222>
<223>

<220>"

<221>»

<222>
<223>

PCT/US01/43165

X-13991.5T25.txt

MISC_FEATURE
(16)..(16)
Xaa at position 16 is Gly, Asp,

MISC_FEATURE
an..Qr)
Xaa at position 17 is H'Is,_Asp.

MISC_FEATURE
(18)..(18) _
Xaa at position 18 is Glu, His,

MISC_FEATURE
(19)..(19)
Xaa at position 19 is Asp, Lys,

MISC_FEATURE
(21)..(21)
xaa at position 21 is Ala, Glu,

MISC_FEATURE
(24)..Q4

Glu, GIn, Asn, Lys, Arg, or Cys;

Lys, Glu, or Gin;

Ala, or Lys;

Glu, or His;

His, Phe, Tyr, Trp, Arg, or Lys;

Xaa at position 24 is Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

1§38
Mk



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

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

<220>

<222>
<223>»

<220>
<221>»
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

WO 02/46227 PCT/US01/4316%

MISC_FEATURE
27)..@27n _
Xaa at position 27 is Asp, Arg, val, Lys, Ala, Gly, or Glu;

MISC_FEATURE
(28)..(28)
Xaa at position 28 is Glu, Lys, Or Asp;

MISC_FEATURE
(29)..(29)

Xaa at position 29 is Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly
, Pro, His, or Glu;

MISC_FEATURE
(30)..(C30)
Xaa at position 30 is Arg, Glu, or His;

MISC_FEATURE
(31)..(31)

Xaa at position 31 is Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe
. His, g?y. or is deletzd. g P Py TY

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

MISC_FEATURE
(32)..(32)
Xaa at position 32 is Pro, or is deleted.

4

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

k)

)$9
4T



W 02/46227 PCT/US01/43165

169
3-13991- STZS . txt
Xaa Xaa Xaa 555 Xaa Phe Ile Xaa ;;p Leu Xaa Xaa Xaa ;31 Xaa Xaa -xké}”
<210> 5
<211> 32
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<223> synthetic construct

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (..

<223> Xaa at position 1 is L-histidine, D-histidine, or is deleted.

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa at position 2 1s Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, Met, or Thr:

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa at position 6 1s Wis, Trp, Phe, or Tyr;

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

<223> Xaa a}_lposit'ion 10 is Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val, 6lu
, or Ala;

<220>
<211> WISC_FEATURE
<222> .(16)..(16)



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

<220>
<22]>
<222>
<223>

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

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

<220>
221>
<222>
<223>

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

WO 02/46227

PCT/USO1/43165

X-13991.5725.txt
<223> Xaa at position 16 is Gly. Asp, Glu, GIn, Asn, Lys, Arg, or Cys;

MISC_FEATURE
an..q(1n
Xaa at position 17 is His, Asp,

MISC_FEATURE
(20)..C20)
Xaa at position 20 is Asp. Lys,

MISC_FEATURE
(24)..024)
Xaa at position 24 is Ala, Glu,

MISC_FEATURE
(29)..(29)

Xaa at position 29 is Thr, Ser,
, Pro, His, or Glu;

MISC_FEATURE
(31)..(31)

Xaa at position 31 is Lys, Arg,
» His, g?y. or is delet{d.

MISC_FEATURE
(32)..(32)
Xaa at position 32 1s Pro or is

Lys, Glu, or GIn;

Glu, or His;

Asp, Ser, or His;

Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly

Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe

deleted.

15

161

X



WO 02/46227 PCT/US01/43165

X-13991.ST25.txt
<40> 5

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

Xaa Ala Ala §ga Glu Phe Ile Xaa }';p Leu val Lys Xaa ggg Xaa Xaa

<210> 6

<211> 32

<212 PRT

<?213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct

<220> .

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa at position 1 is L-histidine, D-histidine, or is deleted.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(d)

<223> Xaa at position 2 is Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>> (16)..(16)

<223> Xaa at position 16 is Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg, or Cys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(17)

<223> Xaa at position 17 is His, Asp, Lys, Glu, or GIn;

<220>

<221> MISC_FEATURE 16

[6Z
Y552



WO 02/46227 PCT/US0143165

X-13991.5T25.txt
<222> (18)..(18)
<223> Xxaa at position 18 is Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..Q249)

<223> Xaa at position 24 is Ala, Glu, Asp, Ser, or His;

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

<223> Xaa at position 31 is Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe
, His, Gly, Gly-Pro, ory'ls d;?eted.' ' P R4k

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> Xxaa at position 32 is Pro or is deleted.

<400> 6
iaa Xaa Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp \{g‘l Ser Ser Tyr Leu ﬂu Xaa

Xaa Xaa Ala lz.zs Glu Phe Ile Xaa '{ls"p Leu val Lys Gly gag Xaa Xaa
<210> 7

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct
<220> '

<221> MISC_FEATURE

|6
wC



<222>
<223>

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

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

<220>
<221>
<22>
<223>

<400>

WO 0246227 PCT/US01/43165

X-13991.5725.txt
(..n
Xaa at position 1 is L-histidine, D-histidine, or 1s deleted.
MISC_FEATURE
(2)..(2)

Xaa at position 2 is Ala, Gly, val, Thr, ITe, and alpha-methyl-Al
a;

MISC_FEATURE
{15)..C15)
Xaa at position 15 is Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, and Gly;

MISC_FEATURE
(21)..21
Xaa at position 21 1s Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, and Gly;

7

i(aa Xaa Glu Gly }'hr Phe Thr Ser Asp !31 Ser Ser Tyr Leu ga Gly

GIn Ala Ala Lys Xaa Phe Ile Ala Trp Leu Val -L s Gly Arg Gl
25 zgp y y 30g y

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

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

8

30

PRT

Artificial Sequence

synthetic construct

MISC_FEATURE
(19)..(19)

|6



WO 02/46227

X-13991.ST25.txt
<223> Xaa at position 19 1s Lys or Arg;

<220>

<22]1> MOD_RES
<222> (27)..(27)
<243> ACETYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30) _
<223> Xaa at position 30 is Gly;

<220> _

<221> MOD_RES
. <222> (30)..(30)

<223> AMIDATION

<400> 8
Ala Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln
1 5 10 15

Ala Ala Xaa Glu phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Xaa
20 25 30

<210>» 9
<211> 39
<212> PKRT
& <213> artificial sequence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 9

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val 959 Lev Phe Ile Glu '{;p Leu Lys Asn Gly g;l,y Pro Ser

19

PCT/USO1/43168

14



WO 02/46227 PCT/US01/43168

X-13991.5T25.txt
Ser Gly g'sla Pro Pro Pro Ser

«<210> 10

<211> 39

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>

<223>» synthetic construct

<400> 10

His Gly Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly g‘sl’a Pro Pro Pro ser

<210> 11

«211> 39

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic cc;nstruct

220>

<221> MISC_FEATURE

222> (D.-D

«223> Xaa at position 1 1s L-histidine, D-histidine, or is deleted.

<220>

<221> WISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa at position 2 is Gly, Ala, or val;

<220>
20

6¢



WO 02/46227

<221>
<222>
<223>

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

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

<220>
<22)>
<222»
<223>

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

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

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

X-13991.5725.txt

MISC_FEATURE
(10)..(10)
Xaa at position 10 is Leu or val;

MISC_FEATURE
(12) [ 3 ] (12)
Xaa at position 12 is Lys or Ser;

MISC_FEATURE
a3)..(13)
Xaa at position 13 is GIn or Tyr;

MISC_FEATURE
149..(4)
Xaa at position 14 is Met or Leu;

MISC_FEATURE
(16)..C16)
Xaa at position 16 is Glu or GIn;

MISC_FEATURE
(17)..Q17)
Xaa at position 17 is Glu or GIn;

MISC_FEATURE
(19)..019)
Xaa at position 19 is val or Ala;

21

PCT/USO01/43165

(61



WO 02/46227 PCT/US01/43165 { 6'3

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (20)..(20)
<223> Xaa at position 20 is Arg or LyS;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<22> (21)..(21)

<223> Xaa at position 21 is Leu or Glu;

<220>

<221> WMISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa at position 24 is Glu or Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (27)..Q27)

<223> Xaa at position 27 is val or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> Xaa at position 2B is Asn or Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<22 (30)..(30)

<223> Xaa at position 30 i1s Gly or Arg; and

<220>
<221> WMISC_FEATURE
<222> (31)..(31)-
<223> Xaa at position 31 is Gly, or Pro;
22



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

<220>
<221>
222>
<223>

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

<220>
<221>
22>
<223>

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

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

<220>

<221>
<222>

WO 02/46227

MISC_FEATURE
(32)..032)
Xaa at position

MISC_FEATURE
(33)..(33)
Xaa at position

MISC_FEATURE
(34)..(34)
Xaa at position

MISC_FEATURE
(35)..(35)
Xaa at position

MISC_FEATURE
_ (36)..(36)
Xaa at position

MISC_FEATURE
(37)..3N
Xaa at position

MISC_FEATURE
(38)..(38)

X-13991.5725.txt

32 is Ser, or is absent.

33 is Ser, or is absent.

34 is Gly, or is absent.

35 1is Ala, or is absent.

36 1s Pro, or 1is absent.

37 is pPro, or is absent.

PCT/US01/43165

169



WO 02/46227 PCT/US01/43165

o X-13991.5T25.txt HO
<223> Xaa at position 38 is Pro, or +is absent.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (39)..(39)

<223> Xaa at position 39 is Pro, or is absent.

<220>

<221> MWMISC_FEATURE

<222> (39)..(39)

<223> Xaa at position 39 is Ser, or is absent.

<400> 11
:](.u Xaa Glu clu }hr Phe Thr Ser Asp :{ga Ser Xaa Xaa Xaa ﬂu Xaa

Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa :atga Xaa Xaa xéa Xaa

<210> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (D..(D

<223> Xaa at position 1 is L-histidine, D-histidine, or is deleted.

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

24



<223>

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>

W 0246027 PCT/US01/43165

X-ngln STZS w t!t )
Xaa at position 2 1s Ala, Gly, val, Leu, Ile, Ser, or Thr;

MISC_FEATURE
(6)..(6)
Xaa at position 6 is Phe, Trp, or Tyr;

MISC_FEATURE
(10)..(10) .
Xaa at position 10 is val, Trp, Ile, Leu, Phe, or Tyr;

MISC._FEATURE
(12)..(12)
Xaa at position 12 is Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

MISC_FEATURE
(13)..Q13)
Xaa at position 13 is Tyr, Trp, or Phe;

MISC_FEATURE
(14)..(14)
Xaa at position 14 is Leu, Phe, Tyr, or Trp;

MISC_FEATURE
{16)..Q16)
Xaa at position 16 is Gly, Glu, Asp, or Lys;

MISC_FEATURE
25

17/
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X-13991.5725.txt
<222> (19)..(Q19)

<223> Xaa at position 19 is Ala, val, Ile, or Leu;

t <220>

<221> MISC_.FEATURE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa at position 21 is Glu, Ile, or Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa at position 24 1s Ala or Glu;

. <220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..Q27)
<223> Xaa at position 27 1s val or Ile; and

<220>

<221> MOD_RES
<222 (30)..(30)
<223> AMIDATION

<220>
. <221> MISC_FEATURE
. <222> (31)..(31)
<223> Xaa at position 31 is Gly, His or is ahsent.-

<400> 12
' ){n Xaa Glu Gly ';1|r Xaa Thr Ser Asp 231 Ser Xaa Xaa Xaa g]sn Xaa

Gin Ala Xaa Lys xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Lys Gly Arg Xaa
2 25 Y 30°

<210> 13
26



<211>
<212>
<213>

<220>
<223
<400>

WO 02/46227

6l6
PRT
Artificial Sequence

synthetic construct
13

X-13991.5T725.txt

2“ val Glu Gly }'hr Phe Thr Ser Asp \1131 Ser Ser Tyr Leu ﬂu Gly

GIn Ala Ala Lgs
2
Ala His L!s ser
3
Asn Phe Lys Ala
50 ys

c;s Pro phe Glu
6

Ala Lys Thr Cys

Leu His Thr Leu
100

Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Lelu
40 rg Y. P bt

AsSp His val Lys Leu val Asn Glu val
70 75

val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys

85 90

Phe Gly Asp Lys iﬁ's' Cys Thr val Ala

Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As s Cys Ala Lys GIn
s &Y 13p = ¥s $25

Arg Asn Glu Cys
l'ﬂuo Cy

14

Phe Leu GIn His Lys Asp Asp Asn Pro
135 140

Arg Leu val Arg Pro Glu val Asp val met Thr Ala
A 9 P 950 P L

Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys LyS Tyr Leu Tyr Glu Ile
165 ys Lys Ty 170 R

His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala
180 185

Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys GIn Ala Ala Asp Lys
195 ‘2:80 255

Leu Leu Pro Lys
210

Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys
p215 9 ASP 228 y

27

Glu Phe Ile Ala '{;p Leu val Lys Gly esg Gly Asp

Gly Glu Glu

Thr Glu Phe
80

ASp Lys Ser

-

Thr Leu A

110 9

Glu Pro Glu

AsSn Leu Pro

Phe His igs

Ala Arg A
178 4@
LysS A r
1% "0 T
Ala Ala Cys

Ala Ser Ser

PCT/US01/43165

Leu val Is.gu Ile Ala Phe Ala %n Tyr Leu GIn Gin .

)3



W 02/46227

Ala Lys
225 ¥

Ala phe
Ala Glu
His Thr

Ala As

2
sbs

Ile Ala

Ala Ala
Ala Lys

Pro
370

His

Glu Thr

385

Ala
Leu
Lys Phe

val

Gl
46

Ser

Glu

Ser Thr Pro Thr
450

ASp Tyr Leu Ser

GIn Arg Leu Lys Cys
9 2§ocy

Lys Ala Trp Ala val
y ng

Phe Ala Glu val Ser
260

Glu Cys Cys His Gl
S2e Cys Cy y

Leu Ala Lys Tyr Ile

295

Lys Glu Cys Glu

5lo

Glu val Glu Asn

Asp
325

Asp Phe val Glu Ser
340

Asp val pPhe Leu Gl
355 Y

val
375

ASp Tyr Ser val

Thr Leu Glu Cys

3%

Lys val pPhe Asp Glu
405

Ile Lys GIn Asn Cys
450 &

GIn Asn Ala Leu

435

Leu

val
455

Leu

Lys Cys Cys Lys His
yCYCY‘)"u

val val

485

X-13991.5T725.txt

Ala Ser

Ala Arg

Leu

Lys
y 265

;.'808 Leu

Cys Glu

Lys Pro

Glu Met

Lys AS
34
Phe

Met
360

Leu Leu

Cys Ala

Phe Lys

Glu Leu

425

val

A
uorg

Glu val

Pro Glu

Leu Asn

Leu GIn
235
Leu Ser

250

val Thr

Leu Glu

Asn GIn

Leu Leu
315

Pro Ala
330

val Cys

Leu Tyr
Leu Arg

Ala
395

Pro Leu
410

Phe Glu
Tyr Thr
Ser Arg
Ala Lys

4¥5

Gln Leu
490

Lys Phe Gly Glu g:g
GIn Arg Phe lzigg Lys
ASp Leu 'zr% Lys val
Cys s}g ASp AsSp Arg
gsos Ser Ile Ser Ser
Glu Lys Ser His oy
Asp Leu Pro ggls- Leu
Lys Asn '%5 Ala Glu

Glu R; Ala Arg Arg

Leu Ala Lys Thr Tyr
380 y 4

Ala Asp Pro His Glu %3

val Glu Glu Pro Gln
415

GIn Leu Gly Glu Tyr

435 R4

Lys Lys val Pro Gln
445

Asn Leu Gly Lys val
460 y

Arg Met Pro Cys ﬂa )

s val Leu His Glu
4 495

PCT/US01/43165

1



WO 02/46227

X-13991.5725.txt
Lys Thr Pro val Ser Asp Arg val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu
y 500 p AT 505 ys s &y 510
val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Glu val Asp Glu Thr Tyr
. sﬁ 9 @ 520 szg

val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile

530 535 540
Cys Thr Leu ser Glu Lgs Glu Arg Gln Ile L¥s Lys Gln Thr Ala Leu
545 550 555 560
val Glu Leu val Lzs His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys

565 570 575
Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala
588 P 585 ys O 30 d
Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu val Ala
P AP 5!5 i 600 yby 5

Ala Ser Gin Ala Ala Leu G1§ Ley

610 61
<210> 14
<211> 631
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223 synthetic construct
<400> 14
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
GIn Ala Ala Lxs Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Gly

2 25 30

Gly Gly ggy Ser Gly Gly Gly %y Ser Gly Gly Gly s}y ser Asp Ala

His Lys Ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn
55 55 9 y P 60 y

Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala GIn Tyr Leu GIn GIn ch
65 70 75 ’9 8

PCT/US01/43165

175



WO 02/46227 PCT/USOIH316S ) 26

X-13991.ST25.txt

Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu pPhe Ala
85 90 95
" Lys Thr Cys val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp LyS Ser Leu
y =4 100 P 105 d P 1!0
His Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg Glu
115 y Asp Ly 120 4 125 o

Gly Glu Met Ala As s Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Ar
y 13? s o y 140 9

3
&

Asn Glu Cys Phe Leu GIn His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro A
145 4 150 P 155 158

Leu val Arg Pro Glu val Asp val Met c;s Thr Ala phe His Asg Asn
165 170 17

Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His
180 ys Lys Ty J.ﬂ!‘».ry 158 ik

Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe phe Ala Lys A rLys
T 195“' 200 2‘5 o Ty by

Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys GIn Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys L
210 o 5{5 P z!o . Cys Leu

Leu Pro Lys Leu AsSp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala
225 230 r9 Asp 23¥ y 240

Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu GIn Lys phe Gly Glu Arg Ala

y g ys Cy. 250 y z;g

Phe Lys Ala TEB Ala val Ala Arg Leu Ser GIn Arg Phe Pro Lys Ala
2 265 270

Glu Phe Ala Glu val Ser Lys Leu val Thr Asp Leu Thr Lys val His
275 280 285

Thr Glu Cys Cys Mis Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala
290cy o yZQE & 300 P Ash Ar9

ASp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn GIn Asp Ser Ile Ser Ser Lys
305 ys TP 316 316 3%0

Leu Lys Glu Cys g;; Glu Lys Pro Leu 13.13:3 Glu Lys Ser His gﬁ Ile

Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala
340 345 350
30



WO 02/46227

Ala Asp Phe

355

Lys Asp val
370

Pro Asp Tyr
385

Thr Thr Lev

Ala Lys val

Leu Ile L!s
435

Phe Gln Ash

450

Ser Thr
465

Pro

Ser Lys Cys

ASp Tyr Leu

val
5158

Thr Pro

ASD 2'3.3 Arg

Pro Lys
545 Y

Glu

Thr Leu Ser

Glu Leu val

val met ?;g

AsSp Lys Glu
P 610

val
Phe
Ser
Glu
Phe
420
Glin
Ala
Thr
Cys
Ser
S00
Ser
Pro
Phe
Glu
Lys
sk0
ASp

Thr

Glu Ser Lys Asp val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala
y 368 ys Ly gs

Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu
375 R4

val
LyS
abs
ASp
ASn
Leu

Leu

&5

val
Asp
Cys
Asn
t
His
Phe

Cys

val Leu Leu
350
Cys Cys Ala
Glu Phe Lys
Cys Glu Leu
440
Leu val A
455 9
val Glu val
470
His pPro Glu
val Leu Asn
IA val Thr
e 520
Phe ser Ala
535
Ala Glu Thr
550
Glu Arg GIn
Lys Pro Lys
Ala Ala phe
600

Phe Ala Glu
615

Leu
Ala
Pro
425

Phe
Tyr
ser
Ala
GlIn
505
Lys
Leu
phe
Ile
Ala
585

val

Glu

Arg Leu
rd 395
Ala ASp
410
Leu val
Glu GIn
Thr LyS
Arg Asn
s 475
Lys Arg
480
Leu Cys
Cys Cys
Glu val
Thr pPhe
. 555

Lys Lys
570
Thr Lys

Glu LYS

Gly LyS

;‘5 Ala Arg Arg His
Ala Lys Thr Tyr Glu
y 4 400
Pro ‘His Glu Cys Tyr
i
Glu Glu Pro Gln Asn
430
Leu Gly Glu Tyr Lys
“¥ Tyr Ly
k‘ts) val Pro GIn val
Leu Gly Lys val Gl
y Lys val asb
Met Pro Cys Ala Glu
4 495
val Leu His Glu Lys
510
Thr Glu Ser Leu val
5258
Asp Glu Thr Tyr val
548 k4
His Ala Asp Ile Cys
5%
GIn Thr Ala Leu val
575
Glu GIn Leu Lys Ala
590
Cys Cys Lys Ala As
%s Y p

L 3 Leu val Ala Ala

31

PCT/US1/43165

Ty



WO 02/46227

Ser GIn Ala Ala Leu G'IK Leu
625 63

<210> 15
<211> 640
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic construct
<400> 15

X-13991.ST25.txt

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

Gln Ala Ala IZ'ES Glu Phe Ile Ala '{;p Lev val Lys

Ser Gly ;}a Pro Pro Pro Ser %y.s‘ly Gly Gly Gly

Gly .;;sr Gly Gly Gly Gly g;r Asp Ala His Lys Ser

Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala
65g y P 7Dy 7!

Ala pPhe Ala GIn Tyr Leu Gin GIn Cys Pro Phe Glu
4 Vs %

Leu val Asn Glu val Thr Glu phe Ala Lys Thr Cys
100 105

Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu
115 120

Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg ¢1u Thr Tyr G1
%0 135 9 v

14

Cys Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys
Y y 150 g Asn o8 @

Lys ASp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu val Ar
y P ASP 165 r9 170 9

val Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asn Glu Glu Thr
180 185

j2

Gly arg Gly Ser
y 30
Ser Gly Gly Gl
45 y
Glu val Ala His
Leu val Leu Ile
80
ASp His val Lys
P 9% Y
val Ala Asp Glu
110
Phe Gly Asp Lys
125 y
Glu Met Ala Asp
1
Phe Leu Gin His

Pro Glu val Asp
175

Phe Leu Lys Lys
190 y

PCT/US01/43168

28



WO 02/46227

Leu '{;Is'

Leu Leu Phe
210

Gin

Ala Ala
225 .

Arg Asp Glu

ser Leu GIn

Arg Leu Ser
r 275

Leu val Thr
290

Leu Leu Glu

305

Glu Asn GIn

Pro Lev Leu

Pro Ala
358

val Cys

AS
P 370

Phe

L
385 eu Tyr

Leu Leu Arg

Ala Ala Ala

Pro Leu

Lys
Y 435

Phe Glu

Leu
450

Glu
pPhe
Asp

Gly

cys
Asp
Glu
340
ASp
Lys
Glu
Leu
AS

42

val

X-13991.s725.txt

Ile Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu
g 258 b %S

Ala
Lys
S
Phe
Arg
Leu
Ala
32

LysS

Leu

Ala
405
fro

Glu

Leu

Lys Ar r Lys Ala
i Rl
Ala Ala Cys Leu Leu
230 o
Ala Ser sér Ala L;s
250
Gly Glu Arg Ala Phe
e 265
Phe Pro L‘s Ala Glu
280
Thr l.;s val His Thr
295
ASp Asp Arg Ala As
310 P AM9 P
Ile Ser Ser Lys Leu
330
ser His Cys Ile Ala
& 345
Pro Ser Leu Ala Ala
360
Tyr Ala Glu Ala Lys
375 y
Ala Arg Arg His Pro
290 rg Arg
Lys Thr Tyr Glu Thr
R4 410
His Glu Cys Tyr Ala
i
Giu Pro GIn Asn Leu
440

Gly Glu Tyr Lys Phe
y4551‘y y

Ala Phe Thr
220

Pro Lys Leu

235

GIn Arg Leu

Lys Ala Trp

phe Ala Glu

2858
Glu %3

Leu Ala Lys
315

Cys
Lys Glu Cys
Glu

Glu val

val

Asp Phe
365

Asp val Phe
380

ASp Tyr Ser

39g

Thr Leu Glu

Phe

Lys val

GIn
445

Ile Lys

Gin Asn Ala
460

Glu Cys

Asp Glu

Lys

Ala val

270

val Sser

His Gly
Tyr Ile

Glu

>
i 335

ASn

AS|
350p

Glu Ser
Leu Gly

val val

it
2;8 Glu
Asn Cys

Leu Leu

cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

Asp

LyS

Glu

LyS

Leu
400

Cys

Phe

Glu

val

PCT/US01/4316%
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WO 0246227

A r Thr Lys Lys val Pro GIn val Ser Thr pPro Thr Leu val
428 R4 ys Ly 475

val Ser Arg Asn Leu Gly Lys val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro
v “syy y“oycyqy‘gs

470

X-13991.5725.txt

Glu

480

Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu As r Leu Ser val val Leu
v 508 o 505 Py 510

Asn GIn Leu Cys val Leu His Glu Lys Thr Pro val Ser Asp Arg val
515 i 520 Y 525

Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
S!O s O 535 9 5:8 4

545

550

Ala Leu Glu val Asp Glu Thr Tyr val Pro Lgs Glu Phe Asn Ala Glu
555 560

Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg
565 570 575

Gln Ile Lys Lxs GIn Thr Ala Leu val Glu Leu val Lys His Lys Pro
580 585 590

Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala val Met Asp Asg Phe Ala Ala
595 60

Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp AsSp Lys GIu Thr Cys Phe Ala
610 yqu!S ppyszo i

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

<220>
<223>
<400>

630
16 -
624

PRT
Artificial Sequence

synthetic construct
16

Glu Glu Gly Lys Lys Leu val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu
635 640

PCT/US01/43165

Ris Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu -
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
259 z;p y y 30"r

34

|80



ser

Arg

Ala
65

WO 02/46227

Gly Ala
35
Phe Lys
50 y
Phe Ala

val Asn

Ser Ala Glu

Leu

Lys
145

val

Leu

Gin
AP
22
sSer
Arg
Leu

Leu

s Thr
d 115

33 Ala

ASp Asp
Met Cys
Leu Tyr
Leu Phe
195
Ala Ala
210
Asp Glu
Leu GIn
Leu Ser
val Thr

275

Leu Glu
290

Pro Pro Pro Ser
Asp Leu Gly Glu
y 55
GIn Tyr Leu GIn
T 70
Glu val Thr Glu
85
AsSn Cys Asp Lys
o p Ly
val Ala Thr Leu
Lys GIn Glu Pro
135
ASn Pro Asn Leu
150
Thr. Ala Phe His
165
Glu Ile Ala Arg
180
Phe Ala Lys Arg
AsSp Lys Ala Ala
215
Gly Lys Ala Ser
yry 230
Lys Phe Gly Glu
y 245 y
Gln Arg phe Pro
260 9

Asp Leu Thr Lys

' Ala Asp As
Cys Ala Asp 296

X-13991.sT25.txt

PCT/US01/4316%

Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala His
40 45

Glu Asn phe Lys eaa Leu val Leu Ile

GIn Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys

i 75 P 85

Phe Ala Lys.Thr Cys val Ala Asp Glu
95 > 95p

Ser Leu His Thr Leu Phe G'Ix ASp Lys
105 11

Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As
12'3 R y 125 P
Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gin His
140
Pro Arg Leu val Arg Pro Glu val As
g 155 165

Asp Asn Glu Glu Thr phe Leu Lys Lys
170 175

Arg His Pro Tyr Phe Tyr A'I.a Pro Glu
9 185 b v 190
r Lys Ala Ala phe Thr Glu Cys Cys
;KO Ly 208 s o
s Leu Leu Pro LYS Leu Asp Glu Leu
o 2!0 P

Ser Ala Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala
y235 9 ycy“o

Arg Ala phe Lys Ala Trp Ala val Ala
9 250 ¥ i 255

Lys Ala Glu Phe Ala Glu val Ser Lys
265 270

val His Thr 61 s Cys His Gly As
280 u <y 35 y Asp

Arg Ala Asp Leu ;;lﬁ Lys Tyr Ile Cys
’ 35

(3



WO 02446227

Glu Asn GIn
305

Pro Leu Leu

Met Pro Ala

ASp

Glu

34

X~-13991.sT25.txt

ser Ile Ser 5er Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys
310 4 3{5 s oy 3!0

L;s Ser His Cys Ile Ala Glu val Glu
325 330

Leu Pro Ser Leu Ala
345

Asp val ggg Lys

Phe Leu Tyr Glu

370

Leu Leu

Leu Arg
385

Ala Ala Ala As.p

val
420

Lys Pro Leu

phe Glu
435

Arg '35 Thr

val
465

Leu Gln

LyS

Ser Arg Asn

Asn Tyr Ala Glu Ala
R4 360

Tyr Ala Arg Arg His
378 0

Ala
Pro
405
Glu
Leu
LySs

Leu

Pro Asp

Lys Thr Tyr Glu Thr Thr
3;0 R4 395

His Glu Cys Tyr Ala Lys

Cys Ty At y

Glu Pro GIn Asn Leu Ile
425

Gly Glu Tyr Lys Phe GIn

440

val Pro GIn val Ser Thr

455

Gly Lys val Gly Ser Lys
47‘ y y 4’5

Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glv 2598 Tyr

Asn GIn Leu

Leu Glu
530

Ala

Thr phe Thr

545

Glin

485

C&s’ val Leu His 6lu Lzs

5 505

Cys Thr Glu Ser Leu val
520

val Asp Glu Thr Tyr val
. P 535 v

phe His ;}3 Asp Ile Cys Thr Leu

ITe Lys Lys GIn Thr Ala Leu val
565

Thr Pro
Asn Arg
Pro Lys

555

Glu Leu
570

Ala Asp phe val

Lys Asp val Phe
¥ P 365

;x; ser

Leu Glu
val Phe
Lys GIn
13

Pro Thr
460

Cys Cys
Leu Ser
val Ser
Arg Pro
525
Glu Phe
540
Ser Glu

val Lys

Asn Asg Glu
33

Glu Ser Lys

350

Leu Gly Met

val val
Lys Cys
o G
5o
Leu Leu
Leu val

Lys His

val val
495

455+

Cys Phe
Asn Ala
Lys Glu

ol

Leu
%
Phe
Glu
val
Glu
as0
Leu
val

Ser

Glu

PCT/US01/43165

|3¢



WO 02/46227 PCT/US01/43165 [ 3}

X-13991.ST25.txt
Lys Ala Thr Lxs Glu GIn Leu Lys Ala val met Asp Asp Phe Ala Ala
580 585 590
Phe val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys phe Ala
595 ys Cys Cys Ly 800 p Asp Ly 605
Glu Glu Gly Lys Lys Lev vVal Ala ala Ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
610 615 620
<210> 17
<211> 640
<212> PRT
<213> Artificial sequence
<220>
<223> synthetic construct
<400> 17
His Gly Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
259 25p y y 30’
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 Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp ys se _
Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile
6;‘9 y P 70y 7¥ 80
Ala phe Ala GIn Tyr Leu GIn GIn Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys
a o 90 P 95 y
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 Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys
115 e Py 120 125 y Asp Ly

Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As
o i3s @ LA P

s Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His
%S R Y 150 e :I.Sg:’cy 160



WO 02/46227 PCT/US01/43165
¥

X~13991.ST25.txt

LysS ASp ASp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu val Arg Pro Glu val Asp
Y P AsP 165 170 175

val Met Cys Thr Ala phe His .Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys LyS
180 185 190

r Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu
Ty BS g 208 R ;55

Leu Leu Phe Phe Ala Lys A r Lys Ala Ala phe Thr Glu Cys Cys
210 y Z;gw y 220 ys o

GIn Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu
225 230 ’ 235 240

Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys GIn Arg Leu LyS Cys Ala
g Asp 2!5 zgo ‘z:!

Ser Leu GIn L;tsj phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala
2 265 270

Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro l;‘g Ala Glu phe Ala Glu val Ser Lys
275 2 285

Leu val Thr Asp Leu Th
290

=

Lys val His Thr Glu Cys Cys His Gly As
355 s @ y Asp

Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala L r Iie Cys
305 i 31 P ATE p_ 315 ys Ty §¥

G'Iu' Asn GIn Asp Ser Ile Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys
325 y 330 ¥ s o 335 y

Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu
340 345 350

Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe val Glu Ser Lys
355 360 365

Asp val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp val Phe Leu Gly Met
P 370 i 375 y P 380 y

Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro As r Ser val val Leu
385 i 390 rg Are 392 B 400

Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys
. 9 405 d R |'IAIJ,IJ r y 354:3;

Ala Ala Ala Asp pro His G1 Ala Lys val phe Asp Glu Phe
G Ors Jgg MIa s el ehe A5
) 38 .



WO §2446227

Lys Pro Leu val Glu
4315

Leu Phe Glu GIn Leu
450

A r Thr Lys Lys
4521? ys Ly

val Ser Arg Asn Leu

485

Glu Ala Lys Arg Met
¥$ 508

Asn GIn Leu Cys val
515

Thr Lys Cys 's'rhr
s!ot:yCy

Ala Leu Glu val Asp
545

Thr pPhe Thr Phe His

565

GIn Ile Lys Lys GIn
y Sxo

Lys Ala Thr Lys Glu
595

Phe val Glu Lys Cys
610

Glu Pro GIn
440
Gly Glu Tyr
y 455 i
val pPro GIn
470
Gly Lys val
Pro Cys Ala
Leu His Glu
520
Glu Ser Leu
535
Glu Thr Tyr
550 v
Ala Asp Ile
Thr Ala Leu

Gin Leu %

Lys Al
Rt i

Glu Glu Gly Lys Lys Leu val Ala
625 630

<210> 18

<211> 264

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> synthetic construct

X-13991.5725.txt

Asn Leu Ile Lys GIn Asn Cys Glu
445
Lys Phe GIn Asn Ala Leu Leu val
460

Glu
430

val Ser Thr pro Thr Leu val
475

His
495

Gly Ser’'Lys Cys Cys Lys Pro
y490 ys Cys Cy

val val
510

Glu Leu

Asp Tyr Leu Ser
505

Lys Thr Pro val ?SE Asp Arg val

val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
g 5:8 Cy

Glu
560

val Pro Lgs Glu Phe Asn Ala
555

Thr Leu Ser Glu Lys Glu

S
i 570 575

Arg

His
590

val Glu Leu val Lys Lys Pro
585

Ala val Met Asp Asg Phe Ala Ala
60

Asp Asp Lys Glu Thr Cys phe Ala
p Asp LY 620 Cy

Ala Ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
635 640

39

PCT/US01/43168
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WO 02/36227

<400> 1B
His val Glu
1

Gln Ala Ala
Glu Pro L!s
3
Pro Glu Leu
50
Lys Asp Thr
e P
val Asp val
Asp Gly va)
Tyr Asn Ser
115
ASp Trp Leu
130
Leu Pro Ala
45
Arg Glu Pro
Lys Asn GIn
AsSp Ile Ala
195
Lys Thr Thr
210
Ser Lys Leu
225
Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

.GIn

X~-13991.5725.txt

Gly }'hr Phe Thr Ser Asp
L;s Glu phe Ile Ala Trp
2 25
Ser Cys Asp Lys Thr His
40
Leu Gly Gly ls’ls'o Ser val
Leu Met ;Ae Ser Arg Thr
ser I;;s Glu Asp Pro Glu
Glu val His Asn Ala Lys
100 5
Thr Tyr Arg val val Ser
120
Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
yly 38 Tyr Ly
Pro Ile Glu Lys Thr Ile
150
val Tyr Thr Leu Pro

165

val- Ser Leu Thr Cys Leu
180 185

val Glu Trp Glu Ser Asn
200

Pro Pro val Leu Asp Ser
215

Th

-y

Met His Glu Ala Leu
245

val

Leu Ser Pro Gly Lys

260

val
10

Leu
Thr
Phe
Pro
val
Thr
val
Cys
Ser
Pro
170
val
Gly

Asp

His
250

Ser Ser Tyr Leu Glu
T 15
val Lys Gly Arg Gly
30

Cys Pro :;o Cys Pro

Leu Phe Pro Pro Lys
60

Glu val Thr cys val
75

Lys Phe Asn Trp ;gr

Lys Pro Arg Glu

i 110

Leu Thr val Leu
125

Lys val Ser Asn
140

Glu

His

Lys

Lys Ala Lys Gly GIn
1!5 ys oly

Ser Arg Glu Glu

Lys Gly Phe Tyr

%0

GIn Pro Glu Asn
205

Gly Ser Phe Phe
220

val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn
238 y 9 re 235 y

Asn His Tyr Thr

Met
175

Pro

AsSn

PCT/US01/43168

Gly

Ala

Ala

Pro

val

val

GIn

GIn

Ala

Pro

160

Thr

Ser

Leu Tyr

val

Phe
240

Lys

36
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T

X-13991.ST25. txt

<210> 19

<211> 272

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> synthetic construct
<400> 19
His val Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu 6lu Gly
1 5 < 10 15
GIn Ala Ala Lys Glu pPhe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Ser
zX zsp d y 35'
ser Gly Ala Pr.o Pro Pro Ser Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
y s 0 y 2! p Ly
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
50 . S5 60
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 His Glu Asp Pro
85 90 95
Glu val Lys Phe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
Y 100 P 10? y 110
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
y :l.! 9 . 120 b Bs 9

Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 p e 140 y Ly R4

Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
145 150 155 160

Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
y 1!5 y 9 170 T 175

Pro Pro Ser A;g Glu Glu Met Thr !I.xs Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
1 5 190

Leu va) Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
' 5 200 a 205



W 0246227 rcrru.somms ‘\T;{

X-13991.57T25.txt
Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
21‘ 215 y 220

Ser Asp Gly Ser phe phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser

225 i 230 y 235 240

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val met His Glu Ala

o TP 24! %0 255

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270

<210> 20

<211> 264

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 20

His val 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 Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ala
2‘ .'!5p y y 35g y

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

3¥ y p Ly 40 Cy a5 Cy
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
50 55 60

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val

6! 70 i 75

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val

P 85 P 90 y ;!

Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lzs Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin

100 105 110

r Asn Ser Thr Tyr Arg Val val Ser val Leu Thr val Leu His GIn
i 115 hid e 120 125

ASp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
Plls's y Ly 1351'.‘1 ys Cy Yﬂuo Yy,



WO 02/46227

Leu Pro Ala Pro
145

Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr
g9 Yes TY

Lys Asn Gin val Ser Leu Thr
180

Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
195

Pro vVal Leu

Lys Thr Thr Pro
210 215

Ser Lys Leu Thr val Asp Lys
225 235

Met His Glu

Ser Cys Ser va-1
245

Ser Leu Sser 5&3 ser Pro Gly
<210>
<211>
<212>
<213>

21

272

PRT

Artificial sequence

<220>

«<223> synthetic construct
<400> 21

E'is val Glu Gly }hr Phe Thr
Gin Ala Ala %s Glu Phe Ile
ser Gly ;}a Pro Pro Pro Ser

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
50 ¥ cySS

val phe Leu Phe Pro Pro Lys
65 70

X-13991.5T25.txt

Leu Pro
Cys Leu
185
Ser Asn
200
Asp ser
Ser Arg
Ala Leu

Lys

Ser Asp

Ala Trp
25

Ala Glu

40

Ala Pro

Pro Lys

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lgs Ala Lys Gly Gln Pro
150 155 160

Pro Ser Arg Glu .G'lu Met Thr

170 175

val Lys Gly Phe B‘l; Pro Ser

Gly GIn Pro Glu AsSn Asn Tyr

y 205 R4
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
Y 220 R

Trp GIn GIn Gly Asn val phe

235 240

His Asn His Tyr Thr GIn Lys
250 Ty 255 Ly

val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu

10 15

Leu val Lys Gly .;59 Gly Ser

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
&

Glu Leu léau Gly Gly pPro Ser

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
75"3 . 80

PCT/US01/43165 )/L‘:L
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WO 02/46227

Thr Pro
Glu val
Lys Thr

Ser val
130

Lys Cys
145

Ile Ser
Pro Pro
Leu val

AsSn ﬂx

Ser As
225 P

X-13991.sT25.txt

Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
85 90 95
Lys Phe Asn Tr r val Asp Gly val Glv val His Asn Ala
y 100 Py 10 y 110
Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
ﬁ g 120 Ty BS 9
Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
135 P P_ 240 yLy Ty
Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
150 . 155 160
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
y 1?5 g 170 i 175
Ser Ar.g Glu Glu Met Thr i‘s Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
18 5 190
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
:I; y R 200 P 205 P

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
215 220

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
y 230 b 4 235 P Ly 240

Arg Trp GIn GlIn G'I¥ Asn val phe Ser c¥s Ser val Met His Glu Ala
24 250 255

Leu His

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

<220>
<223>
<400>

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270

22

272

PRT

Artificial Sequence

synthetic construct
22

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

- 44

PCT/US01/43165
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GIn Ala
Ser Gly
His Thr
. 50
val Phe
65
Thr Pro
Gluv val
Lys Thr
Ser val
130
LYyS S
s Y
Ile Ser
Pro Pro

Leu val

o g

Ala
Ala
35

Cys
Leu

Glu

Lys

Lys
Lys
Ser

1.5

GlIn

X-13991,ST25.txt

LKS Glu Phe Ile Ala Trp Leu va)
2 25
Ser Ser Gly Ala :aa Glu Pro Lys
Pro Pro Cys ;;o Ala Pro Glu Leu
Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
70 y d P 75
val Thr Cys val val val Asp val
85 @ 90p
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val
100 10?
Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
rg 0 TY
Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu
135
val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
150 155
Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
1%5 y e 170
Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
b S
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
y Ty or P

Pro Glu Asn Qig Tyr Lys Thr Thr

Lys Gly Arg Gly Ser
300
Ser Cys ASp Lys Thr
R4
Leu Gly Gly Pro Ser
60
Leu Met I'le Ser Arg
80
Ser His Glu Asp pPro
95
Glu val His Asn Ala
110
Thr Tyr Arg val val
s A
Asn Gly Lys Glu Tvyr
140 y Ly TY
Pro Ile Glu Lys Thr
* 160

Gin val Tyr Thr Leu
T 175

val Ser Leu Thr Cys
190 o

-

val Glu Trp Glu Ser
205

Pro Pro val Leu ASp
220

Ser Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
225 230 235 i 240

Arg Tep GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser
9 P 24¥ ‘2:!0

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
260 265

<210>» 23

val Met His Glu Ala
255

Leu Ser Pra Gly Lys
270

45

PCT/US01/43165

o

14’



<211>
<212>
Q13>

WO 02/46227

<220>

<223>
<400>
t{!s Gly Glu Gly ';hr phe Thr Ser Asp v]s'l Ser

Gln

ser

ser

Thr

Phe

Pro

val

Pro

val

Ala
Gly
Cys
Leu
Glu
Lys
i%
Leu
Lys
Lys

Ser

o

287
PRT

Ala LKS Glu
2

Ala Pro Pro
35

Gly Gly Gly
Pro Pro Cys

Phe Pro Pro
85

val Thr Cys
100 i

phe Asn Trp
115

Pro Arg Glu
Thr val Leu

val Ser Asn
165

Ala Lys G]
180 y

Arg Glu Glu
19

Gly Phe Tyr

X-13991,sT25.txt

artificial segquence

synthetic construct
23

Ser Tyr Leu Glu Glu
Ty 15

Phe Ile Ala '{Ep Leu val Lys Gly gsg Gly Ser

Pro ser t4i't|'y Gly Gly Gly Ser E}y Gly Gly Gly

Ser Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
%5 y gs P LY

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
70 75 80

LyS Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser A
y Y. P 90 9;9
val val val Asg val Ser His Glu 2’18 Pro
10
r val Asp Gly val Glu val His asn Ala
b4 128 y 125
Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val vai
135 B4 Ho g
His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
150 pIrP 1585 y Ly T
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
] 170 175
GIn Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu
9 185 R4 190
Met Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys
2‘0 ) 205 R

pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
215 46220

Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

PCT/US01/43165

lj’sr
145
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x-13991,5T25. txt

61! GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser

22 230 235 240

Asp Gly ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Ar

oY 245 R4 Y 250 pLy 255 g

Trp Gln Gin G}z Asn val Phe Ser c;s Ser val Met His Glu Ala Leu
2 265 270

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

275 280 285

<210> 24

<211> 28B4

<212» PRT

<213> Artificial seguence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 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 Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
25 ZSP y y 30g Y

ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

35 40 45
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro
50 55 60

Ser Cys Pro Ala Pro Glu phe Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu phe

65 70 75 80

Pro Pro Lys Pro Lgs ASp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val

8 90 95

Thr Cys val val val asp val Ser 6In Glu Asp Pro Glu val Gln Phe

100 105 110

Asn Trp Hg val Asp Gly val ﬂg val His Asn Ala li!; Thr LYS Pro

Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr
130 135 47140 .

PCT/US01/43165

JrT

143
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val Leu His GIn Asp Trs Leu
145 15
Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser
165
Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
130
Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
195
Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
Bo P 215
Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
225 v Ly 230
Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
B 245 9
Gly Asn val Phe Ser Cys Ser
260 i
r Thr GIn Lys Ser Leu Ser
R4 275 y
<21> 25
<211> 302
<212 PRT
<213>» Artificial Sequence
220>
<223> synthetic construct
<400> 25
T’s Gly Glu Gly ';hr Phe Thr
61n Ala Ala Iz.xs Glu Phe Ile

Ser Gly g}a Pro Pro Pro Ser

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
50’ 55

X-13991.5725.txt
Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val
y 155 by 160
ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser L;s Ala
170 175
GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
185 190
val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gl
200 o 205 Y y
val Glu Trp Glu gga Asn Gly GlIn Pro
Pro Pro val Leu ASp Ser Asp Gly Ser
235 240
Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Glu
258 y 9P 255
val Met His Glu Ala Leu g;(s) Asn His

265

Leu Ser Leu Gly Lys
280 Y

Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
10 15
Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
25 y 359 y
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gl
4°Y Yy Gly Gly 45Y y Gly Gly

Gly Gly Gly Ser g;l)y Gly Gly Gly Ser
48

PCT/US01/43165
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Gly Gly Gly Gly
ssy y Gly

Cys Pro Pro Cys

X-13991.ST25.txt

ser Ala Glu Pro.Lys Ser
70

Pro Ala Pro Glu Leu Leu
90

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
100 105

Glu val Thr Cys val val val Asg val Ser
115 12

Lys Phe Asn Tr| r val Asp Gly val Glu
y 130 P Ty Bg y val

Lys Pro Arg Glu
145 9

Leu Thr val Leu

Lys val Ser Asn
180

Lys Ala Lys Gly
155

Ser Arg Glu Glu
210

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
150
His GIn Asp Trp Leu Asn
165 170
Lys Ala Leu Pro Ala Pro
185

GIn Pro Arg Glu Pro Gln
200

Met Thr L{s Asn Gln val
215

L s'G1 Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val
2!5 y b 230 P

GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr ;ts's

245

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
y ’ 260 T y 265

Gln GIn G'|¥ ASnh
27

val phe Ser gxg Ser val

Asn Mis Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
2950 295

<210> 26
<211> 294
<212> PRT

Cys Asp Lys Thr His Thr

7 50

Gly Gly Pro Ser 321 Phe

Met Ile Ser Aurg Thr Pro

His Glu Asg Pro Glu val
12

val His Asn Ala Lys Thr

140

T¥r Arg val val ser val

155 160

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys

y Ly TY 1¥5 Cy
Ile Glu Lys Thr Ile Ser
190

val Tyr Thr Leu Pro Pro
205

Ser Leu Thr Cys Leu val

220

Glu Trp Glu Ser Asn Gl

235 P 24‘

Pro val Leu Asp Ser Asp

255
val Asp Lys Ser Arg Trp
270

Met His Glu Ala Leu NHis

285

Ser Pro Gly Lys
300 yby

49

PCT/US01/43165
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X-13991.5T25.txt

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 26
|{is Gly Glu Gly

GIn Ala Ala Lxs

2
Gly Gly Gly Ser

Bsy

Gly Gly Ser Gl
50 y

Lys Ser Cys As
6! Cy P
Leu Leu Gly Gly
Thr Leu Met Ile

100

val Ser His Glu
115

val Glu val His
130

Ser Thr Tyr A
145 Tyr Ay

Leu Asn Gly LYysS

Ala Pro Ile Glu
180

Pro Gln val Tyr
195

GIn val Ser Leu
210

Ala val Glu Trp
225

Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15
Glu pPhe Ile Ala 'gp Leu val Lys Gly 4;59 Gly Gly
Gly Gly Gly %y ser Gly Gly Gly ﬂy Ser Gly Gly
Gly Gly ?}y ser Gly Gly Gly gy ser Ala Glu Pro
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
y 70 e 75 @ 80
Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lgs ASp
85 90 9
Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val val asp
e 105 i 110
AsSp Pro Glu val Lys Phe Asn T r val Asp G1
P 120 4 rp BS p Gly
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn
1!5 y re 140 R
val val Ser val teu Thr val Leu Kis Gln Asp TES
150 155 L
Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
165 Tyr Lys cys Ly 170 Y 175
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu
1‘5 y 190 9
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
200 205
Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
o 215 ¥ y -{{0 P

Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
230 zago 240

PCT/USDL/43168 ,V(q
146
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X-13991.S5T25.txt ;WD
1497%

Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
245 P p oLy 250 b 255 y

Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys
ZGB Y 97 265 'y 270 v

Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu

275 280 285
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
L5 yLy

<210> 27

<211> 280

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 27

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu

1l 5 10 15

Gln Ala Ala Lzs Glu phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
2 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala

35 40 45
Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
4 y Cy P 5! Cy &0 Cy

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

65 70 75 80

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val

P .85 o 90 95

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn T r val

100 105 153 v

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 His GIn
R4 130 T g 135 s1140



WO 02/46227

X~13991.5T725.txt

ASp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
14g P ylgo T Lys & 1¥5 y 160

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
165 170 175

180

Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Gluv Met Thr
185 190

Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
195 2 . 205

Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn 6ly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
210 215 . 220

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe phe Leu Tyr
255 230 P P % 240

Ser Lys Leu Thr val ASp Lys Ser Arg '{;8 GIn GIn Gly Asn \21?; Phe

245

Ser ‘Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 6In Lys
s 265 b 270 y

260

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly l:xs
275 280

<210
<211>
<21>
<213>

<220>
<223>
<400>

28

287

PRT

Artificial Sequence

synthetic construct
28

His Gly Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1l 5 ] 10 15

GIn Ala val Lys Glu Phe ITe Ala Trp Leu Ile Lys Gly Arg Gly Ser
val 38 25 ys O 508

ser Gly g}a Pro Pro Pro Ser g;l’y Gly Gly Gly Ser ggy Gly Gly Gly

ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
SDY 4 55 y ‘s-x P LY

52

PCT/USU1/43163

43
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X-13991.5T25. txt

Th Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val

e s s % i 80
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

85 90 95
. Pro Glu val Thr Cys val val val Asg val Ser #is Glu A.'IJSB Pro Glu
100 10

val Lys pPhe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala LysS

¥s 1% P Tyr val 255 €V 125 y

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser

ido oA 135 T A o A9

val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
150 PP 155 yu T 1!0

145
Cys Lys val Se'r Ash Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
165 170 175
Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro
1‘0 y 9 185 v 190
Pro ser Arg Glu Glu Met Thr L&s) Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu
19 2 205
Val Lys Gly phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
2{0 y i 215 P 220 e
G'Ig GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
22 230 235 240
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser A
poly 245 R4 Y 250 pLy 255 9
Trp GIn GIn 63 Asn val Phe Ser czs Ser val Met His Glu Ala Leu
2 265 270
His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
275 280 285
<210> 29
<211> 272
. <212> PKRT

<«213> Artificial sequence

~--- 53

14
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X-13991.5T25.txt 7'00
<220>

<223> synthetic construct

<400> 29

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
259 25p y y 30y
ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
y %5 pl y 3 p Ly
His '!_I,"I;r Cys Pro Pro Cys ls';o Ala Pro Glu Leu ls.su Gly Gly Pro Ser

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 His Glu Asp Pro
85 90 95

Glu val Lys phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
100 10 110

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
y 5 9 lony BS g

Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 p 1w 140 y Ly R4

Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
145 150 155 160

Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val r Thr Leu
y 165 y 9 170 R4 175

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
18 5 190

Leu val l.;s Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
195 200 205

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu As
218 g Y 220 P

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
228 ey 230 b y 235 Py 240

Arg Trp GIn GIn G'I¥ Asn val Phe Ser c¥s Ser val Met His Glu Ala
24 250 . 255
- 5



WO 02/46227 PCTIUSOIA316S 95 )

X-13991.5T25.txt
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 . 265 270
<210» 30
<211> 272
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>» synthetic construct’
<40D> 30 '
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15
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 Asp Lys Thr
y % y % y sg p Ly
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
50 55 60
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 His Glu Asp Pro
85 90 95
Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
100 1og 110
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Vval val
y 1!5 9 120 b BS g
Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 PP 140 i R4
Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Th
1!5 s by 150 Y 155 4 165

I1e Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
y 1!5 y i 170 T 175

Pro Pro Ser ArB Glu Glu Met Thr ll.xs Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
18 5 55 190




WO 02/46227 PCT/US01/43165 202,

Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
1‘5 y R4 200 205
Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
2 215 220

Ser Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
225 poly 230 b4 Y 235 Ly 240

Arg Trp Gln Gln Glg Asn val pPhe Ser cgs Ser-val Met His Glu Ala
24 250 255
Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270

<210> 31

<211> 287

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> synthetic construct

<400> 31

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
259 ZSP y y 30’

Ser Gly g}a Pro Pro Pro Ser fay Gly Gly Gly Ser E}y Gly Gly Gly

ser g;l)y Gly Gly Gly Ser g‘sla Glu Pro Lys Ser gzs ASp Lys Thr His

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
65 < o 70 75 y oly 80

Phe Leu Phe Pro :ls-o Lys Pro Lys Asp ;Iar Leu Met Ile Ser 3;9 Thr

Pro Glu val Thr Cys val val val Asg val Ser His Glu AsB Pro Glu
100 10 1

val Lys phe Asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
y 115 ™ 128 y 56 125 y
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
1!0 g 135 v 140

val
145

Leu Thr val Leu His GIn Asp
150

Cys Lys val Ser izg Lys Ala Leu

Ser Lys Ala |1.xa Gly GIn Pro Arg

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
108 200

val

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser As
Z{D y v 215 P

Gly GIn Pro G'll-.l AsSn Asn Tyr Lys
22! 230 Tyr by

Asp Gly Ser Phe ;I;g Leu Tyr Ser

Trp GIln GIn Gly Asn val Phe Ser
P 26

His Asn lzl;g Tyr Thr GIn Lys Ser

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

<400>

32
232
PRT

Homo sapiens

280

Trp
Pro
7
s
Ile
Thr
Lys
st

Leu

?.h Glu Pro Lys ss.er Cys Asp Lys Thr

Ala Pro Glu Lys Gly Gly Pro Ser val
2‘ y ey 25

Lys Asp Thr Lys Met Ile Ser Arg Thr
y p 30 y 409

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu
50 55

Leu Asn
155

Ala Pro
170

Pro GIn
Gln val

Ala val

Thr Pro
235

Leu Thr
250

Ser val

Ser Leu

His Thr
10

Phe Leu
Pro Glu

val Lys

Gly Lys Glu Tyr
Ile Glu Lys Thr
. 175
val Tyr Thr Leu
wr 1%
Ser Leu Thr Cys
205 4
6lu Trp Glu Ser
220 e
Pro val Leu Asp
val Asp Lys Ser
P Ly 255
Met His Glu Ala
270

ser Pro Gly Lys
285

s Pro Pro Cys
i i
Phe Pro Pro LYyS

30
val Thr Cys val
45

Phe Asn Trp Tyr
60

37

Ser

Pro

Leu

ASn

ser
240

Arg

Leu

Pro

Pro

val

val

PCT/US01/43165

203
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Asp Gly val Glu val Ris Asn Ala Lys Thr L;s Pro Arg Glu Glu GIn
65 70 7 80

Tyr Asn Ser Thr 'r!r Arg val val Ser. val Leu Thr val Leu His GIn
8 90 85

AsSp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
p Trp or s y Ly TY 155 Cys Ly 430 y

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr X1e Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro

115 120 1!5
Arg Glu Pro GIn va) Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
130 135 14

Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 ' 150 R 1!5 y R4 160

Asp ITe Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr
P 165 the 175 178 b4

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
y 180 4 185 p el 190 Ty

Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Ash val Phe
195 pLy 200 rg 1re 20!

Ser Cys Ser val met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

g!o 215 220 T y

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 33

<211> 703

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 33
gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca tgcccaccgt goccageacc tgaactcctg

09ggoaccgt cagtcttcCt CttCCCCCCa aaacccaagg acaccctcat gatcrcccgg
acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac grgagccacg aagaccctga ggtcaagttc
aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat aatgccaaga caaagccgcd ggaggagceag
tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac aaaggcctc:s:scagcccccat cgagaaaacc

120
180
240
300
360

wH
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atctccaaag ccaaagggca goccccgagaa ccacaggtgt acaccctgee cccatcccgp 420

gaggagatga ccaagaacca ggtcagcctg acctgcctgg tcaaaggctt ctatcccage 480

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa gaccacgect 540

cccgtgetgg actccgacgg ctccttctte ctctatagca agetcaccgt gg'acaagagc 600

aggtggcage aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatge atgaggetct gcacaaccac 660

tacacgcaga agagectctc cctgtctccg ggtaaatgat agt

<210> 34

<211> S85

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34 _
gsp Ala His Lys ?er Glu val

Glu Asn Phe lz.ss Ala Leu-val

GIn Cys ;;a Phe Glu Asp His

Phe Ala Lys Thr Cys val Ala
50 y < 55

Ser teu His Thr Leu Phe Gly

65 70

Arg Glu Thr Tyr ggy Glu Met

Glu Arg Asn Glu Cys phe Leu

100
Pro Arg Leu val Arg Pro Gilu
115

Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu
130 135

Arg His Pro Tyr phe Tyr Ala

142 b -{!0

r Lys Ala Ala phe Thr Glu
1? y 165

Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu
10n 15
Leu Ile Ala Phe Ala GIn TEr Leu Gin
25 3
val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu
40 45
Asp Glu Ser Ala g;l’u Asn Cys Asp Lys
Asp Lys Leu Cys Thr val Ala Thr Leu
ys Lev A 8
Ala As s Ala Lys GIn Glu Pro
P 55’ i y 95
GIn His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu
105 110
val Asp val Met Cys Thr Ala Phe His
120 125
Lys Lys Tyr Leu HE Glu Ile Ala Arg
Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Aga
. 155 1

Cys Cys GIn Ala Ala Asp Lys Ala Ala
ys o 170 59 Ly 17s

703

p

1>
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-

s Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser
@ 180 Y P 185 P y ]5

Oon

Ser Ala Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu GIn Lys Phe Gly Glu
]55 9 Y 250 255 '
Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala Arg Leu Ser GIn Arg Phe Pro
g 210 y P 215 9 220 e

L!s Ala Glu phe Ala Glu val Ser Lys Leu val Thr Asp Leu Thr Lxs

225 230 235 240

Val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp As
%5 @ y e 250 < ng P

Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr ITe Cys Glu Asn Gln Asp Ser Ile Ser
9 P 260 %S P 270

Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His
y275y cycyzsoy 285y

. Cys Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser
290 295 300

Leu Ala Ala Asp Phe val Glu Ser Lys Asp val Cys Lys Asn Tyr Ala
305 . P 310 y P 315 s ty Ty 320

Glu Ala Lys Asp val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Ar
y P 325 y 330 R4 b 335 9

Arg His Pro As r Ser val val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr
re 345 R4 345 g 350 ¥

Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu
355 y %0 o 3Gg
S Tyr Ala Lys val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu val Glu Glu Pro
4 Bo y 3?? y 380
GIn Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu phe Glu Asn Leu Gly Glu
385 390 395 400

r Lys Phe GIn Asn Ala Leu Leu val Ar r Thr Lys Lys val Pro
Ly 405 it ys LYS Qs

GIn val Ser Thr pro Thr Leu val Glu val Ser Arg Asn Leu Gly Lys
420 425 430

val Gly Ser Lys Cys Cys Lys Hi5s Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys
y435 s o 440 y “rg e
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Ala Glu Asp Tyr Leu Ser val val Leu 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 AT9 4¥5 s & 480
Leu val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Glu val Asp Glu Thr
48 490 495

Tyr val Pro Lxg Glu Phe Asn Ala Glu Thr phe Thr Phe His Ala Asp
5 505 510

Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg GIn Ile Lys LYS GIn Thr Ala
515 ¥ 520 g ¥ 5!5
Leu val Glu Leu val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu GIn Leu
530 535 540
Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala pPhe val Glu Lys Cys Cys Lys
5!5 P 558 555 ys s & SEO

Ala Asp ASp Lys Glu Thr Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu val
565 s 570 y Lys by 575

Ala Ala ser GlIn A]a Ala Leu Gly Leu
580 585

<210> 35

<211> 1762

<212> DNA

<213>» Homo sapiens

<400> 35
gatgcgcaca agagtgaggt tgctcatcgg tttaaagatt tpggagaaga aaatttcaaa

gccttggtgt tgattgcctt tgctcagtat cttcagcagt gtccatttga agatcatgta
aaattagtga atgaagtaac tgaatttgca aaaacatgtg ttgctgatga gtcagctgaa
aattgtgaca aatcacttca tacccttttt ggagacaaat tatgcacagt tgcaactctt
cgtgaaacct atggtgaaat ggctgactgc tgtgcaaaac aagaacctga gagaaatgaa
tgcttcttgc aacacaaaga tgacaaccca aacctccccc gattggtgag accagaggrt
gatgtgatgt gcactgcttt tcatgacaat gaagagacat ttttgaaaaa atacttatat
gaaattgcca gaagacatcc ttacttttat geccceggaac tecttttcrt tgctaaaagg
tataaagctg Cttttacaga atgttgccaa getgctgata aagetgoctg cetgttgeca
aagctcgatg aacttcggga tgaagggaag gcttfgtctqlccaaacagag actcaagtgt
J

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

Q;jgr'
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gccagtctce aaaaatttgg agaaagaget

Cagagatttc ccaaagctga gttigcagaa
gtccacacgg aatgctgeca tggagatctg

gccaagtata rctgtgaaaa
aaacctergt tggaaaaatc
gactitgcctt cattagctge
gaggcaaagg atgtcttcct
tactctotcg tgctgetget

tgtgccgetg
gtggaagagc
tacaaattcc
ccaactcttg
cctgaagcaa
tgtgtgttgc
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
daagagcaac
gctgacgata

cagatcctca
ctcagaattt
agaatgcget
tagaggtctc
aaagaatgcc
atgagaaaac

ggcgaccatg
ctgaaacatt

tcaagattcg
ccactgcatt
tgattttgtt
gggcatgttt
gagacttgcc
tgaatgctat
aatcaaacaa
attagttcgt
aagaaaccta
ctgtgcagaa
gccagtaagt
cttttcagct
caccttccat

agaaacaaac tgcacttgtt
tgaaagctgt tatggatgat
aggagacctg ctttgccgag

gctgecttag gettataatg ac

PCT/US01/4316%

X~13991.5725.1xt
ttcaaagcat gggcagtagc tcgectgage 660
gtttccaagt tagtgacaga tcttaccaaa 720
cttgaatgtg ctgatgacag ggcggacctt 780
atctccagta aactgaagoa atgctgtgaa 840
gccgaagtgg aaaatgatga gatgcctget 900
gaaagtaagg atgtttgcaa aaactatgct 960
ttgtatgaat atgcaagaag gcatcctgat 1020
aagacatatg aaaccactct agagaagtgc 1080
gccaaagtgt tcgatgaatt taaacctctt 1140
aatrtgtoagc tttttgagca gcttggagag 1200
tacaccaaga aagtacccca agtgtcaact 1260
ggaaaagtgg gcagcaaatg ttgtaaacat 1320
gactatctat ccgtggtcct gaaccagtta 1380
gacagagtca ccaaatgctg cacagaatcc 1440
ctggaagtcg atgaaacata cgitcccaaa 1500
gcagatatat gcacactttc tgagaaggag 1560
gagctcgtga aacacaagcc caaggcaaca 1620
ttcgeagett ttgtagagaa gtgetgcaag 1680
gagggtasaa aacttgttgc tgcaagtcaa 1740

1762

AU

207
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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.

E] 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 ingestion de
alimentos. Se ha encontrado que estimula la secrecidn de insulina (accion
insulinotrpica), que ocasiona por lo tanto la captacién de glucosa 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, ¢l GLP — 1 es escasamente
activo. Una posterior escisién enddgena entre la 6* y 7" posicién produce un péptido
GLP 1 (7-37) OH més potente biolégicamente activo. Se conocen numerosos anélogos
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 ¢ iniciar la
cascada de sefial de transduccién responsable de las numerosas actividades que se han
atribuido a GLP — 1 (7 - 37) OH.

Los compuestos GLP — | tienen una diversidad de actividades fisiolégicamente
significativas. Por ejemplo, se ha mostrado que los GLP - l_estimula la liberacion de
insulina, reducen la secrecion de glucagdn, inhiben el vaciado gastrico y potencian la
utilizacién de la glucosa. [Nauck, M. A. y col (1993) Diabetologia 36: 741 — 744,



10

15

20

25

L

Gutniak, M., y col (1992) New England J. of Med. -326: 1316 — 1322; Nauc;k, M. Ay
col., (1993) J. Clin. Invest. 91: 301 - 307).

El GLP - | representa la mayor promesa como un tratamiento de la
diabetes mellitus no insulino dependiente [abreviadamente NIDDM]. Hay numerosos
firmacos 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 eventualmente a
tratamientos que impliquen inyecciones de insulina. Sin embargo, los firmacos actuales
que estimulan la liberacién 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, |z utilidad de la terapia que implica péptidos GLP — 1 se ha

‘limitado por sus rédpidas 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
subcuténeamente. I[ncluso los andlogos y derivados que son resistentes a la escisién
endbgena con proteasa no tienen semividas suficientemente largas pare evitar
administraciones repetidas durante un perfodo de 24 horas. Es inconveniente la
eliminacién répida del agente terapéutico en casos en los que se desee mantener un alto
nivel en sangre del agente durante un periodo prolongado de tiempo ya que entonces
serin necesarias administraciones repetidas. Ademés, un compuesto de accién
prolongada es particularmente importante para pacientes diabéticos cuyo régimen de
tratamiento pasado ha implicado tomar sdlo medicacién oral. A menudo estos pacientes

21
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tienen un tiempo extremadamente dificil de transicién & un régimen qué implique
inyecciones miltiples de medicacion.

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

En general, péptidos terapéuticos pequefios son dificiles de manipular porque
incluso ligeros cambios en su estructura pueden afectar a la estabilidad y/o actividad
bioldgica. Esto ha sido especialmente cierto para los compuestos de GLP - 1
actualmente en desarrollo. Por ejemplo, GLP — 1 (7 — 37) OH tiene 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 biolégicamente
activas las semividas aumentadas. Fue especialmente inesperado dada la dificultad de
trabajar con GLP — 1 (7 - 37) OH solo y el gran tamaiio del coparticipe en la fusién
pequefio péptido GLP — 1 adjunto.

Los compuestos de la presente invencidon incluyen proteinas de fusion
heterdlogas 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 terminal 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 alblimina 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 segundo polipéptido.
Los compuestos de la presente también incluyen una proteina de fusién
"heter6loga que comprende un primer polipéptido con un extremo 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 seiecciona de un grupo constituido por
(a) albiimina humana;
(b) andlogos de albiimina humana; y
(c) fragmentos de albiimina humana,
y en la que el extremo C termineal 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 tiene la secuencia [Gly ~ Gly ~ Gly — Gly - Ser],enlaque nes
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 presente invencién incluyen una proteina de
fusién heteréloge 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 selecciona del grupo constituido por

a) la porcién Fc de una inmunoglobulina;
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b) el anilogo de la porcién Fc de una inmunoglobulina; y .

c) fragmentos de la porcién 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 mediante un engarce de péptidos. Es
preferible que el engarce de péptidos se seleccione entre un grupo
constituido por:

8) 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 tiene la secuencia {Gly — Gly — Gly — Gly - Ser]s.

Generalmente se prefiere que el compuesto GLP — 1 que es parte de la proteina
de fusién heterbloga no tenga més de 6 aminoécidos que sean diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 —37) OH, GLP - 1 (7 — 36) OH, o exendina
— 4. Incluso se prefiere més que el compuesto GLP — 1 no tenga més de 5 aminodcidos
diferentes del correspondiente aminoécido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP - 1 (7 - 36)
OH, o exendina — 4. Se prefiere més que el compuesto (_iLP— 1 no tenga més de 4, 3, 6
2 aminodcidos diferentes del correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 -~ 37) OH, GLP
— 1 (7 - 36) OH, o exendina — 4. Preferiblemente, un compuesto de GLP — 1 que es
parte de la proteina de fusion heteréloga tiene glicina o valina en la posicion 8.

La presente invencién también incluye polinucledtidos que codifican la proteina
de fusién heteréloga descrita en esta memoria descriptiva, vectores que comprenden
estos polinucleétidos 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 heterbloga que comprende las etapas de transcripcién y traduccién de
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un polinucledtido descrito en esta memoria descriptiva en condiciones en. las que la
proteina de fusién heterdloge se expresa en cantidades detectables.

La presente invencién también comprende un procedimiento para normalizar los
niveles de glucosa en sangre en un mamifero que lo requiera que comprende la
administracién de una cantidad tempéuﬁcamente.eﬁcaz de una proteina de fusién

heterdloga descrita en esta memoria descriptiva.

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

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

Figura 2: secuencia de aminodcidos de alblimina de suero humano.

Figura 3: A. Gel de SDS — PAGE e inmunotransferencia del 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 el 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]y — HSA).

Figura 4: gel de SDS — PAGE de Fc purificado, albimina y proteinas de fusién
de GLP - 1 (franja 1, patrones de PM; franja 2, Fc purificado; franje 3, Val®* — GLP - 1
— Fc; franja 4, exendina — 4 — Fc; franja S, patrén PM; franja 6, Val® - GLP — 1 —-HSA;
franja 7, exendina — 4 — HSA; franja 8, exendina — 4 - [Gly - Gly - Gly — Gly — Ser}]; —
HSA).

Y\
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Figura 5: vector de expresién de clonaje que contiene las regiones F.c ilustradas
en la figura 1.

Figura 6: vector de expresién de clonaje que contiene la secuencia de albamina
ilustrada en la figura 2.

Figura 7: vector de expresién de clonaje que contiene DNA que codifica un
engarce de 15 aminodcidos condensado en fase y la posicién 5’ de la secuencia de
albimina ilustrada en la figura 2.

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

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

Figura 10: respuesta glucodinimica a exendina — Fc en 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: secuencia de DNA que codifica una proteina de albimina humana.

Las protefnas de fusién heter6logas de 1a presente invencién comprenden
un compuesto GLP — | condensado a albémina humana, un andlogo de albumina
humana, un fragmento de albdmina humana, la porcién Fc de una inmunoglobulina, un
andlogo de la porcidén Fec de una inmunoglobulina, o un fragmento de la porcién Fc de
una inmunoglobulina. El extremo C terminal del compuesto GLP - 1 se puede
condensar directamente, o se puede condensar por medio de un engarce de péptidos, con
el extremo N terminal de una proteina albiimina Fc. Estas proteinas de fusién

heter6logas son biolégicamente activas y tienen una semivida aumentada comparada

10
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con el GPL -1 nativo.

Se prefiere que los compuestos GLP — 1 que forman parte de la proteina de
fusién heterfloga comprendan polipéptidos que tienen entre aproximadamente
veinticinco y aproximadamente treinte y nueve aminoédcidos de origen natural o de
origen no natural que tienen sui_iciente homologia conel GLP -1 (7 - 3‘() OH nativo de
modo que muestran actividad insulintrépica mediante la unién al receptor de GLP — 1
en las células B del pincress. Tipicamente un compuesto GLP — 1 comprende un
polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos de GLP — 1 (7 — 37) OH, un anélogo
de GLP — 1 (7 - 37) OH, un fragmento de GLP ~ 1 (7 - 37) OH o un fragmento de un
anélogo de GLP — 1 (7 — 37) OH. El GLP ~ 1 (7 — 37) OH tiene la secuencia de
aminoécidos de la SEC ID N* 1:

7 8 9 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 — GIn — 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 extrerno amino terminal de GLP - 1 (7 - 37)
OH se le asigne el residuo mimero 7 y al extremo carboxilo terminal el ndmero 37. Los
otros aminodcidos en el polipéptido se numeran consecutivamente como se muestra en
la SEC ID N® 1. Por ejemplo, la posicidn 12 es fenilalanina y la posicién 22 es glicina.

Los compuestos GLP — 1 también comprenden “fragmentos de GLP - 1”. Un
fragmento de GLP — 1 es un polipéptido obtenido después del truncamiento de uno o
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mis aminodcidos del extremo N terminal y/o extremo C términal de GLP _ 1(7-37)
OH o un anélogo ¢ un derivado del mismo. La nomenclatura utilizada para describir
GLP — 1 (7 — 37) OH es también aplicable a los fragmentos de GLP - 1. Por ejemplo,
GLP - 1 (9 —~ 36) OH designa un fragmento obtenido mediante el truncamiento de dos
aminoécidos del extremo N terminal y un aminodcido del extremo C terminal. Los
aminoécidos en el fragmento se designan mediante el mismo mimero que el
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH. Por ejemplo, el écido glutdémico
del extremo N terminal en GLP — 1 (9 — 36) OH estd en la posicién 9; la posicién 12
estd ocupada por fenilalanina; y la posicién 22 esté 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 en los que se han
aﬁadidounoomésaminoicidosalextremoNtermimlyloexh‘gmoCmninaldeGLP
~ 1 (7 - 37) OH, o fragmentos o andlogos de los mismos. Es preferible que los
compuestos GLP — 1 de este tipo tengan hasta aproximadamente treinta y nueve
aminoéicidos. Los aminoédcidos en el compuesto GLP — 1 “extendido” se designan
mediante el mismo nimero que el correspondiente aminoédcido en GLP — 1 (7 —37) OH.
Por ejemplo, el aminodcido del extremo N terminal de compuesto GLP — 1 obtenido
mediante la adicién de dos aminoécidos al terminal N de GLP —~ 1 (7-37) OH estd en la
posicién 5; y el aminodcido del extremo C terminal del compuesto GLP — 1 obtenido
mediante la adicién de un aminoécido al extremo C terminal de GLP — 1 (7 — 37) OH
estd en la posicidn 38. De este modo, la posicién 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 de un compuesto de
GLP - 1 extendido son preferiblemente los mismos o una sustitucién conservadora del
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mismo aminoécido en la posicién correspondiente de GLP — 1 (1 — 37) OH. Los
aminodcidos 38 — 45 de un compuesto de GLP - 1 extendido son preferiblemente los
mismos o una sustitucién conservadora del aminoécido en la posicidén correspondiente
de glucagdn o exendina — 4.

Los compuestos de GLP — 1 de la presente invencién comprenden “anédlogos 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
insulinotrdpica. Preferiblemente, un anilogo de GLP — 1 tiene la secuencia de
aminodcidos de GLP — 1 (7 — 37) OH o un fragmento de la misma, modificada de
manera que de uno, dos, tres, cuatro, o cinco aminodcidos difieren del aminoédcido en la
posicidn correspondiente de GLP — 1 (7 - 37) OH o un fragmento de GLP - 1 (7 - 37)
OH. En la nomenclatura usada en esta memoria descriptiva para designar los
compuestos GLP — 1, el aminodcido sustituyente y su posicién se indican antes que la
estructura de partida. Por ejemplo, Glu — 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 gluthmico; Val® — Glu - GLP — 1 (7 - 37)
OH designa un compuesto de GLP — 1 en el que la alanina que normalmente se
encuentra en la posicién 8 y la glicina que normalmente se encuentra en la posicién 22
de GLP - 1 (7 - 37) OH se han sustituido con valina y écido glutimico respectivamente.

Los compuestos GLP — 1 de la presente invencidn también incluyen “derivados
de GLP - 1”. Un derivado de GLP — 1 se define como una molécula que tiene la
secuencia de aminoécidos de GLP — 1 o de un andlogo de GLP - 1, pero que tiene
adicionalmente una modificacién quimica de unc o més de sus grupos laterales de
aminodcidos, dtomos de carbono «, grupo amino terminal o grupo 4cido carboxilico
terminal. Una modificacién quimica incluye, pero no estd limitada a, la adicion de

214
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restos quimicos, creacién de nuevos enlaces y eliminacion de restos qui;nicos. Las
modificaciones en los grupos laterales de aminoécidos incluyen, sin limitacién,
acilacion de los grupos amino € de lisina, N —alquilacién de arginina, histidina, o lisina,
alquilacién de grupos dcidos carboxilicos glutdmico o aspértico y desamidacién de
glutemina 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; — C4). Ademés, uno o mis grupos
laterales, o grupos terminales, se pueden proteger mediante grupos protectores
conocidos por los quimicos de protefnas expertos habituales. El carbono o de un
aminodicido puede ser mono- 0 dimetilado.

Cualquier compuesto GLP — 1 puede ser parte de las proteinas de fusién
heterdloges de la presente invencién mientras que el compuesto GLP — 1 si mismo sea
capaz de unirse e inducir sefializacion mediante el 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 anédlogos y derivados también pueden ser parte de las
proteinas de fusidn heterdlogas de la presente invencién. Se proporcionan en esta
memoria descriptiva algunos ejemplos de andlogos de GLP — 1 nuevos asf como
andlogos y derivados de GLP — I conocidos en la técnica.

Algunos analogos 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), Gln’® -

g

10
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GLP — 1(7-37), D - Gln® - GLP — 1(7 - 37), Thr'6 — Lys'* — GLP - 1 (7-37) y Lys"
—GLP -1 (7 —37). Los anflogos de GLP — 1 tales como GLP — 1 (7—34) y GLP -1 (7
— 35) se describen en la patente de Estados Unidos 5.118.666. Se conocen también las
formas biolégicamente elaboradas de GLP — 1 que tienen propiedades insulinotrdpicas,
tales como GLP — 1 (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 patentée 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 anédlogos de GLP
~ 1 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
Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa —~ Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile — Xaa — Xaa — Xan — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa -
44 45
Xaa — Xaa — Xea — Xas — Xaa — Xea
Férmula (SEC ID N° 2)

22 23 24 25 26 27 28

40 41 42 43

en la que:

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

Xaa en la posicién 9 es Glu, Asp, o Lys;

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

Xaa en le posicién 14 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, [le, Val, Glu, Asp o Lys;

Xaa en la posicién 16 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp o
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Lys;
Xae 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, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr o
Lys;
Xaa en la posicién 19 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gin, o Lys;

‘Xan en la posicién 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;

Xan en la posicidn 22 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, 0 Lys

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

Xaa en 1a posicién 24 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicion 25 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

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

Xan en la posicion 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 posicién 31 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys; '

Xa2a 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, Ley, lle, Glu, Asp o Lys;

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

Xaa en la posicion 35 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, 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

se ha suprimido;

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

Xas 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;

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

y

Xaa en Ia 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 cadema abgjo de ese
aminodcido estd también suprimido.

Se prefiere que el compuesto GLP — 1 de férmula [ contenga menos de seis
aminoécidos diferentes del aminodcido correspondiente en GLP — 1 (7 - 37) OH o
exendina — 4. Se prefiere mis que menos de cinco aminoécidos sean diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 — 37) OH o exendina - 4, Se prefiere incluso
més 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 invencién incluyen derivados de
férmula 1 tales como ésteres de C;_¢, 0 amida, o alquil C,. s amida, o dialquil C, . ¢
amida de los mismos. El documento WO 99/43706 describe derivados de compuestos
GLP - 1 de férmula I y se incorpora en esta memoria descriptiva como referencia en su
totalidad. Los compuestos de férmula [ derivatizados como se describe en el documento

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

Otro grupo preferido de los compuestos GLP - 1 estd compuesto de analogos de
GLP — 1 de férmula II (SEC ID N° 3):
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7 8 9 100 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 — Xaa — Leu — Glu — Gly — Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xaa — Phe -

29 30 31 32 33 34 135 36 37

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

Férmula [1 (SECID N° 3)

en la que:

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

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

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

Xaa en la posicion 18 es: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala o Lys;

Xaz en la posicidn 29 es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg o Cys;

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

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

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

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

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

Xaa en la posicidn 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;
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Xaa en la posicion 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicion 34 es: Giu, Lys o Asp;
Xaa en la posicion 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
Ghu;
5 Xaa en la posicién 36 es: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
‘R en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
Gly — Pro 0 se ha suprimido.

Otro grupo preferido de los compuestos de GLP — 1 estd compuesto de andlogos
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 36 137
Ile—Xaa—Trp - Leu — Xaa— Xaa — Xaa—Xaa—-R
Férmula ITI (SEC ID N° 4)

en la que:

20 Xaa en la posicion 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, 8 — hidroxihistidina, homohistidina, o« — fluorometilhistidina 0 o -
metilhistidina;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;
Xaa en la posicién 11 es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ale, Lys o His;
25 Xaa en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
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Glu;
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Xaa en la posicidn 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu 6 Ala;
Xaa en la posicion 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 posicion 24 es: Glu, His, Ala o Lys;

Xan en la posicidn 25 es: Asp, Lys; Glu o His;

*Xaa en la posicion 27 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Argo Lys;.

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

X=2a en la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;

Xaa en 1a posicion 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 en la posicidn 36 es: 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 preferido de los compuestos de GLP — 1 estd compuesto de anslogos

de GLP — 1 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 — 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
Ile — Xeaa - Trp — Leu — Val - Lys — Xaa - Arg— R



D
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Formula IV (SEC ID N° §)
en la que:
Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina,  — hidroxihistidina, homohistidina, ¢ — fluorometilhistidina o o —
5 metilhistidina;
"Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met o Thr;
Xea en la posicién 12 es: His, Trp, Phe o Tyr;
Xaa en 1a 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;
10 Xaa en la posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gln;
C Xae 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
Glu;
15 R en le posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
Gly — Pro 0 se ha suprimido.

Otro grupo preferido de los compuestos de GLP — 1 estd compuesto de andlogos
de GLP — 1 de férmula V (SEC ID N° 6):
. 20 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xan — 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 — Xan — Xaa — Xaa — Ala — Lys — Glu — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 137
25 [le— Xaa— Trp—Leu~ Val -Lys - Gly- Arg—R
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Férmula V (SEC ID N° 6)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 -
aminohistidina, 8 — hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina o o —
metilhistidina;

"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 posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;

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

Los compuestos preferidos GLP — 1 de férmulas I, II, III, IV y V comprenden
analogos de GLP ~ 1 o fragmentos de anélogos de GLP — 1 en los que los andlogos o
fragmentos contienen un aminoacido distinto de la alanina en la posicién 8 (andlogos de
posicion 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 correspondientes aminodcidos en GLP—-1 (7-37) OHo GLP -1
(7 — 36) OH nativos. Andlogos més preferidos tienen 5 6 menos cambios comparados
con los correspondientes aminoécidos en GLP — 1 (7 —37) OH o GLP - 1 (7 - 36) OH
nativos o tienen 4 6 menos cambios comparados con los correspondientes aminoacidos

en GLP — 1 (7 —-37) OH o GLP - 1 (7 — 36) OH nativos. Incluso se prefiere aiin més

]
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que estos andlogos tengan 3 o menos cambios comparados con los corres'pondienta
aminoficidos en GLP — 1 (7 — 37) OH o GLP - | (7 — 36) OH nativos. Es lo més
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, IIl, [V y V tienen una
propendién reducida e agregarse y generar formas insolubles. Esto también es
importante en el contexto de una proteina de fusion en la que el péptido relativamente
pequefio GLP — 1 debe mantener una conformacién activa a pesar de estar condensado
con una proteina mucho més grande. Los compuestos preferidos de GLP — 1 de frmule
II, 11, IV y V comprendidos por las proteinas de fusidn de la presente invencién
comprenden andlogos de GLP — 1 o fragmentos de andlogos de GLP — 1 en los que la
glicina en la posicién 22 y preferiblemente 12 alanina en la posicion 8 se han sustituido
con otro aminoécido.

Cuando la posicién 22 es 4cido 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
sulfonico tal como acido cisteico, Iz posicién 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isolevcine, serina, treonina o metionina y mas preferiblemente valina o glicina.

Otros compuestos preferidos de GLP — 1 incluyen andlogos de GLP — 1 de
formula IV (SEC ID N° 5) en la que los andlogos tienen la secuencia de GLP - 1 (7 -
37) OH excepto que el amino4cido en la posicion 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina
y la posicién 30 es dcido glutdmico, écido espértico, serina o histidina y mds
preferiblemente dcido glutémico.

Otros compuestos preferidos GLP — 1 incluyen andlogos de GLP — | de fdrmula
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IV (SEC ID N° 5) en la que los anklogos 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 més preferiblemente valina o glicina y el
aminodcido en la posicién 37 es histidina, lisina, arginina, treonina, serina, 4cido
glutdmico, dcido aspértico, triptéfano, tirosina, fenilalanina y més preferiblemente
histidiria.

Otros compuestos preferidos GLP — | 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 aminoécido en la posicién 8 es preferiblemente glicina, valina, leucina,
isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina y el
aminodcido en la posicién 22 es dcido glutdmico, lisina, écido aspartico o arginina y
mds preferiblemente acido glutdmico o lisina y el aminodcido en la posicién 23 es
lisina, arginina, dcido glutémico, dcido aspértico e histidina y més preferiblemente lisina
o éctdo glutdmico.

Otros compuestos preferidos de GLP — 1 incluyen andlogos de GLP - 1 de
férmula V (SEC ID N° 6) en la que los andlogos tienen la secuencia de GLP -1 (7 - 37)

-

OH excepto que el aminoécido en la posicién 8 es preferiblemente glicina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina 0 metionina y més preferiblemente valina o glicina
y el aminodcido en la posicion 22 es dcido glutémico, lisina, 4cido aspértico o arginina y
més preferiblemente 4cido glutdmico o lisina y la posicién 27 es alanina, lisina,
arginina, triptéfano, tirosina, fenilalanina o histidina y més preferiblemente alanina.
Otros compuestos preferidos GLP — 1 incluyen anélogos de GLP — 1 de formula
II en los que la andlogos tienen la secuencia de GLP — 1(7 - 37) OH excepto que el
aminodcido en la posicién 8 es uno, dos o tres aminoécidos seleccionados del grupo
constituido por la posicién 9, posicion 11, posicién 12, posicién 16, posicién 18,
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posicién 22, posicién 23, posicién 24, posicién 26, posicién 27, posicién 30, posicién
31, posicién 33, posicién 34, posicién 35, posicion 36 y posicion 37, difieren del
amino4cido en la posicién correspondiente de GLP — 1 (7 - 37) OH nativo.

Otros compuestos GLP-1 preferidos de formula Il incluyen:

val8-gLp-1(7-37)0H, GlyB-GLP-1(7-37)0H, Glu22-GLP-1(7-37)0K,
Asp22-GLP-1{7-37)0H, Arg22-GLP-1(7-37)0H, Lys22-GLP-1(7-
37)0H, Cys22-GLP-1(7-37)0H, Val8-Glu22-GLp-1(7-37)0H, vald-
Asp22-GLP-1(7-37)0H, ValB8-Arg22-GLP-1(7-37)0H, Vald-rys22-
GLP-1{7-37)0H, ValB-Cys32.GLP-1(7-37)0H, Gly®-Glu?d-gLp-1(7-
37)0H, Gly8-Amp22-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Arg22-gLP-1(7-37)0H,
Gly8-Lys22-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Cys22-GLP-1(7-37)0H, Qlu22-
GLP-1(7-36)OH, Asp22-GLP-1(7-36)0H, Arg22-GLP-1(7-36)CH.
Lys22-GLP-1(7-36)0N, Cys32-GLP-1(7-36)0H, Val8-Glul2-gLP-
1(7-36)oR, Val8-asp22-GLP-1(7-36)0H, Val8-arg22-gup-1(7-
36)0H. ValB-Lys22-GLP-1(7-36)0H, Val8-Cys22_GLP-1(7-36)0H,
GlyB8-01u22-GLP-1(7-36)OH, Gly8-Asp?2-GLP-1{7-36)0H, Gly8-
Arg22-GLP-1(7-36)0H, Gly8-Lys22-qLP-1(7-36)0H, GlyS-cys?2-
GLP-1(7-36)0H, Lys23-GLPp-1(7-37)0H, val8-Lys33-GLp-1(7-
37108, Gly8-Lys23-GLP-1(7-37)0H, His24-GLP-1(7-37)0H, valB-
Aie24-GLP-1(7-37)0H, GlyB8-mis24.GLP-1(7-37)0H, Lys24-GLP-
1(7-37)0H, ValB-Lys24-gLP-1(7-37)0B, Gly®-Lys23-GLP-1(7-
37)0H, Glu30-GLP-1(7-37)0d, Val8-Glu30-GLP-1(7-37)0K, GlyB-
Glud0-aLP-1(7-37)0H, Asp30-GLP-1(7-37)0H, Val8-aAgp3l-gLP-
1(7-37)0H, GlyB-asp30-GLp-1(7-37)0H, Gln30_GLp-1(7-37)0H,
val8-Glnd0-gLP-1(7-37)0H, Gly®-Gln30-gLP-1(7-37)0H, Tyr390-
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GLP-1(7-37)0H, Val8-1yr30-GLP-1({7-37)0H, Gly3-Tyr30-grLP-1(7-
37)0H, Ser30-gLp-1(7-37)0H, ValB-ser30-gLP-1(7-37)0H, GlyS-
Ser30-GLP-1(7-37)0H, His30-GLP-1(7-37)0H, val8-His30-GLp-
1{7-37)0H, GlyB-His30-GLP-1(7-37)0H, Glu34-GLP-1(7-37)0H,

. val8-Glu34-GLP-1{7-37)0H, Gly8-Glu34-GLP-1(7-37)CH, Ala34-
GLP-1(7-37)0H, ValB-a1a34-GLP-1(7-37)0H, GlyB-Aladé¢-gLp-1(7-
37)0H, Gly34-GLP-1(7-37)0H, ValB-gGly34-gLp-1(7-37)0H, GlyB-
Gly34-GLP-1(7-37)0H, Ala35-GLP-1(7-37)0H, ValB-Ala35-gLe-
1(7-3710H, Gly8-Ala35-GLP-1(7-37)0K, Lys35-GLP-1(7-37)0K,
valB-Lyse35-gLr-1(7-37)08, Glyﬁ-nyu35-cnp-1(7-37iou. Hig35-
GLP-1(7-37)0H Val®-Hia35-GLP-1(7-37)0H, GlyB-His3S-gLp-1(7-
37)OH, Prod5-GLP-1(7-37)0H, Val8-prodS-gLp-1(7-37)0H, GlyS8-
Pro35-GLP-1({7-37)0H, Glu35-GLP-1(7-37)0H val8-clu3d5-arp-1(7-
37)0H, Gly8-Glu35-GLP-1(7-37)0H, Val3-A1a27-gLP-1(7-37)0H,
val8-Hie37-GLP~1(7-37)0H, ValB-Glu22.Lyg23.gLP-1(7-37}0CR,
val8-Glu22-g1u23-gLp-1(7-37)0H, Val®-Glu?2-aAla?7-GLr-1(7-
37)0H, Val®-Gly34-Lys35-GLP~1(7-37)0H, val8-Ais37-gLP-1(7-
37)0H, .GlyB-Ris37-GLP-1(7-37)0H, ValB8-Glu?2-aA1a27-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-Glu?2-a1a27-GLP-1(7-37)0H, ValB-Lys22.Glu23-GLP-
1({7-37)08B, y Gly®-Lys22-Glu?3-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(SECID N° 7)
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R1-X-Glu-GlylO-Thr-Phe-Thr-Ser-AsplS-val-Ser-

Ser-Tyr-Leu20-y -Gly-Gln-Ala-ala25-Lys- z -
Phe-Ile-Ala30-Tzp-Leu-Val-Lys-Gly35-arg-Rr3

-férmula VI (SEC ID N° 7)
en los que: R, se selecciona del grupo constituido por L - histidina, D - histidina,
desaminohistidina, 2 - aminohistidina, B -~ hidroxihistidina, homohistidina, alfa —
5 fluorometilhistidina y alfa — metilhistidina; X se selecciona del grupo constituido por
Ala, Gly, Val, Thr, Ile y alfa — metil — Ale; Y se selecciona del grupo constituido por
Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly; Z se selecciona 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
10 invencidn 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 farmacéuticamente aceptables de los mismos, que tienen al menos
una modificacidn seleccionada del grupo constituido por:
(a) sustitucién de lisina en la posicién 26 y/o posicién 34 por glicina,
15 serina, cistefna, treonina, asparagina, glutamina, tirosina, alanina,
valina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, arginina 0 D —
lisina o sustitucién de glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina lisina o una D — arginina,
20 (b) sustitucién de triptéfano en la posiciébn 31 por un aminodcido
resistente a la oxidacién;

(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; dcido glutémico en-la posicion
21 por 4cido aspértico; glicina en la posicién 22 por serina;
glutamina en la posicién 23 por arginina; alanina en la posicién 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 cisteina, d4cido glutdmico en la posicion 9 por dcido
aspértico, glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina,
tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o fenilalanina;
glicina en la posicién 10 por serina, cistefna, treonina, asparagina,
glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o
fenilalanina y dcido aspértico en la posicidn 15 por &cido glutémico;
y

sustitucion de histidina en la posicién 7 por glicina, serina, cisteina,
treonina, asparagina, glutamina, tirosina, alanina, valina, isoleucina,
leucina, metionina o fenilalanina, o la forma D — o N — acilada o
alquilada de histidina; en la que en las sustitucion es (8), (b), (d) y
(€), los aminodcidos sustituidos pueden opcionalm_ente 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 enzima, dipeptidilpeptidasa IV (abreviadamente DPP V),

puede ser responsable de la rdpida inactivacion observada ir 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 IV en el contexto de una proteina de fusion, y se prefieren

maés las proteinas de fusién en las que el compuesto GLP — 1 es Gly* - GLP - 1



10

15

20

26

(7 - 37) OH, Val® ~ GLP - 1 (7 — 37) OH, « — metil - Ala® — GLP — 1 (7—37)
OH, o Gly’ - Gln® - 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 férmula 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.

Rl-Ala-Glu-Glyl0-
Thr-Phe-Thr-Ser-aspl5-val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Xaa-Glu-Phe-Ila-Ala30-
Trp-Leu-Val~Lys-Gly35-aArg-a3

férmula VII (SEC ID N° 8)

en la que R! se selecciona del grupo constituido por 4-imidezopropionilo, 4-
imidazoacetilo o 4-imidazo-ct, & dimetilacetilo; R? se selecciona del grupo constituido
por acilo (Cs — Cyo) no ramificado o estd ausente; R? se selecciona del grupo constituido
por Gly — OH o NH>; y Xaa es Lys o Arg.

Los compuestos més preferidos de fdrmula [V para uso en la presente invencién
son aquellos en los que Xaa es Arg y R? es acilo (Cs — Cio) no ramificado. Incluso
compuestos més preferidos de formula [V para uso en la presente invencidn son
aquellos en los que Xaa es Arg, R? es acilo (Cs — C1o) no ramificado y R es Gly — OH.
Otros compuestos altamente preferidos de fdrmula [V para uso en la presente invencién
son aquellos en los que Xaa es Arg, R? es acilo (Cs — Cio) no ramificado, R® es Gly —
OH y R! es 4-imidazopropionilo. Un compuesto especialmente preferide de formula [V
para uso en la presente invencién es aquel en el que Xaz es Arg, R? es acilo Cg no

ramificado, R? es Gly— OH y R' es 4-imidazopropionilo.
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Preferiblemente, los compuestos GLP -~ 1 comprenden anilogos de GLP —len
los que la estructura de dichos andlogos o fragmentos contiene un aminodcido distinto
de alanina en la posicién 8 (andlogos de posicidn 8). La estructura también puede incluir
L - histidina, D — histidina o formas modificadas de histidina tales como
desaminohistidina,  2-aminohistidina,  B-hidroxihistidina, homohistidina «-
fluorometilhistidina 0 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 aminodcido de GLP — 1
(7 — 37) OH nativo. Se prefiere més que estos anédlogos de posicién 8 contengan uno o
més cambios adicionales en las posiciones 16, 18, 22, 25, y 33 comparados con el
correspondiente aminodcido de GLP — 1 (7 — 37) OH nativo.

En una realizacién preferida, el andlogo de GLP -1 es GLP—-1(7-37)OH en
el que el aminodcido en la posicién 12 se selecciona del grupo constituido por triptéfano
o tirosina. Es més preferido que ademéds de la sustitucién en la posicién 12, el
aminoécido en la posicién 8 se sustituya con glicine, valina, leucina, isoleucina, serina,
treonina o metionina y mds preferiblemente valina o glicina. Es incluso mas preferido
que ademds de las sustituciones en las posiciones 12 y 8, el aminodcido en la posicién
22 esté sustituido con 4cido glutdmico.

En otra realizacién preferida, el andlogo de GLP -1 es GLP -1 (7-37) OH en
el que el aminodcido en la posicién 16 se selecciona del grupo constituido por
triptofano, isoleucina, leucina, fenilalanina o tirosina. Se prefiere més que ademés de la
sustitucion en la posicidn 16, el aminodcido en la posicion 8 se sustituya con glicina,
valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere més que ademas de las sustituciones en las posiciones 16 y 8,

el aminodcido en la posicién 22 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere

A®
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que ademds de las sustituciones en las posiciones 16 y 8, el aminodcido en la posicién
30 se sustituya con 4cido glutdmico. También se prefiere que ademés de las
sustituciones en las posiciones 16 y 8, el aminoacido en la posicidn 37 se sustituya con
histidine

En otra realizacion preferida, el andlogo de GLP — 1 es GLP -1 (7-37) OH en
el que el aminodcido en la posicién 18 se selecciona del grupo constituido por
triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, leucina o isoleucina, preferiblemente triptéfano,
tirosina e isoleucina. Se prefiere mis que ademés de la sustitucién en la posicién 18, el
aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serina,
treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina. Incluso se prefiere més que
ademds de las sustituciones en la posiciones 18 y 8, el aminoécido en la posicién 22 se
sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que ademés de las sustituciones en
las posiciones 18 y 8, el aminodcido en la posicién 30 se sustituya con dcido glutdmico.
Tembién se prefiere que ademés de las sustituciones en las posiciones 18 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 aminoécido en la posicién 19 se selecciona del grupo constituido por triptéfano
o fenilalanina, preferiblemente triptéfano. Se prefiere mis que ademés de la sustitucion
en la posicién 19, el aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicing, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o glicina.
Incluso se prefiere mas que ademds de las sustituciones en la posiciones 19 y 8, el
aminodcido en la posicién 22 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que
ademés de las sustituciones en las posiciones 19 y 8, el aminodcido en la posicién 30 se
sustituya con acido glutamico. También se prefiere que ademés de las sustituciones en

las posiciones 19 y 8, el aminoécido en la posicidn 37 se sustituya con histidina.
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En ofra realizacién preferida, el anilogo de GLP — 1 es GLP — 1 (7 = 37) OH en
el que el aminoécido en la posicidn 20 es fenilalanina, tirosina o triptéfano. Se prefiere
mds que ademd4s de la sustitucién en la posicién 20, ¢l aminoécido en la posicidn 8 se
sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucina, serine, treonins 0 metioning y més
preferiblemente valina o glicina. Incluso se prefiere més que ademés de las sustituciones
en la posiciones 20 y 8, el aminoicido en la posicién 22 se sustituya con 4cido
glutémico. También se prefiere que ademds de las sustituciones en las posiciones 20 y
8, ¢l aminodcido en la posicién 30 se sustituya con écido gluthmico. También se
prefiere que ademas de las sustituciones en las posiciones 20 y 8, el aminoéicido 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 aminoédcido en la posicién 25 se selecciona del grupo constituido por valina,
isoleucina y leucina, prefe'riblte valina. Se prefiere més que ademés de la
sustitucién en la posicidén 25, el aminodcido en la posicién 8 se sustituya con glicina,
valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere més que ademas de las sustituciones en la posiciones 25 y 8,
¢l aminoédcido en la posiqién 22 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere
que ademsds de las sustituciones en las posiciones 25 y 8, el aminoicido en la posicién
30 se sustituya con dcido glutdmico. También se¢ prefiere 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 -1 es GLP -1 (7-37) OH en
el que el aminodcido en la posicién 27 se selecciona del grupo constituido por
isoleucina o alanina. Se prefiere més que ademaés de la sustitucién en la posicién 27, el
aminoficido en la posicién 8 se sustituya con glicina, valina, leucina, isoleucins, serina,
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treonina 0 metionina y més preferiblemente valina o-glicina. Incluso se preﬁere mads que
edemis de las sustituciones en la posiciones 27 y 8, el aminodcido en la posicién 22 se
sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que ademés de las sustituciones en
las posiciones 27 y 8, el aminodcido en la posicion 30 se sustituya con écido glutdmico.
También se prefiere que ademds de las sustituciones en las posiciones 27 y 8, el
aminodcido en la posicidn 37 se sustituya con histidina.

En otra realizacin preferida, el andlogo de GLP — 1 es GLP -1 (7—-37) OH en
el que el aminodcido en la posicién 33 es isoleucina. Se prefiere mds que ademés de la
sustitucién en la posicién 33, el aminoécido en la posicién 8 se sustituya con glicina,
valina, |eucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente valina o
glicina. Incluso se prefiere més que ademés de las sustituciones en la posiciones 33 y 8,
el aminodcido en la posicion 22 se sustituyn con écido gluthmico. También se prefiere
que ademés de las sustituciones en las posiciones 33 y 8, el aminoédcido en la posicién
30 se sustituya con dcido glutdmico. También se prefiere que ademds de las
sustituciones en las posiciones 33 y 8, el aminodcido en la posicién 37 se sustituya con
histidina.

Los compuestos de GLP — 1 tienen modificaciones una o mis 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 aminoécidos de foérmula IX (SEC ID N° 12).

Xaa,-Xagas-Glu-Gly-Thr-Xaa,;-Thr-Ser-Asp-Xaa,s-Sexr-
Xaajg-Xaays-Xaazp~-Glu-Xaazz-Gln-Ala-Xaazs-Lys-Xaasy~
Phe-Ile-Xaay-Trp-Leu-Xaaj;~Lys-Gly-Arg-Xaay,
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Férmula IX (SEC ID N° 12)

en la que:

Xaa; es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, § —

5 hidroxihistidina, homohistidina, o — fluorometilhistidina 0 o — metilhistidina;

10

15

"Xaag es: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

Xaa;z es: Phe, Trp o Tyr;

Xang es: Val, Trp, Ile, Leu, Phe o Tyr,

Xnayg es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;
Xaayg es: Tyr, Trp o Phe;

Xaag es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

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

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

Xaay7 es: Glu, Ile 0 Als;

Xaayg es: Ala o Glu;

Xansyyes: Valolle; y

Xaajy; es: Gly, His, NH; o estd ausente.
Algunos compuestos preferidos de GLP — 1 de formula IX incluyen

20
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GLP-1(7-37)0H, G:.p-u?-asa-m.,' 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)0H, Leu'-GLP-1(7-36)NH;, Ile"-GLP-1(7-37)}0H, Ile’-
GLP-1(7-36)NHa, Ser®-GLP-1(7-37)0H, Ser®-GLP-1(7-36)NH,,
Thr*-GLP-1(7-37)0H, Thr'-GLP~1(7-36)NH;, Val®-Tyr'?-gLP-1(7-
37)0H, Val'-Tyr'?-GLP-1(7-36)NH;, Val’-Tyr'®-GLP-1(7-37)0H,
val'-Tyr'®-GLP-1(7-36)RE,, Val®-Glu®*-GLP-1(7-37)0H, val®-
GluM-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)MH;, Gly'-Asp?-GLP-1(7-37)0H, Gly'-Asp?®-GLP-1(7-36)NH,,
val®-Lys??-GLP-1(7-37)0H, val'-Lys*?*-GLP-1(7-36)NF;, Gly'-
Lys?3-GLP-1(7-3710H, Gly*-Lys¥-GLP-1(7-36)MH;, Leu'-Qlu®-GLP-
1(7-37)0H, Leu’~Glu*-GLP-1(7-36)NH;, Ile'-Glu’’-GLP-1{7-
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37)0H, Ile*-Glu®-GLP-1(7-36)NH;, 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)NHy, Leu'-Lys®?-GLP-1(7-37)0H, Leu'-Lys**-GLP-
1(7-36)NHa, Ile®-Lys®*-GLP-1(7-37)0H, Ile®-Lys®*-GLP-1(7-
36)NH;, Ser’-Glu?*-GLP-1{7-37)0H, Ser"-Glu**-GLP-1(7-36)NH,,
Thr?-Glu??-GLP-1(7-37)0H, Thr’-Glu®-GLP-~1(7-36)NH;, Ser®’-

" Asp¥-GLP-1(7-37)COH, Ser"-Asp’-GLP-1(7-36)NH;, Thx®-Asp*’-GLP-
1(7-37)0H, Thr'-Asp®-GLP~1(7-36)NH;, Ser®-Lys®¥-GLP-1(7-
37)0B, Ser'-Lys™-GLP-1(7~36)NHa, Thr'-Lys*-GLP-1(7-37)0R,
Thr®-Lys’?-GLP-1(7-36)NHa, Glu??-GLP~1 (7-37)0H, Glu*?-GLP-1(7-
36)NH2, Asp*?-GLP-1(7-37)0H, Asp*?~GLP-1{7-36)NH;, Lys’’-GLP-
1(7-37)0H, Lys*-GLP-1(7-36)NH;, Val®-Ala®’-GLP-1(7-37)0H,
val'-Glu®-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®~Glu’’-GLE-1(7-37)CH, Val'-
Glu®-GLP-1(7-36)MH;, Gly®-Glu’®-GLP-1(7-37)0H, Gly*-Glu'°~GLP-
1(7-36)NH;, Leu'-Glu'®-GLP-1(7-37)0H, Leu®-Glu™-GLP-1(7-
36)NH;, Ile®-Glu’-GLP-1(7-37)0H, Ile’-Glu’-GLP-1(7-36)NN;,
Ser'-Glu*’-GLP-1(7-37)0H, Ser®-Glu*°-GLP-1(7-36)NH;, Thr’-
Glu?®-GLP-1(7-37)O0H, Thx'-Glu'’~-GLP-1(7-36)NH;, Val®-His'’-~GLP-
1(7-37)0H, Val'-His*’-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, Leu®-Hig?’-
GLP-1(7-36)NH;, Ile'-His?’-GLP-1(7-37)0H, Ile'-His’-GLP-1(7-
36)NH2, Sex’-His?*’-GLP-1(7-37)0H, Sex'-His)'-GLP-1(7-36)NH,,
Thr'-Hig*’~-GLP-1(7-37)0H, Thx'-His?'-GLP-1(7-36)NH,.

Algunos compuestos preferidos GLP — 1 de férmula IX que tienen sustituciones
multiples incluyen GLP ~ 1 (7 — 37) OH en el que la posicién 8 es valina o glicina, la
posicién 22 es écido glutdmico, la posicién 16 es tirosina, leucina o triptéfano, la
posici6n 18 es tirosina, triptéfano o isoleucina, la posicién 25 es valina y la posicién 33

isoleucina. Otros compuestos GLP — 1 preferidos incluyen los siguientes: Vai®-Try'®-
GLP-1 (7 -
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37)0H, Val®-Tyr*¥-giu®?*-GLP-1(7-37)0KH, Val®-Tyr'*-phe'’-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Tyr**-Gilu??*-GLP-1(7-37)0H, Val’-Trp**-Glu®’-

GLP-1(7-37)0H, Val’-Leu'*-Glu??>-GLP-1(7-37)0H, Val®-Ile’$-

Glu®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Phe'®*-Glu®*-GLP-1(7-37)0H,; vall’-
Trp'*-Glu®?-GLP-1(7-37)0H, val®-Tyr'*-Glu??-cLP-1(7-37)0H,
val®-phe’*-Glu??-GLP-1(7-37)0H, and Val®-Ile®-Glu?i-GLP-1(7-
37)OH.

Los compuestos GLP - | de la presente invencién también comprenden
compuestos de exendine. La exendina — 3 y la exendina — 4 son péptidos
biolégicamente 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 parietales de mamiferos. La exendina — 3 y la exendina - 4 son
embos péptidos de 39 aminoécidos que son aproximadamente homélogos en un 53% al
GLP -1. Actian como potentes agonistas de la actividad de GLP - 1. Especialmente, un
derivedo 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 exendina — 3, exendina — 4 o un andlogo o fragmento de
las mismas. La exendine — 3 y la exendina — 4 se describen en la patente de Estados
Unidos N° 5.424.286.

La exendina — 3 tiene la secuencia de aminodcidos de SEC ID N°9:

7 8 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 -
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29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 139
lle = 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 aminodcidos 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 — Gln — Met ~ Glu — Glu — Glu — Ala— Val - Arg - Leu — Phe -
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°10)

Los compuestos GLP — | tembién incluyen fragmentos de exendina que son
polipéptidos obtenidos después del truncamiento de uno o més aminoécidos del extremo
N terminal y/o extremo C terminal de exendina o un anélogo de exendina. Ademis, los
compuestos de GLP — 1 incluyen polipéptidos de exendina en los que uno o mas
aminoécidos se han afladido al extremo N terminal y/o extremo C terminal de exendina
o fragmentos de los mismos. Los compuestos de exendina de este tipo tienen hasta
aproximadamente cuarenta y cinco aminodcidos.

Los compuestos GLP - 1 también incluyen “andlogos de exendina”. Un anslogo

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 el andlogo tiene actividad insuiinotrépica.
La actividad de los fragmentos de exendina y/o andlogos 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 andlogo de exendina tiene ia secuencia de aminodcidos de la
exendina — 4 o un fragmento de la misma, modificada de manera que entre uno, dos,
tres, cuatro o cinco aminodcidos son diferentes del aminodcido en la posicién
correspondiente de la exendina - 4 o el fragmento de exendina - 4. En la nomenclatura
utilizada esta memorie descriptiva para designar compuestos de exendina, el
aminoécido sustituyente y su posicién se indican antes de la estructura parental. Por
ejemplo, Val® ~ exendina — 4 designa un compuesto de exendina en el que la glicina que
normalmente se encuentra en 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/

"anélogos 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 — Xan — Ala — Xaa - Xaa - Xaa - Phe -

29 30 31 32 33 34 35 36 37

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

férmula VIII (SEC ID N° 11)

en la que:

Xaa en la posicion 7 es L - histidina, D - histidina, desaminohistidine, 2 -
aminohistidina, B — hidroxihistidina, homohistidina, & — fluorometilhistidina o0 a -

1S5
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metilhistidina;

Xaa en la posicion 8 es: Gly, Ala o Val;

Xaa en la posicién 16 es: Leu o Val,

Xaa en la posici6n 18 es: Lys o Sex;

Xaa en la posicién 19 es: Gln o Tyr;

"Xaa en la posicion 20 es: Met 0 Leu;

Xaa en Ia posicién 22 es: Glu o Gln;

Xaa en la posicién 23 es: Glu o Gln;

Xaa en |a posicién 25 es: Val o Ala;

Xaa en la posicién 26 es: Argo Lys;

Xaa en la posicién 27 es: Leu o Glu;

Xaa en la posicidn 30 es: Gluo Ala;

Xaa en la posicién 33 es: Val o Lys;

Xna en la posicion 34 es: Asn o Lys;

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

R en la posicién 37 es: Gly, Pro, Pro — Ser — Ser — Gly — Ala— Pro — Pro — Pro -
Ser o esté ausente. La actividad de 18 especies diferentes que cacn dentro de este género
se proporciona en la tabla 6.

Ademds los andlogos de exendina que son utiles en la presente 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 proteinas de fusién de GLP — 1 de la presente invencién pueden comprender
sitios de glicosilacién. La glicosilacién es una modificacion quimica en le que restos de

azicar se afiaden a la proteina en sitios especificos. La glicosilacién de proteinas juega

e
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un papel para esegurar la carga cormrecta, confirmacién y estabilidad la 'l-:rote{nn de
maduracién y puede dirigir la proteina a la supq‘ﬁt.:ie de la célula y a una secrecién
eventual de la proteina. Lo més importante es que, la glicosilacién efectia la tasa de
eliminacién de muchas proteinas in vivo. Los azicares pueden estar O - unidos o N —
unidos- En general, los aziicares O — unidos se afiaden al ox{geno del grupo hidroxilo de
la serina y treonina, mientras que los azficares 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 embeargo, es
de interés que las proteinas 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 secuencia Fc se glicosilan en la ltima serina en la extensién del
extremo C terminal (SSGAPPPS*) y en la treonina en la posicién 11 en la regién del
extremo N terminal de Fc (AEPKSCDKTHT*CPPC. . ).

Proteinas de fusion Fe heterdlogas

Los compuestos GLP — 1 descritos anteriormente se pueden condensar
directamente 0 mediante un engarce de péptidos a la porcién Fc de una
inmunoglobulina.

Las inmunogiobulinas son moléculas que contienen cadenas de polipéptidos que
s¢ 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
aminoécidos variable dependiendo de la especificidad de anticuerpo de la molécula. Los
ofros dominios (C) tienen una secuencia bastante constante comiin con las moléculas de

1a misma clase.

W
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Como se utiliza en esta memorie descriptivi, la porcién fc de una
inmunoglobulina tiene ei significado cominmente 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 regiones de unién del antfgeno (frmgmentos Fab) del
anticuerpo. Una forma para retirar los fragmentos Fab es digerir la inmunoglobulina con
proteasa de papaina. De este modo, la porcion Fc se forma a partir de fragmentos de
tamailo aproximadamente igual de la regién constante de ambas cadenas pesadas, que se
asocian & través de interacciones no covalentes y enlaces disulfuro. La porcién Fc puede
incluir las regiones flexibles y se extienden mediante los dominios CH; y CH; 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 porcién Fc puede ademés incluir uno o mas sitios de glicosilacién. La
secuencia de aminoédcidos de una proteina de Fc representativa contiene una regién
flexible, dominios CHz y CHy y un sitio de N-glicosilacién en la posicién 82 se
muestran en la figum 1.

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

o
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eficazmente que G1, G1 es mis eficaz en |a mediacion de la lisis celular dirigida por el
complemento. G2 fija el complemento muy ineficazmente. El sitio de unién a Clq en
IgG se localiza en la regidn carboxi terminal del dominio CHa.

Todas las subclases de IgG son capaces de unirse a los receptores de Fe (CD16,
CD32, CD64) siendo G1 y G3 mis eficaces que G2 y G4. La regién 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 CH,.

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 solamente. 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 desgranulacién respectivamente. También puede fijar el complemento
mediante una via alternativa desconocida.

La IgM se expresa en forma bien de pentdmero o hexémero, ambas formes se
mantienen juntas mediante una cadena J. La IgM tiene una semivida en suero de 5 dias.

Se une débilmente a Clq mediante un sitio de unién localizado en su dominio CHj. La

IgD tiene una semivida de 3 dias en suero. No esté claro qué efecto o funciones se

atribuyen a esta Ig. La IgE es una Ig monomérica y tiene una semivida 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 heterSlogas de la
presente invencién pueden contener cualquicra de los isotipos descritos anteriormente o
pueden contener regiones de Fc mutadas en las que las funciones de unién el
complemento y/o al receptor de Fc se han aiterado. De este modo, las proteinas de

fusi6én heterdlogas de la presente invencién pueden contener la porcion Fc entera de una

14
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inmunoglobulina, los fragmentos de la porcién Fc de una inmunoglobulina, -o anélogos
de los mismos condensados con un compuesto GLP - 1.

Las proteinas de fusidn de la presente invencién pueden constar de proteinas de
cadena sencilla o polipéptidos de cadena miltiple. Dos o més proteinas de fusién de Fc
se pueden producir de manera que interactien mediente enlaces disulfuro que se forman
naturalmente entre las regiones Fc. Estos multimeros pueden ser homogéneos con
relacion al compuesto GLP -1 o pueden contener diferentes compuestos GLP — 1
condensados en el extremo N terminal de la porcién Fc de la proteina de fusidn.

Independientemente de la estructura final de la proteina de fusién, 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 biolégica. Se puede demostrar un aumento
en la semivida utilizando el procedimiento descrito en el ejemplo 7 en el que la
semivida de la proteina de fusién se compara con la semivida del compuesto de GLP —
1 solo. La actividad biolégica se puede determinar mediante procedimientos in vitro e
in vivo conocidos en la técnica. Los ensayos bioldgicos representativos se describen en
los ¢jemplos 6,8 y 9. _

Ya que la regioén Fc de la IgG producida mediante proteolisis tiene la misma
semivida in vivo que la molécula intacta de IgG y los fragmentos Fab se degradan
répidamente, se cree que la secuencia relevante para prolongar Ia semivida reside en los
dominios CH; y CH3. Ademds, se ha mostrado en la bibliografia que las velocidades
catabélicas de las variantes de IgG que no se unen al receptor de Fc de alta afinidad o
Clq son indistinguibles de la velocidad de eliminacién del anticuerpo de tipo natural
parental, indicando que el sitio catabélico es distinto de los sitios implicados en la unién
al receptor de Fe o Clq. [Wawrzynczak y col., (1992) Molecular Immunology 29: 221].

250
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Los estudios de mutagénesis especifica puntual que usan una region Fc de IéGl murina
sugerian que el sitio de la regién Fc de IgG1 que c;mtroln la velocidad metabélica se
localiza en la interfase del dominio de CH; y CH;.

En funcién de estos estudios, las regiones Fc se pueden modificar en el sitio
catabélico para optimizar la semivida de las proteinas de fusién. Es preferible que la
regién Fc utilizada para las proteinas de fusién heterdlogas de la presente invencién se
derive de una regién Fc de una IgGl o de una IgG4. Incluso se prefiere mis que la
region Fe sea IgG4 o derivada de IgG4. Preferiblemente la regién Fc de IgG contiene
ambas regiones CH, y CH; que incluyen la regién flexible (irea en la molécula de
inmunoglobulina que contiene muchos residuos del aminodcido prolina y es donde el

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

Proteinas de fusion hetergl, de albumina

Los compuestos de GLP ~ 1 descritos anteriormente se pueden condensar
directamente o mediante un engarce de péptidos a albiimina o un anélogo, fragmento o
derivado de la misma.

En general, ias protefnas de albimina que forman parte de las proteinas de
fusién de la presente invencién se pueden derivar a partir de albimina clonada de
cualquier especie. Sin embargo, se prefieren la alblimina humana y los fragmentos y
andlogos de la misme para reducir el riesgo de que la proteina de fusién sea
inmunogénica en seres humanos. La albimina 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 la 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: 6§747]. Se han décrito una
diversidad de variantes polimérficas asi como andlogos y fragmentos de albiimina.
[Véase Weitkamp y col., (1973) Ann. Hum. Genet. 37: 219]. Por ejemplo, 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 heterblogas de la presente invencién
incluyen compuestos GLP — 1 que se acoplan a cualquier proteina de albumina que
incluye fragmentos, anélogos y derivados en los que dicha proteina de fusién es
biolégicamente activa y tiene una semivida en plasma més larga que 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 plasma igual a la de la albimina humana nativa.
Se conocen o se pueden generar los fragmentos, andlogos y derivados que tengan
semividas mis largas o que tengan semividas intermedias a las la de albiimina humana
nativa y ¢! compuesto de GLP - 1 de interés.

Las protefnas de fusién heterflogas de la presente invencién comprenden
protefnas que tienen sustituciones conservadoras de aminoécidos en el compuesto GLP
— 1 y/o la porcién de Fc o de albiimina de la proteina de fusién. Una “sustitucién
conservadora” es el reemplazo de un aminodcido por otro aminodcido que tiene la
misma carga neta electrdnmica y aproximadamente el mismo tamafio y forma. Los
aminodcidos con cadenas laterales de aminodcidos alifiticas o aliféticas sustituidas
tienen aproximadamente el mismo tamafio cuando nimero total de carbonos y
heteroatdmos en sus cadena laterales difieren en no més de aproximadamente cuatro.
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Tienen aproximadamente la misma forma cuando el mimeto total de mniﬁt.:acion en
sus cadenas laterales difiere en no més de uno. Los aminodcidos con grupos fenilo o
fenilo sustituidos en sus cadenas laterales se considera que tienen eproximadamente el
mismo tamafio y forma. Excepto que en esta memoria descriptiva se especifique otra
cosa, las sustituciones conservadoras se hacen preferiblemente con aminodcidos de
origen natural.

Sin embargo, el término “aminoédcido”™ se utiliza en esta memoria descriptiva en
su sentido méds amplio e incluye aminodcidos de origen natural asi como aminodcidos
de origen no natural, incluyendo andlogos y derivados de aminoédcidos. Esto Gltimo
incluye moléculas que contienen un resto aminodcido. Un experto en la técnica
reconocerd, vista de esta amplia definicién, que la referencia en esta memoria
descriptiva de un aminoacido incluye, por ejemplo, aminodcidos 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, ornitina, GABA, etc.; y compuestos sintetizados

quimicamente que tienen propiedades conocidas en la técnica que son caracteristicas de
aminodcidos. Como se utiliza en esta memoria descriptiva el término “proteogénico”
indica que el aminoédcido se puede incorporar a un péptido, polipéptido o proteina en
una célula mediante une via metabolica.

La incorporacién de aminoédcidos no naturales, que incluyen aminodcidos no
nativos sintéticos, aminoécidos sustituidos o uno o més aminodcidos D en las proteinas
de fusién heterSlogas de la presente invencién puede ser ventajosa en numerosas formas
diferentes. Los péptidos que contienen aminodcidos D eic., exhiben una estabilidad
incrementada in vitro 0 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 til cuando se desea o se re.quiere una
estabilidad intracelular mayor. Més especificamente, los péptidos D, etc., son resistentes
a peptidasas y proteasas endégenas, proporcionando por lo tanto una biodisponibilidad
mejorada de la molécula y vidas prolongadas in vivo cuando se desean tales
propiedades. Adicionalmente, los péptidos D, etc., no se pucden elaborar eficazmente
para una presentacion principal de histocompatibilidad de complejo clase II restringido
respecto a las células auxiliares T, y por lo tanto es menos probable que induzcan
respuestas inmunes humorales en el organismo entero.

Ademds de los andlisis estructura/funcién de los diversos polipéptidos
comprendidos en la presente invencién, hay numerosos factores que se pueden
considerar cuando se seleccionan los aminodcidos para sustitucién. Un factor que se
puede considerar para hacer tales cambios es el indice hidropético de los aminoécidos.
La importancia del indice hidropético de los aminodcidos que confiere la funcién
interactiva biolégica en una proteina la han descrito Kyte y Doolittle (1982, J. Mol
Biol., 157: 105 — 132). Se acepta que el caricter hidropético relativo de los aminoécidos
contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante. Esto, a su vez, afectaala
interaccién de la proteina con moléculas tales como enzimas, sustratos, receptores,
ligandos, DNA, anticuerpos, antigenos, etc. En funcién de su hidrofobicidad y
caracteristicas de carga, cada aminoécido se le ha asociado un indice hidropético como
sigue:
Isoleucina (+ 4,5); valina (+ 4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+ 2,8); cistefna/cistina (+
2,5); metionina (+ 1,9); alanina (+ 1,8); glicina (- 0,4); treonina (- 0,7); serina (- 0,3);
triptofano (- 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 se sabe en la técnica, ciertos aminodcidos en un péptido, polipéptido o
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-

proteina se pueden sustituir con otros aminodcidos qué tengan un indi;:e o valor
hidropético similar y as{ producir un péptido resultante, etc, que tenga una actividad
biolégica similar o incluso mejorada. Cuando se hacen tales cambios es preferible que
los aminoécidos que tienen indices hidropdticos entre + 2 se sustituyan con otro. Las
sustituciones més preferidas son aquellas en las que los aminodcidos tienen indices
hidropéticos entre + 1. Las sustituciones més preferidas son aquellas en las que los
aminodcidos tienen indices hidropéticos 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 local de una proteina, segin se rige por la hidrofilicidad de sus
aminoécidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad bioldgica de la proteina. 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); giicina (0); treonina (- 0,4); prolina (- 0,5 + 1);

"alanina/histidina (- 0,5); cisteina (- 1,0); metionina (- 1,3); valina (- 1,5);

leucina/isoleucina (- 1,8); tirosina (- 2,3); fenilalanina (- 2,5); y triptéfano (- 3,4). De
este modo, un aminoédcido en un péptido, polipéptido o proteina se puede sustituir con
ofro aminoécido que tenga un valor similar de hidrofilicidad y asf producir un péptido
resultante, etc, que tenga una actividad bioldgica similar, es decir manteniendo todavia
una correcta funcién biolégica. Cuando se hacen tales cambios, loa aminodcidos que
tienen indices hidropdticos 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 fusidn de la presente invencién se pueden basar en la semejanza relativa de
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los sustituyentes de la cadena latersl de los amiriodcidos, por ejemplo, su
hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio, etc. A&emés, las sustituciones se pueden
realizar en funcién de la propensién de la estructura secundaria. Por ejemplo, un
aminoécido helicoidal se puede sustituir con un aminoécido que preservara la estructura
helicoidal. Las sustituciones ejemplares que tienen cuenta diversas de las
caracteristicas anteriores con el fin de producir cambios conservadores de aminodcidos
que dan como resultado cambios silenciosos en los péptidos presentes, etc., se pueden
seleccionar de otros miembros de la clase a la que los aminodcidos de origen natural
pertenecen. Los aminodcidos se pueden dividir en los siguientes cuatro grupos: (1)
aminodcidos 4cidos; (2) aminodcidos bésicos; (3) aminodcidos polares neutros; y
aminodcidos (4) eminodcidos no polares neutros.

Procedimientos generales para la preparacion de proteinas de fusion heterélogas de la
presente invencion,

Aunque las proteinas de fusién heterdlogas de la presente invencién se pueden
preparer mediante una diversidad de diferentes procedimientos, se prefieren los
procedimientos de recombinacién. Para propdsitos de la presente invencién, como se
describe y se reivindica en la presente invencién, se definen més adelante los siguientes
términos y abreviaturas de biologia molecular general. Los términos y abreviaturas
utilizados en este documento tienen 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; “ug” se refiere a microgramos; “ml” se refiere
a mililitros; y “ul” se refiere a microlitros. Las abreviaturas de los aminodcidos 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
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DNA o RNA. Las sbreviaturas A, C, G, y T, cuando sé presentan en moléculas de
DNA, comresponden a las formas 5° — monofosllfa.ﬁo de los desoxirribonucleésidos
(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 ribonucledsidos uridina, citidina, guanosina y
adenosina respectivamente. En el DNA de doble cadena, el par de bases se reficre a la
asociacién de A con T o C con G. En un DNA/RNA, el par de bases heterodiiplex puede
referirse a una asociacién de A con U o C con G. (Véase la definicién de
“complementario” més adelante.)

“Digestién” o “restriccion” de DNA se refiere a la escisién catalitica del DNA
con una enzima de restriccidn que actiia solamente en ciertas secuencias en el DNA
(“endonucieasas de secuencias especificas™). Las diversas enzimas de restriccién
utilizadas en ecsta memoria descriptiva estin comercialmente disponibles y sus

condiciones de reaccién, cofactores y otros requerimientos se utilizaron como conocen

"los expertos en la técnica. Las cantidades de tampones y sustrato adecuadas para las

enzimas de restriccién particulares se especifican por el fabricante o se pueden
encontrar ficilmente en la bibliografia.

“Ligacién” se refiere al procedimiento de formacién enlaces fosfodiéster entre
dos fragmentos de dcido 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.

“Plésmido™ se refiere a elemento genético de autorreplicacién extracromosomal
(usualmente). Los plasmidos se designan generalmente mediante una minascula “p”
seguido de letras y/o numeros. Los plésmidos de partida en esta memoria descriptiva
estin, o bien comercialmente disponibles, disponibles pablicamente en funcién no
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resiringida, o se pueden construir a partir de pldsmidos disponibles de ncu:rdo con
procedimientos publicados. Ademds, los plésmidos equivalentes a los descritos se
conocen en la técnica y serén evidentes para los expertos en la técnica.

“Vector de clonacidn de DNA recombinante™ como se utiliza en esta memoria
descriptiva se refiere a cualquier agente de replicacién auténomo, incluyendo, pero no
limitado a, plésmidos y fagos, que comprenden una molécula de DNA a la que se
pueden afiadir o se han afladido uno o mis segmentos adicionales de DNA.

“Vector de expresién de DNA recombinante™ como se utiliza en esta memoria
descriptiva se refiere a cualquier vector de clonacién de DNA recombinante en ei que se
ha incorporado un promotor para controlar la transcripcién del DNA insertado.

“Transcripcién” se refiere al procedimiento por el que la informacién contenida
una secuencia de nucledtidos de DNA se transfiere a una secuencia complementaria
de RNA. _

“Transfeccion” se refiere a la captacién de un vector de expresién por una célula
huésped se expresen o no, de hecho, las secuencias de codificacidn. Los expertos en la
técnica conocen numerosos procedimientos de transfeccién, por ejemplo,
coprecipitacién con fosfato cdicico, transfeccién de liposomas y electroporacién. La
transfeccién exitosa se reconoce generalmente cuando se produce cualquier indicacién
de 1a operacion de este vector en la célula huésped.

“Transformacién” se refiere a la introduccién de DNA en un organismo de
manera que el DNA es replicable, bien como un elemento extracromosomal o por
integracién cromosomal. Los procedimientos de transformacion de las células huésped
eucariticas y bacterianas se conocen bien en la técnica, muchos de estos

procedimientos, tales como inyeccién muclear, fusién protopldstica o tratamiento con
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Tales técnicas y condiciones son bien conocidas por 103 expertos en la técmen.

“Secuencia de aminodcidos aislados” sc refiere a cualquier secuencia de
aminodcidos, construida o sintetizada, que es posicionalmente distinta de la secuencia
de origen natural.

“Compuesto de DNA aislado” se refiere a cualquier secuencia de DNA,
constniida o sintetizada, que es posicionaimente distinta de su localizacién natural en
DNA genémico.

“Compuesto de dcido nucleico aislado™ se refiere & cualquier secuencia de DNA
o RNA, construida o sintetizade, que es posicionalmente distinta de su localizacién
natural.

“Cebador” se reficre & un fmgmento de dcido nucleico que funciona como
sustrato iniciador de una elongacién enzimética o sintética,

“Promotor” se refiere a una secuencia de DNA que dirige Ia transcripcién de
DNA a RNA.

“Sonda” se refiere a un compuesto de 4cido nucléico o fragmento del mismo,
que se hibrida con otro compuesto de &cido nucleico.

“Rigurosidad™ de las reacciones de hibridacién se determina féciimente por un
experto en la técnica, y generalmente es un cdlculo 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 hibridacion apropiada, mientras que
sondas pequeiias necesitan temperaturas menores. Generalmente la hibridacién depende
de la capacidad del DNA desnaturalizado para rehibridarse cuando estin presentes
cadenas complementarias en un ambiente por debajo de su temperatura de fusion.
Cuanto mayor es el grado de homologia deseada entre ia sonda y 1a secuencia hibridable
mis alta puede ser la temperatura relativa utilizada. Como resultado, las temperaturas

259
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relativas mds altas tenderén a hacer las reacciones més rigiirosas, mientras te;mperaturas
inferiores lo hacen menos. Para detelles adicionales y explicacién de la rigurosidad de
las reacciones de hibridacidn, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience Publishers, 1995.

“Condictones rigurosas” o “condiciones altamente rigurosas” como se definen
en estd memoria descriptiva, se pueden identificar como aquellas que (1) emplean
intensidad idnica baja y temperature alta de lavado, por ejemplo, cloruro sédico 15 mM
/ citrato sédico 1,5 mM / dodecilsulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2) emplean un agente
desneturalizante durante la hibridaci6n, tal como formamida, por ejemplo, formamida al
50% (v/v) con alblmine sérica bovina al 0,1% / ficoll al 0,1% / polivinilpirrolidona al
0,1% / tampdn fosfato sédico 50 mM e pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM / citrato
sédico 75 mM a 42°C; o (3) emplean formamida al 50%, 5X SSC (cloruro sédico 750
mM, citrato sodico 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 ug/mi), SDS al
0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C con lavados a 42°C en 0,2X SSC (cloruro
sddico 30 mM / citrato sédico 3 mM) y formamida al 50% a 55°C seguido de un lavado
de alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1X que contiene EDTA a 55°C.

“Condiciones moderadamente rigurosas™ se pueden identificar como se describe
en el documento de Sambrook y col.,, [Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Nueva York: Cold Spring Harbor Press, (1989)], ¢ incluye el uso de soluciones de
lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, intensidad iénica y %
de SDS) menos rigurosas que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones
moderadamente rigurosas es la incubacién durante una noche a 37°C en una solucién
que comprende: formamida al 20%, 5X SSC (cloruro sédico 750 mM, citrato sédico
75 mM), fosfato sédico 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 iénica, etc., segin se
necesite para acomodar los factores tales como 1a longitud de la sonda y similares.

“PCR” se refiere a la ampliamente conocida reaccién en cudenn con polimerasa
que emplea una polimerasa de DNA térmicamente estable.

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

“Secuencia de sefial de secrecion™ se refiere a una secuencia de aminoécidos que
generalmente est4 presentes en la regién N terminal de un polipéptido més grande que
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 plasmética

' Construccion de DNA que codifica las proteinas de fusién heterdlogas de la presente
invencién:

Las proteinas de albimina de tipo natural ¢ inmunoglobulina se pueden obtener
de una diversidad de fuentes. Por ejemplo, estas proteinas se pueden obtener a partir de
genotecas de cDNA preparadas a partir de tejido o células que expresan el mRNA de
interés & un nivel detectable. Las genotecas se pueden analizar con sondas disefiadas
usando el DNA publicado o secuencia de proteinas para la proteina particular de interés.
Por ejemplo, las regiones constantes 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) Nahire 298: 286 - 288; y Mo;-rison y col
(1984) Ann. Rev. Immunol. 2: 239 — 256. Algunas referencias que describen la proteina
de albimina 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 de cDNA con la sonda seleccionada se puede llevar a
cabo usando procedimientos estdndar, tales como los descritos en Sambroock y col,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1989). Un medio altemnativo para aislar un gen que codifica una proteina de albémina o
inmunoglobuline es usar la metodologia PCR {Sambrook y col, més arribe;
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 contienen todo el gen clonadas

'a partir de especies particulares pueden servir como molde para crear andlogos,

fragmentos y derivados que mantienen la capacidad de conferir una semivida en plasma
més larga en el compuesto GLP — 1 que es parte de la proteina de fusién. Se prefiere
que las porciones de Fc y albmina de las proteinas de fusién heterélogas se deriven a
partir de la secuencia humana nativa con el fin de reducir el riesgo de inmunogenicidad
potencial de la proteina 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
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los mismos. Estos fragmentos Fc se pueden generar utilizando técnicas dlls PCR con
cebadores disefiados para hidridarse a secuencias cormrespondientes a los extremos
deseados del fragmento. De manera similar, si se desean los frapmentos de albiimina,
los cebadores en PCR se pueden disefiar para que sean complementarios a las
secuencias internas de albmina. Los cebadores en PCR también se pueden disefiar para
crear sitios de enzimas de restriccién para facilitar la clonacién en los vectores de
expresién.

El DNA que codifica los compuestos GLP — 1 de la presente invencién se puede
preparar mediante una diversidad de procedimientos diferentes que incluyen
procedimientos de clonacién similares a los descritos anteriormente asi como DNA
sintetizado quirnicamente. La sintesis quimica puede ser atractiva dada la corta longitud
del péptido codificado. Se ha publicado la secuencia de aminodcidos de GLP — 1 asi
como la secuencia del gen de preproglucagén. [Lépez 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 este modo, se pueden disefiar cebadores pera
compuestos de GLP — 1 nativos de PCR y fragmentos de los mismos.

Después el gen que codifica una proteina de fusidn 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 albimina o de Fc también se pueden unir en fase mediante DNA que
codifica un engarce peptidico.

La funcién y estabilidad in vivo de las proteinas de fusién heterélogas de la
presente invencion se pueden optimizar mediante la adicién de engarces de péptidos

pequeiios para evitar potencialmente las interacciones de dominios no deseadas. Aunque
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estos engarces pueden potencialmente ser de cualquier longitud y estar mmﬁmidos por
cualquier combinacién de aminodcidos, se prefiere que la longitud no sea mayor que la
necesaria para evitar las interacciones 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 estructuras secundarias significativas. Se prefiere que el
engarce sea rico en serina ~ glicina y tenga menos de 30 aminoécidos de longitud. Se
prefiere méa que el engarce no tenga més de 20 aminoédcidos de longitud. Incluso se
prefiere més que el engarce no tenga més de 15 amino &cidos de longitud. Un engarce
preferido contiene repeticiones de la secuencia Gly — Gly — Gly — Gly — Ser. Se prefiere
que haya entre 2 y 6 repeticiones de esta secuencia. Incluso se prefiere méds que haya
entre 3 y 4 repeticiones de esta secuencia.

El DNA que codifica el GLP — 1 de tipo natursl, aibiimina y polipéptidos de Fc y
fragmentos de los mismos se pueden mutar tanto 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 extension de superposicién de cadenas para crear
mutaciones de bases especificas con el propésito de cambiar una secuencia especifica de
aminodcidos en la proteina correspondiente. Esta mutagénesis por PCR requiere el uso
de cuatro cebadores, dos en Ia orientacién delantera (cebadores A y C) y dos en Ia
orientacién inversa (cebadores B y D). Un gen mutado se amplifica a partir del molde
de tipo natural en dos etapas diferentes.. La primera reaccién amplifica el gen en
mitades realizando une reaccién de A a B y una reaccién separada de C a D en la que
los cebadores B y C dirigen el area del gen a mutar. Cuando se alinean estos cebadores
con al érea diana, pueden contener disparidades en 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
aislan y se mezclan para uso como molde para la reaccién A a D. Después esta reaccién
produce el producto completo mutado.

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

invencién se describen en el ejemplo 1.

Procedimientos generales para expresar de forma recombinante las proteinas de fusién
heterdlogas de la presente invencign:

Las células huésped se transfectan o se transforman con vectores de expresién o
clonacion descritos en esta memoria descriptiva para la produccién de proteina de
fusién heterdloga y se cultivan en medio nutritivo convencional modificado segin 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 pueden seleccionar por el experto en la técnica sin
experimentacion excesiva. En general, los principios, protocolos y técnicas précticas
pare maximizar la productividad de cultivos celulares se pueden encontrar en
Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed (IRL Press, 1991)
y Sambrook y col., més arriba. Los expertos en la técnica conocen los procedimientos
de transfeccién, por ejemplo, CaPOy y electroporacién. Los aspectos generales de las
transformaciones del sistema huésped de células de mamiferos se han descrito en la
patente 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. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 76 (8): 3829 —
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33 (1979). Sin embargo, se pueden usar otros procedimientos para introduc;ir DNA en
células, tales como microinyeccién nucelar, eletroporacién, fusién de protoplastos
bacterianos con células intactas o policationes, por ejemplo polibreno o poliomitina.
Para las diversas técnicas de transformacién de células de mamiferos véase Keown y
col., Methods in Enzimology 185: 527 — 37 (1990) y Mansour y col., Nature 336 (6197):
348 - 52 (1988).

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar el dcido 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 & eubacterias, tales como los organismos Gram - negativos o Gram —
positivos, por ejemplo, Enterobacteridceas tales como E. coli. Estin 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 cepa W3 110 (ATCC 27.325); y K5 772
(ATCC 53.635). Otras células huésped procarifticas adecuadas incluyen
Enterobactteridceas tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter,
Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmoneila, 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.
aeruginosa y Streptomyces. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes. La
cepa W3110 es una célula huésped o huésped parental particularmente preferida porque
s una cepa huésped comiin para fermentaciones de productos de DNA recombinantes.
Preferiblemente, la célula hospedadora secreta cantidades minimas de enzimas
proteoliticas. Por ciemplo, la cepa W3 110 se puede modificar para efectuar una
mutacin genética en los genes que codifican proteinas endgenas para la huésped,
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ejemplos de tales células huesped incluyen E. coli W3110 cepa 1A2, q;:e 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) 169 degP ompT /can’; E. coli W3110 cepa 40B4,
que es la cepa 37D6 con una mutacién de supresioén de degP no resistente a kanamicina;
y una cepa de E. coli que tiene una proteasa periplasmica mutante descrita en la patente
de Estados Unidos N° 4.946.783 expedida el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son
adecuados los procedimiento in vivo de clonacién, por ejemplo, PCR u otras reacciones
con polimerasas de écidos nucleicos.

Ademis de los procariotas, microbios eucariotas tales como hongos filamentosos
o levaduras son adecuados huéspedes de clonacién o expresién para vectores de
proteinas de fusién. Saccharomyces cerevisice es un microorganismo huésped
eucariético inferior cominmente 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 AMuyveromyces [patente de Estados Unidos N°
4.943.529; Fleer y col,, Bio / Technology 9 (10): 968 — 75 (1991)] tales como por
ejemplo X laciis (MW98 — 8C, CBS683, CBS4574) [de Louvencourt y col., J.
Bacteriol. 154 (2) : 737 — 42 (1983)]; XK. fiagilis (ATCC 12, 424), X. bulgaricus (ATCC
16.045)X. 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)]; K.
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)); Candid Irichoderma 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

1(’7
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publicado el 31 de octubre de 1990), y hongos filamentosos tales como p;ar 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 metilotrépicas se seleccionan de los géneros constituidos por Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis y Rhodotoruia. Una lista de
especies especificas que son ejemplares de esta clase de levaduras se puede encontrar en
C. Antony, The Biochemistry of Methylotrophs 269 (1982).

Células huésped adecuadas pare la expresién de las proteinas de fusién de
presente invencion se derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de
invertebrados incluyen células de insectos tales como Drodophila S2 y Spodoptera sp,
Spodoptera high5 asi como células de plantas. Los e¢jemplos de lineas de células
huésped de mamiferos dGtiles incluyen células de ovario de hémster chino
(abreviadamente CHO) y COS. Los ejemplos més especificos incluyen la linea CV1 de
1ifién de mono transformeda por SV40 (COS — 7, ATCC CRL 1651); la linea de rifién
embrionaria humana [células 293 6 293 subclonadas para crecimiento en cultivos
suspensién, Graham y col., J. Gen Virol., 36 (1): 59 — 74 (1977)]; células de ovario de
hémster chino / -DHFR [CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
77 (7): 4216 — 20 (1980)]; células de Sertoli de ratén [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 de mama de ratén (MMT 060562, ATCC
CCL 51). La seleccién de la célula huesped se considers que estd dentro de le

experiencia en la técnica.
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Las proteinas de fusién de la presenté invencién se puede:.l producir
directamente por recombinacion, o en forma de una proteina que tiene una secuencia de
sefial 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 fusién que se inserta en el vector. La secuencia de seiial puede ser una
secuencia de sefial procariftica seleccionada, por ejemplo, del grupo de la fosfatasa
alcalina, penicilinasa, lpp, o las guias de enterotoxina II termoestables. Para la secrecién
de la levadura la secuencia de seflal puede ser, por ejemplo, la guia de la invertasa de la
levadura, guia de factor aifa (que incluye las guias del factor cc de Saccharomyces y las
guias del factor cc de Kluyveromyces, las Gltimas estin descritas en la patente de
Estados Unidos N° 5.010.182) o la guia de fosfatasa 4cida, la guia de glucoamilasa de
C. albicans (documento EP 362.179), o la sefial descrita el documento WO
90/13646. En la expresién de células de mamiferos, se pueden usar las secuencias de
seflal de mamiferos para dirigir la secrecién de la proteina, tales como las secuencias de
sefial de los polipéptidos secretados de la misma o especies relativas asi como guias
secretoras virales.

Ambos vectores de expresién y clonacién contienen una secuencia de écidos
nucleicos que permite que el vector se replique en una o més células huésped
seleccionadas. Tales secuencias se conocen bien para una diversidad de bacterias,
levaduras y virus. El origen de la replicacién a partir del pldsmido pBR322 es adecuado
para la mayoria de las bacterias Gram — negativas, el origen a partir del pldsmido 2u es
adecuado para levaduras, y diversos origenes virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV
o BPV) son qtiles para vectores de clonacidn en células de mamiferos.

Los vectores de expresién y clonacién tipicamente contendrén un gen de

Bg\‘i
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seleccion, también denominado marcador seleccionable. Los genes de select.:ién tipicos
codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibibticos u otras toxinas, por
ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan
deficiencies autotréficas o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de
medios complejos, por ejemplo, los genes que codifican la D — alaninarracemasa de
Bacilos.

Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados de células de mamiferos
son los que permiten la identificacién de la células competentes para recoger el écido
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, preparada y propagada como se describe en
[Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 77 (7): 4216 — 20 (1980)]. Un
gen de seleccién adecuado para uso en levaduras es el gen trpl presente en el pldsmido
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 mutante de levaduras que
carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ¢jemplo, ATCC N® 44076 o PEPC1
[Jones Genetics 85: 23 - 33 (1977)].

Los vectores de expresién y clonacidn normalmente contienen un promotor
operativamente unido a la secuencia de dcido nucleico que codifica la proteina de fusion
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 procaridticos incluyen los sistemas promotores de la p-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 triptéfano
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[Goeddel, Nucleic Acids Res. 8 (18): 4057 — 74 (1980); documento EP 36.776 publicado
el 30 de septiembre de 1981] y promotores hibridos tales como el promotor tat [deBoer
y col., Proc..Natl. Acad. Sci. Estedos Unidos 80 (1): 21 — 5 (1983)]. Los promotores
para uso en sistemas bacterianos también contendrén una secuencia Shine — Dalgamo
(abreviadamente S. D.) unida operativamente al DNA que codifica la proteina de fusién.

‘Los ejemplos de las secuencias promotoras adecuadas para uso con hu&.rped de
levaduras incluyen los promotores de 3 — fosfogliceratoquinasa [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, pgliceraldehido — 3 - fosfatodeshidrogenasa, hexoquinasa,
piruvatodecarboxilasa, fosfofructoquinasa, 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
dcida, mzmm catalfticas asociadas con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido — 3- fosfatodeshidrogenasa y enzimas responsables de la utilizacién de 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 transcripcidn
de mRNA que codifica proteinas de fusién a partir de vectores en células huésped de
marniferos se pueden controlar, por ejemplo, mediante promotores obtenidos a partir de
los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela avier, adenovirus
(tal como adenovirus 2), virus de paliloma bovino, virus del sarcoma aviar,

citomegalovirus, un retrovirus, virus de hepatitis B y virus 40 de los simios
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(abreviadamente SV40), de promotores de mamiferos heterélogos, por éjemplo, el
promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina y a partir de promotores de
chogue térmico, siempre que dichos promotores seann compatibles con los sistemas de
células huésped.

La transcripcién de un polinucledtido que codifica una proteina de fusién
mediante eucariotas superiores se puede incrementar insertando una secuencia de
potenciacién en el vector. Los potenciadores son elementos de DNA que actdan en cis,
usualmente entre aproximadamente 10 y 300 bp (pares de bases), que actian en un
promotor para aumentar su transcripcién. Muchas secuencias de potenciadores se
conocen shora a partir de genes de mamiferos (globins, elastasa, albliimina, cetoproteina
a ¢ insulina). Sin embargo, tipicamente, se usard un potenciador de un virus de células
eucaridticas. Los ejemplos incluyen el potenciador SV40 en la zona tardia del origen de
la replicacién (bp 100 — 270), &l potenciador del promotor temprano de citomegalovirus,
el potenciador de polioma en 1a zona tardia del origen de 1a replicacién y potenciadotes

"de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar con el vector en la posicién

5’ 6 3’ a la secuencia que codifica la protefna de fusién pero se localiza preferiblemente
en una posicién 5'del promotor.

Los vectores de expresion usados en las células huésped eucariéticas (levaduras,
hongos, insectos, plantas, animales, seres humanos o células nucleadas de otros
organismos multicelulares) también contendrin secuencias necesarias para Ia
terminacién de la transcripcién y para estabilizar el mRNA. Tales secuencias estin
comuinmente disponibles de las regiones 5’ y ocasionalmente 3" no traducidas de DNA
o cDNA cucarifticos o virales. Estas regiones contienen segmentos de nucleftidos
transcritos como fragmentos poliadenilados en la porcién no traducida del mRNA que
codifica la proteina de fusion.
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Se pueden recuperar diversas formas de una proteina de fusién a parﬁ;' del medio
de cultivo o a partir de lisados de células huésped. Si estd unida a la membrana, se
puede liberar de la membrana utilizando una solucién de detergente adecuada (por
ejemplo, Triton — X 100) o mediante escision enzimética. Las células empleadas en la
expresion de una proteina de fusién se pueden romper mediante diversos medios fisicos

o quimicos, tales como en ciclo congelacién - descongelacién, sonicacién,

rupturamecénica o agentes de lisis celular.

Una vez que las proteinas de fusién heterélogas de la presente invencion se han
expresado en la célula huésped adecuada, los anélogos se pueden aislar y purificar. Los
siguientes procedimientos son ejemplares de procedimientos de purificacién adecuados:
fraccionamiento sobre carboximetilcelulosa; filtracién en gel como Sephadex G — 75;
resina de intercambio aniénico tal como DEAE o mono — Q; intercambio catiénico tal
como CM o Mono - S; sefarosa proteina A para separar contaminantes tales como IgG;
columnas de metal quelante pera unir formas marcadas de epitopo del polipéptido;
HPLC en fase inversa; cromatografia de enfoque; gel de silice; precipitacién con etanol;
precipitacion con sulfato aménico.

Se pueden emplear diversos procedimientos de purificacion de protefnas y tales
procedimientos se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher,
Methods in Enzymology 182: 83 — 9 (1990) y Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice, Springer — Verlag, NY (1982). La (s) etapa (s) de purificacién
seleccionada (s) dependerd (n) de la naturaleza del procedimiento de produccién
utilizados y la proteina 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 pueden usar
para eluir la proteina de fusién de la matriz de afinidad. Las condiciones de elucién
suaves ayudarén a prevenir la desnaturalizacién irreversible de la proteina de fusién.
También se pueden user los tampones que contienen imidazol. El ejemplo 3 describe

algunos protocolos de purificacién exitosos para las proteinas de fusién de la presente

invencién.

Existen numerosos procedimientos para caracterizar las proteinas de fusién de la
presente invencién. Aigunos de estos procedimientos incluyen: electroforesis en dodecil
sulfato sédico - gel de poliacrilamida (abreviadamente SDS — PAGE) unida a
procedimientos de tincion de proteinas o inmunotransferencia que usa anticuerpos anti —
IgG o anti - HSA. Otros procedimientos incluyen espectrometria de
masas con ionizacién por desercién mediante léser asistida por matriz (abreviadamente
MALDI — MS), cromatografia liquida / espectrometria de masas, electroenfoque
isoeléctrico, intercambio anidnico analitico, cromatoenfoque y dicroismo circular por
nombrar unos pocos. Un nimero representativo de proteinas de fusién heterblogas se
caracterizaron usando SDS — PAGE umido con inmunotransferencia asi como
espectrometria 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 calculade
de un mimero representativo de proteinas de fusién asi como la masa determinada por
espectrometria de mases. Ademés, las figuras 3 y 4 ilustran los pesos moleculares de un
nmero representativo de proteinas de fusién determinados por SDS PAGE. Todas las
proteinas de fusion heterlogas ensayadas se expresaron y se secrctaron
transitoriamente. Ademds, la secuencia de sefial Igk se escindi6 para producir proteinas
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con el extremo N terminal correcto.

Ademés, la tabla 3 muestra que en algunos cesos la masa determinada por
espectrometria de masas es mayor que la esperada. Esto es el resultado de la
glicosilacién de la porcidn Fc y la empliacién del extremo C terminal. La digestién
enzimdtica de las protefnas de fusidén seguida de HPLC en fase inversa y espectrometria
de masas pueden identificar las fracciones de péptidos que contienen restos de aztcar.
Después estas fracciones de aminoécidos se pueden secuenciar por el aminodcido del
extremo N terminal para identificar la posicién de glicostlacién potencial. Por ejemplo,
la caracterizacién de exendina — 4 — Fc (SEC ID N° 29) muestra que la serina en la
posicién 39 y la treonina en la posicién 50 estén glicosadas en el enlace en O y la
asparagina en la posicién 122 esté glicosada en el enlace en N.

También se ensayaron un nimero representativo de proteinas de fusién de GLP
— 1 para determinar su actividad. Existen numerosos procedimientos para detectar la
actividad GLP - 1 in vitro e in vivo (véanse los ejemplos 6, 7, 8 y 9). La tabla 4
(ejemplo 6) ilustra la actividad 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 proteinas de fusién ensayadas tenian activided de receptor de GLP -
1. Un nivel bajo de actividad in vitro no es necesariamente indicativo de un efecto débil
in vivo. Debido al incremento sustancial de la semivida de estas proteinas de fusién, una
actividad débil in vitro generalmente no predice una débil actividad in vivo. La figura 7
y ¢l ejemplo 7 ilustran la semivida prolongada asociada con las proteinas de fusién de la
presente invencién. Por ejemplo, Val® — GLP-1 - Fc tiene una semivida de
aproximadamente 45 horas en monos, Val® — GLP-1 — HSA tenfa una semivida de
aproximadamente 87 horas en monos, Gly? - Glu — GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1
tenia una semivida después de la administracién [V intravenosa de aproximadamente 55

13
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horas en perros y Gly? — Glu® — GLP - 1 — CEx — engarce — IgG1 tenia una semivida
después de administracién SC (subcutédnes) de aproximadamente 38 horas en perros.

Composiciones de la invencion

La estabilidad fisica es tamnbién una caracteristica esencial para la formula.cién
de las proteinas terapéuticas. Los compuestos GLP ~ 1 han sido especialmente dificiles
de fabricar y formular debido a los cambios estructurales que se presentan durante Ia
elaboracién. Por ejemplo, algunos compuestos GLP — 1 tienen una tendencia general a
agregarse. Ademéds, 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 fusién de los compuestos GLP — 1 a proteinas mayores tales como la regién
Fe de una IgG o albimina no solamente actia 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 PBS es estable a
37°C hasta aproximadamente 30 dias.

Las proteinas de fusién heterélogas de la presente invencién se pueden formular
con uno o més excipientes. Las proteinas de fusién activas de la presente invencion se
pueden combinar con un tampdén farmacéuticamente aceptable y el pH se ajusta para
proporcionar una estabilidad aceptable, y un pH aceptable para la administracién tal
como administracién parenteral.

Opcionalmente, se pueden afiadir uno o mds agentes antimicrobianos
farmacéuticamente aceptables. Los agentes preferidos farmacéuticamente aceptables
son metacresol y fenol. Se pueden afiadir una o més sales farmacéuticamente aceptables
para ajustar la intensidad idnica o tonicidad. Se pueden afiadir uno o mis excipientes

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

~
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ejemplo de un excipien@e de ajuste de isotonicidad. Farmecéuticamente ncel;table
significa adecuado para administracidn 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 compuestos activos de esta memoria descriptiva.

Una forma de sal farmacéuticamente aceptable de les proteinas de fusién
heterlogas de la presente invencién se pueden usar en la presente invencién. Los
écidos cominmente empleados para formar sales de adicién de écido son 4cidos
inorgénicos tales como dcido clorhidrico, 4cido bromhidrico, dcido yodhidrico, dcido
sulfiirico, dcido fosfdrico y similares, y &cidos orginicos tales como é&cido p-
toluensulfonico, icido metanosufdnico, dcido oxdlico, dcido p-bromofenilsulfénico,
dcido carbdnico, dcido succinico, #4cido citrico, #cido benzoico, &cido acético y
similares.

Las sales de adicién de dcido preferidas son las formadas con icidos minerales
tales como dcido clorhidrico y écido bromhidrico.

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

potésico y similares.

Administracion de compeosiciones:

La administracién puede ser mediante cualquier via que se sepa que es eficaz
segin el médico experto habitual. Uno de tales procedimientos es el periférico, via
parental. ComtGnmente en la bibliografia médica se entiende la administracién

parenteral como la inyeccién de una forma de dosificacién en el cuerpo mediante una
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jeringa estéril o algin otro dispositivo mecénico tal como una bomba de in'ﬁxsién. Las
vias parenterales periféricas pueden incluir las vias de administracién intravenosa,
intramuscular, subcuténea e intraperitoneal.

Las proteinas de fusién heterélogas de la presente invencién pueden ser también
susceptibles de administracién por via oral, rectal, nasal o respiratoria inferior, que son
vias no parenterales. De estas vias no parenterales, se prefieren la via respiratoria
inferior y 1a via oral.

Las proteinas de fusién de la presente invencidn se pueden usar para tratar un
amplia diversidad de enfermedades y afecciones. Las proteinas de fusién de la presente
invencién ejercen principalmente sus efectos biolégicos actuando un receptor
denominado el *“receptor de GLP — 1”. De esta maners, los sujetos con enfermedades
y/o afecciones que responden favorablemente a la estimulacién del receptor de GLP - 1
o a la administracion de los compuestos de GLP — 1 pueden tratarse con las proteinas de

fusibn de GLP — 1 de la presente invencién. Se dice que estos sujetos “estin

"necesidad de tratamiento con compuestos de GLP - 1” o “en necesided de estimulacién

del receptor de GLP - 1”. Se incluyen los sujetos con diabetes no insulino dependiente,
diabetes insulino dependiente, accidente cerebro vascular (véase el documento WO
00/16797), infarto de miocardio (véase documento WO 98/08531), obesidad (véase el
documento WO 98/19698), cambios catabblicos 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 (véase el documento WO 00/07617). Los
sujetos con tolerancia alterada a la glucosa o alteracion de la glucosa en 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 pa:icrealectomia 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 agnda o crénica estdn
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 profilictico deseado sin causar efectos secundarios
inaceptables cuando se administra a un sujeto en necesidad de estimulacién del receptor
de GLP - 1. Un “efecto terapéutico deseado” incluye uno o més de lo siguiente: 1) una
mejoria de (1) los sintoma (s) asociada con la enfermedad o afeccién; 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 tratamiento; 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 diabetes es la cantidad daria como
resultado en un mayor control de la concentracién de glucosa en sangre que en ausencia
de tratamiento, con lo cual daria como resultado un retraso del comienzo de las
complicaciones diabéticas tales como retinopatia, neuropatia o enfermedad de rifién.
Una “cantidad eficaz” de un compuesto GLP — 1 para la prevencion de diabetes es la
cantidad que demoraria, comparada con la ausencia de tratamiento, el comienzo de los
niveles elevados de glucosa en sangre que requiere tratamiento 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 dependeré de un mimero de factores, entre los cuales se incluyen,
sin limitacion, 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,

2i
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el perfil farmacocinético de la proteina de fusién, la potenéia (% 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 fregmento de albiimina, un andlogo de albtimina, una proteina Fe, un
fragmto Fc, o un andlogo de Fc. Estas proteinas heterdlogas se pueden expresar con
éxito en células huésped, actividades de sefializacién mantenidas asociadas con la
activaci6n del receptor de GLP - 1, y tienen semividas prolongadas.

Los siguientes ejemplos se presentan para describir adicionalmente la invencién.
El alcance de la presente invencién no estd construida de manera que esté solamente
constituida por los siguientes ejemplos. Los expertos en la técnica reconocerin que los
reactivos particulares, 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 cadifica proteinas de fugién heterélogas
Ejemplo 1a Construccién de DNA que codifica Val* — GLP -1 — (7 -37) - Fe: Se aislé
una porcién de Fc de IgG1 humana de una genoteca de cDNA y contiene la regién
flexible completa y los dominios de CH; y CHj. Un fragmento que contenia 696 pares
de bases de esta porcién Fc de IgGl humana se subciond en las posiciones Nhel y
Eco471I del vector de expresién de mamiferos p]JBO2 para crear pJB02 / Fc (véase
figura 5). Se generd DNA que codifica la secuencia de sefial de secrecién de Igk
condenseda con Val® — GLP - 1 (7 — 37) mediante hibridacién in vitro de cuatro
oligonucledtidos de superposicién y complementarios:

280
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5/~ CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGETT
CCAGGTTCCACTCGTGACCAGTG — 3° [SECIDN°12]

5’ -~ GAGGGCACCTTCACCTCOGACGTGTCCTCCTATCTGGAGGGCCAGGCCGCCAAGGA
GTTCATCGCCTGGCTGGTGARGGGAAGAGGC — 3¢ SECIDN1Y

5‘ - "TGAAGGTGCCCTCCACATGETCACCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTA
CCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATCGTGG ~ 3/SECID N 14

5'- GCCTCTICCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGOGGECTGICCCTCCAGA
TAGGAGGACACGTCGGAGG — 3' SECIDN"15

La reaccién de hibridacién se llevd a cabo utilizando cantidades equivalentes de cada
oligonucledétido (1 pm/ul de concentracién final para cada oligo). La mezcla de
oligonucleétidos se calenté durante S minutos a 100°C en temp6n de ligacién (Tris —
HCI1 50 mM, pH 7,5, MgClz 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1mM , albimina sérica bovina
25 pg/ml) y después se enfrié durante al menos 2 horas & 30°C.

El producto de hibridacién resultante se ligé durante 2 horas a temperatura
ambiente o durante una noche a 16°C a [a estructurs del vector pJBO2 /Fc que se habia
digerido con Nhel y Eco471l. Los productos de ligacién se utilizaron para transformar
células XL, 1 Blue competentes (Stratagene). Se analizaron los pldsmidos recombinantes
para detectar la presencia de inserciones que codifican péptidos mediante la digestién de
clones con Neol (que codifica la secuencia Kozak y la Met primers del péptido de sefial)
y se secuenci6. El pldsmido 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

28
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comprd el plismido HSA/pcDNA3.1GS en Invitrogen (n® de catdlogo H — M12523M -
pcDNA3.1/GS) y se utiliz6 como molde para eislar el cDNA que codifica albimina
sérica humana (sbreviadamente HSA). El cDNA de HSA se prepard usando PCR en Ia
que el DNA que codifica la secuencia guia asi como el pro — péptido de seis

aminodcidos se retiraron del extremo 5'. Ademés, se afiadieron codones de parada _

directamente en el extremo 3’ de la secuencia que codifica HSA. Finalmente, las
posiciones de la enzima de restriccidén se modificaron genéticamente en los extremos 5°
y 3’ para facilitar la clonacién. La secuencia DNA de 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 daria
como resultado un codén para Asn en lugar de Asp. De este modo, usando el
procedimiento de mutagénesis mediante PCR de superposicién de cadena descrito
anteriormente, el codén se cambid para codificar para Asp en esta posicién. El DNA
resultante que codifica HSA se cloné en las posiciones Nhel e Hind Il de pJB02 para
crear pJB02 — HSA (figura 6).

La secuencia guia de Igx condensada con la secuencia Val® — GLP — 1 (7 - 37)
se generd como se describe en ei cjemplo 1a. Este DNA se ligb 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 secuencia del engarce [GGGGS], se ligd en fase al extremo 5’ del DNA
que codifica HSA para crear pJB02 — engarce — HSA (figura 7). El DNA que codifica la
secuencia guia de Igx condensada con la secuencia Val® = GLP - 1 (7 - 37) y la parte 5°
de la secuencia del engarce se generd como se describe en el ejemplo 1a. Este DNA se
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ligh en las posiciones Nhel y BspEl de pJB02 para crear pJB02 - Val® ~ GLP — 1 -
engarce - HSA.

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

El plasmido pJB02 / Fc se preparé como se ha descrito en el ejemplo 1a. El
DNA due codifica la secuencia de seiial de Igx condensada a la exendina — 4 se generd
mediante hibridacién in vitro de los siguientes oligonucledtidos de superposicién y

complementarios:

5+ - CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTE
GGTTCCAGGTTCCACCGGTCAC - 3' [SECIDN"16]

5' - GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGGAGGCCGT
GAGACTG - 3 [SECIDN*17)

5¢ - TTCATCGAGTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCCGAGCCCCTCCTCCT
AGC - 3 [SECID N°18}

5¢ - GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCA
TGGTGG - 3 [SECIDN"19)

5' - CTCCTCCTCCATCTGCTTGCTCAGGTCGCTGGTGAAGCTTCCCTCTCCATGA

5' - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTTGGTCCTCCOTTCTTCAGCCACTCGAT
GAACAGTCTCACGGC — 3* [SECIDN°21)
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La reaccién de hibridacién se llevo a cabo como se ha descrito en el ejemplo 1a.
El producto hibridado se ligd al vector pJB02 que se habia digerido con Nhel y Eco47LlI

como se ha descrito en el ejemplo 1a para crear pJB02 — exendina — 4 — Fc.

Ejemplo le 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 exendina — 4 se generd
mediante hibridacién in vitro de los mismos oligonucledtidos de superposicién y
complementarios descritos en el ejemplo 1d. Las reacciones de hibridacién también se
llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente. EIl DNA se cloné en posiciones

tnicas Nhel y Fspl en pJB02 - HSA para crear pJB02 — exendina — 4 — HSA.

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

E! plismido pJB02 ~ engarce - HSA se construyé como se ha descrito en el
cjemplo 1c. El DNA que codifica 1a 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 clond en posiciones inicas Nkel y BspEl en pJB02 — engarce - HSA para
crear pJB02 — exendina - 4 — engarce - HSA.

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

El pladsmido pJB0O2 —~ exendina 4 - Fc se prepard como se ha descrito en el
ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 se escindié del vector con Agel y
Eco471II. E! DNA que codifica Val® - GLP — 1 / C — Ex se gener6 mediante hibridacién

L3¢
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in vitro de los siguiente oligonucledtidos de superposicion y complementarios:

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

5¢ - AGGAATTCATCGCCTGGCTEGTGAAGGECCGGGGCAGCAGCGE
AGCCCCTCOTCOTAGE - 3¢ [SECIDN°23]

5' - CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCAC
GTGA — 3’ [SECIDN"24]

5’ - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCAGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTTGGCGGCCTGGCC - 3’ [SECID N°25]

La reaccién de hibridacién se llevé 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 - Fc.

Ejemplo 1h Construccién de DNA que codifica Vaif - Glu2— GLP - 1 - Fe:

El plismido pJB02 — exendina 4 - Fc se prepard como se ha descrito en el
ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 se escindié del vector con Age/ y
Ecod47III. El DNA que codifica Val® — Glu? - GLP - 1 se gener$ mediente hibridacién

in vitro de los siguiente oligonucledtidos de superposicién y complementarios:



10

78

5’ -CCGGTCACCTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTETCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA ~ 3+ [SECID N®26]

5' - AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGAC - 3’ [SECIDN®27]
5’ - GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCC
TGCTC — 3' [SECID N"18]
5’ - CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCT
CCACGTGA - 3 [SECIDN*29]
La reaccion de hibridacion se llevo 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 pJB02
— exendina ~ 4 — F¢ para crear pJB02 — Val* — GluZ— GLP — 1 —Fe.

Ejemplo 1i Construccién de DNA que codifica Val® - Glu2- GLP—1/C-Ex - Fe:

El plismido pJB02 - exendina 4 - Fc se prepard como se ha descrito en el
ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina — 4 se escindié del vector con Agel y
Eco47III. E1 DNA que codifica Val* — Glu® - GLP - 1 / C - Ex se gener§ mediante
hibridacién in vitro de los siguiente oligonucleStidos de superposicion y

complementarios:
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- CCGGTCBCGTGGAGGGCACCITCACCTCdGACGTGTCCTCCTAMGA
GGAGCAGGCCGCCA - 3’ [SECID N°30]

~ AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTCGAAGGGCCGECECAGCAGCGGA
GCCCCTCCTCCTAGE — 3¢ [SECID N°31]

- CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTCCCC
TCCACGTGA - 3* [SECID N*32]

= GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCAGCCCTTCACCAGCCAGGCGA -
TGAATTCCTTGGCGGCCTGCTC - 3/ fSEC]DN':B]

La reaccién de hibridacién se llevé 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®* - Glu??- GLP-1/C - Ex — Fc.

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

El plésmido pJB02 - exendina 4 - Fc se prepar6 como se ha descrito en el

ejemplo 1d. El DNA que codifica exendina - 4 se escindié del vector con Agel y
Eco4711I. E] DNA que codifica Gly® - GLP — 1 se generé mediante hibridacién in vitro

10 de los siguiente oligonucleétidos de superposicién y complementarios:
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5! - CCGETCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGTCCTCCTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA - 3’ [SECIDN*34]

5 = AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCEGGGEC - 3° [SECID N*J5)

5 CTCCAGATAGGAGGACACGTCACTAGTGAAGGTGCCCTC

QCCGTGA ~ 3° [SECID N"3§]

5! = GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGC
CTAGCC - 3’ [SECIDN°37]

La reaccién de hibridacién se llevé 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 — Gly» - GLP -1 — Fc.

Ejemplo 2: Expresién de proteinas de fuisidn heterdlogas

La expresién de las proteinas de fusion codificadas por las construcciones del
DNA del ejemplo 1 se llevé a cabo mediante transfeccién transitoria de células HEK
293EBNA (tanto edherentes como en suspensién). Las célules se contaron y se
sembraron 24 horas antes de la transfeccién. El céctel de transfeccién se prepar6
mezclando el reactivo de transfeccion FuGene™6 (Roche Molecular Biochemicals, N°
de catilogo 1814443) con OptiMEM (Gibco/BRL) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos momento en el cual se afladi6 DNA y el coctel se incubd
durante un tiempo adicional de 15 minutos. Inmediatamente antes de la transfeccién se
anadié medio de cultivo recién preparado a la placa. Las tablas 1 y 2 proporcionan
detalles de la transfeccién adicionales.
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Tabla 1: Los reactivos usados en las transfecciones transitorias de células 293 EBNA.

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

[ 35mm 5x10° 1,5 9 0,102 2
100 mm 2x10° 12 73 0,820 10
700 cm® Zx10' 65 400 40 100

(BC)

Tabla 2: Composicién de los medios

Y MEDIO DE RECOLECCION

DI DE TRANSFECCION
CULTIVO
' 3:1de DMEM F12 Base de Hybritech
FBS al 5% Ca“ 1 mM
HEPES 20 mM HEPES 20 mM

L — glutamina 2 mM Nuselina (insulina humana) 1 ug/ml

Geneticina{G418 NEO) 50 pg/ml Transferrina humana 1 pg/ml
Trobomicina 50 ug/ml Trobomicina 50 pg/ml

Para transfecciones a pequefiz escala (recipientes de 35 mm — 100 mm), se
aclararon célules con PBS y se camnbiaron al medio de recogida 24 horas después de [a
transfeccién y se recogio el medio y se sustituy6 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. Rutineriamente, solamente se usaron 10 recogidas para la
purificacién posterior de proteinas.

Ejemplo 3: Purificacién de proteinas de fusién heter6logas
Ejemplo 3a purificacién de Val®~ GLP — 1 —Fc

Se filtraron aproximedamente 4,5 litros de medio acondicionado
(aproximademente 20 pg/ml de nivel de expresién de proteinas de fusién) de
transfecciones a gran escala utilizando un sistema de fildo CUNO y se concentraron
hasta 250 ml usando un sistema de filtracién de flujo tangencial Proflux con un filtro de
membrana 10K. Se capturé 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 se eluyd con dcido citrico 50 mM
pH 3,3. Las fracciones (1ml) se recogieron en tubos que contenian 4 ml PBS 1 x y 100
ul de Tris 1 M pH 8.

Las fracciones que contenian la proteina de fusién segin se determiné mediante
SDS — PAGE y HPLC de fase inversa en Zorbax C8, se combinaron y se aplicaron &
una columna Superdex 75 60/60 en PBS 1 x, pH 7,4 y a un caudal de 10 ml/min. Las
fracciones positivas (20 mi/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 mi/min. Se eluy$ 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 recogieron las
fracciones eluyentes (3 ml/tubo). Se retird el acetonitrilo mediante secado a vacio y se
afiadi6 1 ml de H;0. La muestra purificada (aproximadamente 32 ml) se dializd dos
veces frente a 4 litros de PBS 1x pH 7,4.

Después se filtrd la muestra dializada usando un filtro de 0,22 ym MILLEX -
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GV y se determiné la concentracion usando absorcién a 280 nm.

Ejemplo 3b purificacién de Val*— GLP - 1 - HSA o Val* —GLP - | - engarce —
HSA I

Se filtraron aproximadamente 6,5 litros de medio acondicionado
(aproximadamente 10 ug/ml de nivel de expresién de proteinas de fusién) 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 proteina de fusién se capturd con una columna Q de 50 ml de flujo répido
(Pharmacia) en Tris 20mM, pH 7,4 & un caudal de 5 ml/min. La proteina se eluyd
usando un gradiente: desde 0% a 50% de Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl {M en 10 CV,
después hasta 100% de B en 2CV

Las fracciones que contenian la protefna 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 gradiente de 20% de B (TFA al
0,1% en acetonitrilo) hasta 90% de B en 120 minutos. Se recogieron las fracciones (3,5
ml/tubo). Se retird el acetonitrilo mediante secado a vacio.

Se diluyeron aproximadamente 9 ml de muestra combinada con PBS 1 x pH 7,4
hasta 40 ml y se dializd frente a 4 litros de PBS 1x pH 7.4 durante una noche. Se filtré

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

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

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

291
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de flujo tangencial Proflux con filtro de membrana 30K.

La exendina — 4 Fc se captur6 con una columna de 5 ml de proteina A HiTrap
PBS 1 x, pH 7,4 a un caudal de 2 ml/min y se eluyé con écido cftrico 50 mM pH 3,3.
Las fracciones que contenian la proteina de fusién se combinaron, se filtraron y se
dializaron frente a 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 ceudal
de 10 ml/min. Las fracciones (20 ml/tubo) que contenien la proteina de fusién se
recogieron, se combinaron y se concentraron hasta aproximadamente 1 mg/ml.

Después se filtraron las muestras concentradas usando un filro de 0,22 uym
MILLEX - GV.

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

Se filtraron -‘aproximademente 1,1 litros de medio acondicionado
(eproximadamente 6 pg/ml de nivel de expresién de proteinas de fusién) utilizando un
sistema de filro CUNO y se concentraron hasta 175 mi usando un sistema de filtracién
de flujo tangencial Proflux con filtro de membrana I0K.

La proteina de fusién se capturé usando una columna de 5 ml de HiTrap Q -
scfarosa (Pharmacia) en Tris 20 mM, pH 7,4 a un caudal de 2 ml/min. La proteina se
eluyé usando un gradiente desde 0% hasta 50% de Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 1 Men 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 5
ml/min. Se eluyd la proteina de fusién usando un gradiente desde 10% de B (TFA al
0,1% en acetonitrilo) hasta 100% de B en 70 minutos. Se recogieron las fracciones (10
ml/tubo) que contenian la proteina de fusién. Se retird el acetonitrilo usando un secador
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a vacio.

Se dializaron aproximadamente 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, se combinaron,

se concentraron y se filtraron.
Ejemplo 4: Caracterizacién de las proteinas de fusién mediante SDS PAGE:

SDS — PAGE seguida de inmunotransferencia se utiliz6 para analizar tanto la
proteina de fusién purificada como el medio acondicionado de las células transfectadas
con diversos vectores de expresion de proteinas de fusién. La SDS - PAGE se realizé en
un sistema Novex Powereasa 500 que usa geles Precast de Tris-Glicina al 16% Novex
(EC6498), tampén de desarrollo (10x, LC2675) 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 tampdn de
transferencia (1x Tris — glicina Seprabuff (Owl Scientific N° de Cat. ER26 ~ S) con
metano! al 20%) para lavar el SDS de los geles. Se utilizé un aparato de transferencia
Novex con PVDF (BioRad, N° de Cat. 162 — 0174) y membranas de nitrocelulosa
(Biorad, N° de Cat, 1703965 & 1703932). La transferencia se llevd e cabo a temperatura
ambiente 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
2l 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 témperatura ambiente, PBS se
prepard o bien de PBS 10X GIBCO (N° de Cat. 70011), para dar una composicién final
de fosfato monobésico de potasio 1 mM, fosfato dibdsico de sodio 3 mM, cloruro
sddico 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, KC1 2,7 mM y fosfato 10 mM, pH 7,4 a 25°C.
'Los anticuerpos principales eran bien un anti — IgGlde cabra monocional o anti
— HSA de conejo. El anticuerpo secundario eran bien un anti IgG HRP de cabra o un
anti IgG HRP de conejo. Se diluyd 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 pJBO2 — Val® - GLP -1 - Fc y pJB02 — exendina — 4
— Fc. La disminucién en movilided es coherente con el incremento de tamafio debido a

la porcién de GLP — 1 de 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 — exendina — 4
~ HSA, o pJB02 — exendina - 4 — engarce — HSA. La figura 4 identifica las
preparaciones de proteinas de fusién purificadas.

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

294



10

15

20

25

87

instrumento en modo lineal es 1,2 metros, en el modo Reflectron es 2,3 metros. Se
ajustaron dos detectores de placa de microcanal dual para el modo de deteccion lineal y
reflectron. El ldser usado es un liser de nitrgeno Laser Science Inc. VSL — 337i que
funcionaba a 337 nm a S disparos de ldser por segundo. Todos los datos adquiridos
usando un digitalizador interno de 2 GHz, 8 bit y hasta 50 disparos de léser se
prometiiaron por espectro.

El instrumento funcioné en modo lineal durante el anélisis de las proteinas de
fusién de GLP — 1 en cuesti6n. El detector lineal es un dispositivo que detecta iones que
viajan por debajo del tubo de fuga del instrumento MALDI — ToF — MS. Mide la
abundancia de iones durante el tiempo y envia una sefial al digitalizador para
conversién. El digitalizador es un convertidor de analégico-digital que permite que la
sefial del espectrometro de masas se transfiera al ordenador, donde se reconstruye en un
espectro m/z utilizable,

Se utilizd una solucion de 4cido sinapinico saturado recristalizado (diluido
50/50 Acn/ H,0 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 pare perfiles de calibracién internos y externos con el fin de
obtener determinaciones de masas precisas en las muestas analizados. Todas las
muestras 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 extraccidén : 20,0 keV Grueso de ldser: 50
Tensién de enfoque: 16,0 keV Finura de lser: 50

i3
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Detector lineal: 3,7 keV
P. A. D.: (desconectado)

Estos ajustes se modificaron (segiin necesidad) 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 (KDs)
Val* —GLP -1 - IgGI 35,08 61,94
Val® — Glu=— GLP -1 - IgG1 59,23 63,61
Gly* - GLP -1 - 1gGI 59,00 62,93
[ Val*=GLP -1 - CEx - IgG] 60,43 65,.1-65,6 |
[ Val*=Gu®—GLP -1 - CEx - 1gG1 60,59 6586 |
Exendina—4—1gGlL - 50,69 386 - |
Val® - GLP -1 - engarce— HSA 70,70 69,89 70,74
Exendina — 4 — HSA 70,56 70,62
Exendina — 4 — engarce - HSA 71,56 71,62

CEx se refiere a una extension del extremo C terminal y comprende la secuencia 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 las proteinas de fusién heterSlogas:

La capacidad de las proteinas de fusién de la presente invencién para activar el
receptor de GLP — 1 se _evalué utilizando ;.nsaytis in vitro 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 Exendina — 4. Ademss, las tablas 5a y
5b proporcionan la actividad iz vitro de una gran cantidad de andlogos de GLP - 1 que
se pueden condensar con una proteina de Fc o de albimina para elaborar las proteinas
de fusidn biolégicamente activas. Estas actividades se comparan con GLP - 1 (7 - 37)
OH.

Tablas 4: Actividad in vitro de proteinas de fusién de GLP — 1.

Protelna de fusién Actividad in vitre

(% de Val* - GLP-1 )
Val' - GLP —[gG1 T
exendina - 4 — IgG1 240
Val* -~ GLP -1 —engarce — HSA 0,2
exendina - 4 — HSA 20
Exendina — 4 — engarce — HSA 90
exendina — 4 300
Val' —Glu —GLP -1 - IgG1 3,7
Gly' —=GLP - 1 —1gG1 3.3
~Val'—GLP-1{ - CEx - IgG1 33




90
Vaf-ChZ-OLP-1-CEx-1gG1 —35
— Gly —GuZ—GLP—-1-C2-1gGl — 75
— Gly'— Gl — GLP — | — CEX — engarce - IgG1 150

exendina — 4 — C2 — IgG1 250
exendina — 4 — engarce — [gG1 — 330

— Oly*— Gluz — GLP - [ — CEx — engarce - HSA 4
[ Gly’— Glu — GLP — 1 — CEx — engarce — IgG4 — 80

CEx se refiere a una extensién del extremo C terminal y comprende la secuencia de Ser
— Ser - Gly - Ala - Pro - Pro — Pro -- Ser.
El engarce es 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.
Las secuencias de aminoécidos de las proteinas de fusién descritas en las tablas
3 y 4 se representan en les SEC [IDN® 13 a SECID N°31;
La secuencia de aminoAcidos de Val® — GLP 1 - albimina sérica humana se
10 represents en la SEC ID N° 13.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGOAAK EFTAWLVEGR GDAHKSEVAH RFKDLGEENF KALVLIAFAQ

61 YLOQCPFEDH VELVNEVTEF AKTCVADESA ENCDKSLHTL FGDKLCTVAT LRETYGEMAD
121 CCAKQEPERN ECFLQHKDIM PNLPRLVRPE VDVMCTAFHD NEETPLXKYL YELARRHPYF
181 YAPELLFFAK RYKAAFTECC QAADKAACLL PXLDELRDEG KASSAKQRLK CASLOKFGER
241 AFKAMAVARL SQRFPEAEFA EVSKLVTDLT KVHTECCHGD LLECADDRAD LAXYICENQD
301 SISSKLKECC EKPLLEKSHC IAEVENDEMP ADLPSLAADF VESKDVCKNY AEAKDVETGM
161 PLYEYARRHP DYSVVLLLRL AKTYRTTLEK CCAAADPHEC YAKVFDEFRP LVEEPONLIK
421 (CELFEQLG EYKFQMALLV RYTXKVEQVS TPTLVEVSRN LGKVGSKCCK HPEAKRMPCA
461 EDYLSVVIN) LCVLHEKTPV SDRVTKCCTE SLVNRRPCFS ALEVDETYVP KEFNAETFTF
S41 HADICTLSEK ERQIKKQTAL VELVKHKEKA TKEQLKAVMD DFAAFVERCC FADDKETCFA
601 EPGKKLVAAS QAALGL [SEC ID N° 13]
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La secuencia de aminoacidos de Val® — GLP-1- engarce - albiimina sérica humana se

representa en la SEC ID N° 14.

1 HVEGTFTSIN SSYLEGOAAX EFIAWLVEGR Gmaem SGGGREDANX SEVAHRFKDL
61 GEENFKALVL IAFAQYLOQC PPEDHVKLVN EVIEFAKTCV ADESAENCDK SLHTLFGDL

121 CTVATLRETY GEMADCCAKQ EPERNECFLQ HKDDNPNLPR LVRPEVDUMC TAFPHDMEETF

181 LXKYLYEIAR RHPYFYAPEL LFFAKRYEAA FTECCQMDK AACLLPKLDE LRDEGKASSA
241 KQRLXCASL) KFGERAFKAN AVARLSQRFP KAERFARVSKL VTDLTKVHTE CCHGDLLECA

301 DDRADLAKYI CENQDSISSKX LKECCEXPLL EXSHCIAEVE NDEMPADLPS LAADFVESKD
361 VCKRYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLURLAKTYE TTLEKCCAAA DPHECYAKVE
421 DEFKPLVEEP QNLIKQNCEL FEQLGEYKFQ MALLVRYTEKE VIQUETPTLV EVSRMLGKVG
481 SKCCXHPEAK RMPCAEDYLS VVLNOLCVLH EKTPVSDRVT KCCTESLUNR RPCPSALEVD
541 ETYVPKEFNA ETFTFHADIC TLSEKERQIR KQTALVELVE HKFKATKEQL KAVMDDFAAF
601 VEXCCKADDK ETCFAEEGKK LVAASQAALG L [SEC ID N° 14}

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

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIANLVKGR GSSGAPPPSG GGGGSGGGGS GGGGSDAMKS

61 EVAHRFXDLC EENFEKALVLI AFAQYLQQCP FEDEVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
121 LHTLPGDKLC TVATLRETYG EMADCCAXQE PERNECFLQH KDDNFNLFRL VRPEVDVMCT
181 AFHDNEETFL KKYLYEIARR HPYFYAPELL FFAKRYKAAF TECCQAADKA ACLLPKLDEL
241 RDEGKASSAK QRLECASLOK FGERAFKANA VARLSQRFPK AEFAEVSKLY TOLTKVHTEC
301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ESQDSISSKL KECCEKPLLE KSHCIARVEN DEMPADLPSL |
361 AADPVESEDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSVVL LLRLAXTYET TLEKCCAAAD
421 PHECYAKVFD EFKPLVEEPQ NLIKQRCELF EQLGEYKFON ALLVRYTKKV PQUETPTLVE
481 VSRNLGRVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTE CCTESLUNRR
541 PCPEALEVDE TYVPKEPNAR TFTPHADICT LSEXERQIKK QTALVELVEH KPKATKEQLK
601 AVMDDFAAFV EXCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQAALGL [SEC ID N° 15]

La secuencia de aminodcidos de exendina 4 - alblimina sérica humana se representa en

10 1aSECIDN°16.
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1 HCEGTFTSDL SKQWEEEAVR LFIRWLKNGG PSSGAPPPID AHKSEVAHAF KDLGEEWNFKA
61 LVLIAFAQNL QOCPFEDHVK LVWRVTEFAK TCVADESAEN CDKSLHTLFG DXKLCTVATLR
121 ETYGEMADCC AKQEPERNEC FLOHKDDNFN LPRLVRPEVD WNCTAFHDNE ETFLKKYLYE
181 IARRHMFYFYA PELLFFAKRY KARFTECCOA ADKAACLLPK LOELRDEGRA SSAKQRLKCA
241 SBSLOKFGERAF XAWAVARLSQO RFPKAEFAEV SKLVTDLTKV HTECCHGDLL ECADDRADLA
301 KYICENQDSI SSKLEKECCEX PLLEKSHCIA EVENDEMPAD LPSLAADFVE SKDVCKNYAE
361 AKDVFLGMIL YEYARRHFDY SVVLLLRLAK TYETTLEKRCC AMADFHECYA KVFDEFKPLV
421 EEPOMLIRON CELFEQLGEY XFQNALLVRY TEXVIMVETP TIVEVSKSG KVGEKCCXMP
. 491 EAKRNPCAED YLSEVVLMQIC VLHEKTPVSD RVTKCCTESL VNRRPCFSAL EVDETYVPKE
$41 FNMAETFTFHA DICTLSEXER QIKEQTALVE LVKHKPKATE EQLKAVMODF AAPVERCCKA
601 DDKETCFAEE GEKLVAASQA ALGL [SEC ID N*16]

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

1 HGEGTFTEIL SKOMEEEAVR LFIEWLINGG PSSGAPPPSG GGGUSCGGUS GCCCSDAHKS
61 EVAHRFADLG EENPKALVLI AFAQYLOQCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
121 LNTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLOH KDDNPMLPRL VRPEVOVMCT
161 AFHIMEETYL KRYLYEIARR HFYFYAPELL FPPARRYEAAF TECCQMADKA ACLLFELDEL
241 RDEGRASSAK QRLKCASLQK FGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVSKIV TOLTEVHTEC
301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKXL KECCEXPLLE KSHCIAEVEN DEMPADLYSL
361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSVVL LLRLAKTYET TLEKCCAAAD
421 PHECYAKVFD EFXPLVEEPQ NLIKONCELF EQLGEYKFOM ALLVRYTXKV POVSTPTLVE

481 VSRNIGKVGS RCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VIMQLCVLHE KTPVEDRVIK CCTESLVNRR
541 PCFSALEVDE TYVPXRFNAE TPFTFHADICT LSERERQIKK QTALVELVKH KPRATKEQLK
601 AVNDDFAAFV EKCCKADDEE TCFAEEGKKL VAASQAALGL [SEC ID N*17]

La secuencia de aminoécidos de Val* — GLP - 1 - IgG1 se representa en la SEC ID N°
18.
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1 HVEGTFTSDV SSYLECQMAK EFIAWLVEGR GAEPKSCDXT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF

61 PPKPRDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
121 SVLIVLHQDW LNGKEYRCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQUVYTLPP SREEMTENQV
181 SUTCLVAGFY PSDIAVEWES NGQPENNYRT TPPVLDSDGS FFLYSKLIVD KSRWOQGNVF
241 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK [SEC ID N° 18]

La secuencia de aminodcidos de Val® — GLP — 1 - CEx — IgG! se representa en la SEC
IDN° 19,

1 HVEGTPTSDV SSYLEGOAAK EFIANLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVEF MWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPXERT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKCFYPS DIAVEWESNG QPENRYKTTP FVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 RWQOQGNVFSC SVMHEALHNH YTQRSLSLSP 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 EFIAMLVEGR GAEPKSCDKT HTCPRCPAPE LIGGPSVFLF

61 PPRPKDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV XFIWYVDGVE VHMAKTKPRE BQYNSTYRVV
121 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SHKALPAPIE KTISKAKGQP REPQUYTLOP SREEMTINGV
181 SLTCLVRGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD XSRWQOGHVE
241 SCHVMHEALH NAYTOKSLSI. SPGK [SEC ID N° 20}

10

La secuencia de aminoécidos de Val® — GluZ GLP - 1 - CEx— IgG1 se representa en la
SECID N°21.
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1 HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAMLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPRCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VEHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVEV LTVLHQDWLN GXEYKCKVSM KALPAPIEKT ISKAKGQFRE PQUYTLPPSR
181 EEMNTKNQVSL TCLVEGFYPS-DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 BWOQGNVFSC SVMHEALHNY YTQXSLSLSP Gx [SEC ID N°21]

La secuencia de aminodcidos de Gly* - Glu® GLP — 1 — C2 - IgG1 se representa en la
SEC ID N° 22.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIANLVKGR GI8GASSGAA EPKSCDKTMT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICYVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAXTKPREEQ
121 YMSTYRVVSV LTVLHQOWLN GRKEYKCXVSN KALPAPIEXT ISKAKGQFRE POVYTLPPSR
181 EEMTENQVSL TCLVKGPYPS DIAVEWESNG QPEMMNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 RWNOOGNVFSC SVMHEALHNH YTOXSLSLEP GK [SEC ID N° 22)

La secuencia de eminodcidos de Gly* — Glu? GLP — 1 — CEx — engarce — IgG1 se
representa en la SEC ID N° 23,

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGEG GOGSAEPKSC
61 DXTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTFEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNEALPA PIRKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTR RQVSLICLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRNQQG NVFSCEVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK {SEC ID N* 23]

La secuencia de aminoécidos de Gly' — Glu® - GLP - 1 — CEx — engarce — [gG4 se
representa en la SEC ID N° 24,

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIANLVEGR GSSGAPPRSG GOGSGGGGSE GGGSARSKYG

61 PPCPSCPAPE FLGGPSVFLF PPKPKDTIMI SRTPEVICVV VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
121 VHMAXTKPRE EQFNSTYRVV SVLIVLHQDW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE KTISKAKGQP
181 REPQUYTLFP SQEEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGOQPENNYRT TPPVLDSDGS
241 PFLYSRLIVD KSRWQEGNVF SCSVMREALM NHYTQKSLSL SLGK {SEC ID N°24]
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La secuencia de aminoécidos de Gly® — Glu? GLP — 1 —'CEx — 2 engarce - IgG1 se
representa en la SEC ID N° 25.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GSEGAPPPSG GGGSCGCGEG GOGSGOGGSG

61 GGGSGGGGSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD
121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKFREEQ YNSTYRUVSV LTVLHQDWLY GKEYKCKVSN
181 KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQUYTLPPSR EENTKNOVSL TCLVNGEYPS DIAVEWESNG
241 QFENNYXTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWOOGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP
301 GK [SEC ID N"25]

5 La secuencia de aminodcidos de Gly* — Glu2 GLP — 1 — 2 engarce — IgGl se
representa en la SEC ID N° 26.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVEGR GGGGGSGGGG SGGGGSGEGE SCCCGSGERG
61 SAEFKSCDKT NTCPECPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV
121 KFNWYVDGVE VHNAKTKFRE EQYNSTYRVV SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNEALPAPIE
181 KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMNTEKNOV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGOPEMNYKT
241 TPPVLDSDGS FFLYBKLTVD KSRWQQGNVF SCSVMHEALH EHYTQKSLSL SPGK
[SEC ID N° 26] '

La secuencia de aminodcidos de Gly* — GluZ GLP — 1 -2 CEx - IgG1 se representa
10 enlaSEC ID N°27. '

1 RGEGTFTSDV SSBYLEEQMAK EFIANLVEKGR GSSGAFPPSS SGAPFPSAEP KSCDKTHTCP

61 PCPAPELLGGC PSVFLFPEKP KDTLMISRTP EVICVUVDVS HEDPEVRFMW YVDGVEVHMA
121 KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQDWINGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KARGOPRERQ
181 VYTLPPSREE MIXNQVSLTC LVKGFYPEDI AVEWESNGQF ENNYKTTPPFV LDSDGSFFLY
241 SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALMNHYT QRSLSLSPGK [SEC ID N 27]

La secuencia de aminoécidos de Gly* - Glu® - Val®® - le” GLP - 1 — CEx — engarce -
IgG1 se representa en la SEC ID N° 28.
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1 RGEGTFTSDV SSYLEEQAVK EFIANLIKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGEAEPKSC
61 DETHICPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTFEVT CVVVDVEHED PEVKFNWYVD
12]1 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLA QODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPOVYT LPPSREEMTE NQUSLICLVK GFYPSDIAVE WESNCOPEMN YETTPPVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQOG NVFSCSVMHE ALHNHYTOXS LSLSPGK [SEC ID N* 28]

La secuencia de amino4cidos de exendina - 4 - IgG1 se representa en la SEC ID N° 29.

1 RGEGTFTSDL SKOMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAFELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VEHEDPEVKF WWYVDGVEVH MAKTKPREEQ
221 YNSTYRVVSV LIVLEQDWLN GKEYRCKVSM KALPAPIEXT ISKAEGQPRRE POVYTLPPSR
181 EENTENQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKITP PVLDSDGSFF LYSKLIVDKS
241 RWOQGHVFSC SVMHEALHNH YTQXELSLEP GK [SEC ID N° 29]

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

1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLENGG PSSGASSGAA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP XPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH FAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVEV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR
181 EEMTENQVSL TCLVRGFYPS DIAVEWESMG QPENKYRITP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 RWQOGNVFSC BVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [SEC ID N® 30]

La secuencia de aminodcidos de exendina - 4 — engarce - IgG1 se representa en la SEC
ID N°31.

1 HGEGTFTSUL SKOMEEBAVR LPIEWLXNGG PSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAEPKSC
61 DKTHTCPPCP APELLGCGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVRFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKITPPVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQQ NMVFSCEVMHE ALMMHYTQKS LSLSPGK [SEC ID N*31]

30
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Tabla Sa: Actividad de los andlogos de GLP-1 in vitro

Compuesto GLP -1 Activacién del receptor de GLP -1

GLP~1(7-37)0H 1.0

V;l'-GLP—l (7-37)0H 0.47

{(n = 6}

Gly'-His'*-GLP-1(7-37)0H 0.282
val®'-ala-GLP-1(7-37)0H 0.021
val®-Lys'-GLP-1(7-37)0H 0.001
val'-Tyr'2-gLP-1(7-37)0H 0.81

val®-Glul*-gLp-1(7-37)0H 0.047



val®-ala'f-GLP-1(7-37)0H
valt-myrié-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys?*-GLP-1(7-37)OH
@1n¥-GLP-1 (7-37)0H

val®-Ala®?-GLP-1(7- ;7 )OH
val®-Ser**-GLP-1(7-37)0H
val-asp??-GLP-1(7-37)0H
val'-Glu*?-GLP-1(7-37)0H
val'-Lys?*-GLP-1(7-37)0H
val®-pro®-GLP-1(7-37)0H
val®-His??-GLP-1{7-37)0H
val®-Lys®*-GLP-1 (7-36)NH,
val®-Glu®*-qLp-1(7-36) NN,
Gly"-Glu?-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys®-GLP-1{7-37)0H

val®-His?-GLP-1(7-37)0H

98

0.1i2
1.175
0.33
0.42
0.56

0.50

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)0H
val®-Glu®*-GLP-1(7-37)OH
val®-His?-GLP-1(7-37)0H
val®-ala?’-GLP-1{7-37)0H
Gly®*-Glu*-GLP-1(7-37)OH
val*-Glu’-GLP-1(7-37)0R
val®-Asp?’-GLP-1(7-37)0K
val®-Ser’®-GLP-1(7-37)0H
val'-Hie®’-GLP-1(7-37)0H
val®-Glu®-GLP-1(7-37)0H
val®-A1a¥-GLP-1(7-37)0H
val®-Gly"*-GLP-1(7-37)0OH
val®-Glu*-GLP-1(7-37)0H
val'-Pro®-GLp-1(7-37 ) OH
val®-fis?>-GLP-1(7-37)0H

val®~Glu¥*-GLP-1({7-37)0H

99

0.05
l.6

1.5 -
0.37
0.47
0.29
0.29
0.15
.18
0.19

0.039

0.01
0.17
0.094
0.41

0.15
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Val®’-Glu*¢-GLP-1(7-37)CH

val®-His*®-GLP-1(7-37)0H

Vai'-ms"-er..p-:L (7-37)0H

val®-Leu!®-Glu?t-QLP-1(7-37)OH
val®-Lys??-Glu**-GLP-1(7-37) OH
val®-Lys*?-Glu?*-GgLP-1(7-37)0K
Val'-Glu”-Ala_n"—GLP-l (7-37)0H
val®-Glu®?-Lys®*-GLP-1(7-37)OH
val®-Lya**-val¥'-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

30%
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Tabla 5b. Actlvidad de andlogos de GLP - 1 in vivo cti-

Compuestod GLP-1

Actlvacién del nuptor de
GLP-1

Val'—'l‘rp“-@lu”-m-l (7-37)0H

GLP-1(7-37)0H 1.0
[Val®-GLP-1(7-37)0H 0.47
Gly'-GLP-1(7-37)0H 0.80
Val®-Tyr*’-GLP-1(7-37)0H D.80
[ Val'-Tyr *~GLP-1(7-36) NH, 0.52

Val'-Txp~-GLP-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’-Tyr -GLP-1(7-37)OH 1.18
[Gly"-Glu~-GLP-1(7-37)OK 1.03
{Val®-Leu™-GLP-1(7-37)0H 0.24
Val"=Tyr -Tyr™*~GLP-1(7-37) OH ~0.70
[Val®*-Trp*-Glu=-GLP~1 (7~37) OH 0.80
Val'-Tyxr>-GluR-GLP-1 (7-37) OH 1.27
Val'-Tyxr *-Phe“-GLP-1(7-37)OH 1.32
[Val®-Tyz " -Glu®-GLP-1(7-37)OH 1.69, 1.79

2.30, 2.16

Val®-Leu"-Glu®—GLF-1(7-37)OH

2.02

Val'-Ile*’-Glu=-GLP-1(7-37) 0K

1-55

Val™- -Glu*’-GLP-1(7-37)0H

1.08

Val’-Trp °-Glu™-GLP-1(7-37)OH

1.50, 3.10

VAl'-'ryr“-Glu”-Gnr-l (7-37)0R

2.40, 2.77

[Val'-Phe *-Glu**-GLP-1(7-37)OH

0.94

Val'-Ile™-Glu®-GLP-1(7-37)OH

1.68

Val'-hys"-@lu“-GhP-l (7-37)0H

l1.18

(Val’-Trp= -Glus*-GLP-1(7-37)0OH

.30

Val’-Phe’-Glu*~GLP-1(7-37 )OH

0.70

Val'-Phe’’~Glu”-GLP-1 (7-37)0H

1.27
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Val®-Glu™-Leu®™-GLP-1(7-37)OH 1.32
Val’-Glu*’-I1e®-GLP-1(7-37)0H 1.46
Val’-Glu®-vai®*-GLP-1(7-37)CH 2.21, 1.36
Val®-Glu™®-Ile?’-GLP-1(7-37)O0H 0.94
Val'-Glu®*-Ala’’-GLP-1(7-3710H 1.03

val’-Glu*-11e”-GLP-1(7-37)0H

2-21' 1-79' 1-60

37)0H

37)0H

Val'-Glu**-Val>-Ii1e -GLP-1(7-

[Val®-Asp’~Ile~-Tyr " -Glu=- 2.02
GLP-1(7-37)0H

[Val' —Tyr™ - Trp™-G1lu*~GLP-1(7- 1.64
37)0H '
(Val'-TrpT-Glu’-Val-1le - 2.35
GLP-1(7-37)0H

Val'-Trpr-Glu-Ile’~GLP-1(7- 1.93

2.30, 2.73, 3.15

37)0H

37)0H

Val®-TrpT~Glu®-Val>-GLP-1(7- 2.07
[Val"-Cys™-Lys**~GLP-1 (7-37)OH 1.97
Val'-Cys™-Lys®-Arg*-GLP-1(7- 2.4,1.9
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Tabla 6. Actividad in vitro de andlogos de GLP/exendina

Secuencia de péptidas ?;.";"v'fl"f&'f;
~1(7-37 OB)
HGEGTFTSDLSKOMEREAVRLFIEWLKNGGP-NH2 6.2
HGRGTFTSDLSKQMEERAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP 6.75,3.25
PS-NH2 :
EVEGTFTSDLSKQMEEEAVRLPTANLVKGRG 2.86
HVEGTFTSDVSSYLEEEAVRLF TANLVEGRG 1.47
HVEGTPTSDLSKQMEGQAAKEF TAWLVEGRG 0.11
HVEGTFTSDVSKQMEGQAAKEFTAWLVEGRG 0.04
HGEQTFTSDLSKQMEGQAAKEF IEWLXNGGP-NH2 1.44
HGEGTFTSDLSKQMEEEAAKEFTEWLKNGGP-NH2 2.80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.07
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLVEGRPSSGAPPPS 3.30
-NH2
HAEGTPTSDVSKQLEEEAAKEF IANLVECRG 2.15
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEP I EWLKNGGP-NH2 2.36
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIAWLVKGRG 3.25
HVEGTFTSDVSSYLEEEAAKEFIAWLVKGRG 1.00
HVEGTPTSDVSSYLEGOAAKEF IAWLKNGRG 0.20
HVEGTFTSDVSSYLEGOAAKEF IAWLVEGRG 1.00
HAEGTFTSDVSSYLEGOAAKEFIAWLVEGRG 2.12

Se realizd en monos cinomélogos un estudio farmacocinético de Val® - GLP - 1
—IgG1 y Val' - GLP — 1 — HSA. Se administré una dosis a los monos de 5,6 nmolev/kg
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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 désis en tubos que contenian EDTA.
Se determinaron las concentraciones en plasma de Val® - GLP - 1 inmunorreactiva
utilizando un radicinmunoensayo que utiliza un antisuero policional cuya especificidad
principal es para la regién (7 — 16) del extremo N terminal de Val® — GLP - 1 (7 - 37).
La figura 9 representa la concentracién en plasma de Val® - GLP — 1 - Fc y Val* - GLP
- 1 - engarce — HSA seguido de una dosis finica intravenosa a dos monos cinomélogos.
La proteina de fusién de Fc tenfa una semivida de sproximadamente 45 horas y la
proteina de fusién de albiimina tenia una semivida de aproximadamente 87 horas.

Se estudiaron dos perros sabuesos macho normales canulados crénicamente
después de una noche de ayuno. Se accedié a puertos de acceso vascular venoso y
arterial y se insert$ percutineamente un catéter en una vena cefélica y se asegurd. 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, 8 M)

e vena cefilica.

Después se limpi6 el catéter con 10 ml de solucidn salina. Dos horas después, se inicid

una pinza hiperglucémica (150 mg/dl) y se continué durante tres horas. Se tomaron

muestras de sangre arterial durante este periodo de 5 horas para determinar las
concentraciones en plasma de le proteina 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 mas terde se estudiaron utilizando una pinza hiperglucémica durante 3

ol
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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 se ilustran en las
figuras 10y 11.

Ejemplo 9: farmacocigética in vivo de Gly*— Glu® — GLP — | — CEx — engarce
=1gGl:

Dos grupos de tres perros sabuesos machos normales recibieron 0,1 mg/Kg de

Gly® — Glu® - GLP — 1 — CEx — engarce — IgG! mediante administracién subcuténea

(abreviadamente SC) o intravenosa (abreviadamente IV). Las concentraciones en

plasma de la inmunorreactividad de Gly® — Glu® - GLP - 1 ~ CEx ~ engarce — IgG1 se

determinaron mediante radioinmunoensayo en muestras recogidas desde 30 minutos
antes de la dosis hasta 216 horas después de la dosis para ambos grupos IV y SC. Estas
concentraciones se usaron posteriormente para determinar los parimetros
farmacocinéticos indicados. La semivida de eliminacién media de Gly® — Giu® — GLP
— 1 — CEx — engarce — [gG1 administrada [V fue aproximadamente de 55 horas y la
eliminacidn total en el cuerpo era de 1,5 ml/h/kg. La semivida de eliminacion media de
la Gly* - Glu” - GLP ~ 1 — CEx — engarce — IgGl administrada SC fue
aproximadamente de 38 horas.

313
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lc.) contenido
en las siguientes
REIVINDICACIONES
1. 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 — | y el segundo
polipéptido se selecciona del grupo constituido por
a) albimina humana;
b) andlogos de albimina humana; y
b) fragmentos de albémina 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 heteréloga que comprende un primer polipéptido con
un extremo N terminal y un extremo C terminal condensados con un
scgundo 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) albimina humana;

b) andlogos de albiimina 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.

Y
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hproteimdeﬁ:siénhete:élogadelueiw_rindidaciénz enlaque.elengarce
de péptidos se selecciona del grupo eonsl:ltmdo por:

a) un péptido rico en glicina,
b) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser], en el que

nesl,2,3,4,506;y

4.

c) un péptido que tiene la secuencia (Gly — Gly — Gly — Gly - Ser}s.

La prote{na de fusidn heteréloga de las reivindicaciones 1, 2, 6 3 en la que el
compuesto de GLP ~ 1 comprende la secuencia 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 — Xan — Xaa — Xaa — Phe -
20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Ile — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa -
40 41 42 43 4 45

Xaa —- Xaa — Xga —~ Xaa — Xan — Xaa

Férmula I (SEC ID N° 2)

en la que:

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

Xaa en la posicién 11 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicién 14 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;
Xaa en la posicién 16 es Val, Ale, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp o
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Lys; _

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

Xsa en la posicién 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, Gin, o Lys;

Xaa en la posicién 20 es Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp,

Tyro Lys;

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

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

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

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

Xaa en la posicion 33 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, 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 posicién 36 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp o His;

Xaa en 1a posicion 37 es Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Aspo Lyso

se ha suprimido;

Xaa en la posicién 38 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;
Xaa en la posicion 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 posicién 41 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;

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

y

Xaa en la posicion 45 es 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, entonces cada aminoécido cadena abajo de ese aminoécido también

se ha suprimido.

5. La proteina de fusidn heteréloga de las reivindicaciones 1, 2 6 3 en la que el
compuesto de GLP - 1 comprende la secuencia de férmula II (SEC ID N° 3)

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 — Xaa

Férmula II (SEC ID N° 3)

en la que:

Xaa en la posicién 7 es: L - histidina, D — histidina, degsaminohistidina, 2 -
aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a —
metilhistidina;
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Xzaa en la posici6n 8 es: Gly, Ala, Vel, Leu, Ile, 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 o 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 posicién 19 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

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

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

Xaa en la posicion 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 1a posicidén 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicidén 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;
Xaa en la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicion 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 en la posicién 36 es: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
Xaa en la posicion 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly — Pro o se ha suprimido.

La proteina de fusién heterbloga de las reivindicaciones 1,2 6 3 en la que el
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula OI (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 -
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18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser—~ Tyr — Leu — Glu — Xaa — Xaa — Xaa — Ala — Xaa — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 M 35 36 37

Ile — Ala — Xaa — Leu — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula III (SEC ID N° 4)

en la que:

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

aminohistidina, B — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a -

metilhistidina;

Glu;

Xaa en la posicién 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, Tip, 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 posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gln;
Xan en la posicién 24 es: Glu, His, Ala o Lys;
Xaa en la posicién 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 posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
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 posicidn 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 posicién 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 proteina de fusién heteréloga de las reivindicaciones 1, 2 ¢ 3 en la que ¢l
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 — 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

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

Férmula IV (SEC ID N° §)

en la que:

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

aminohistidina, § — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina o a —

metilhistidina;

Glu;

Xaa en la posicidn 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, o Thr;
Xea 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 posicion 22 es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicion 23 es: 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 posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
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Xaa en la posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, -NH;,
Gly, Gly — Pro o Gly — Pro - NH3, o se ha suprimido.
8. La proteina de fusidn 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, a — fluorometilhistidina 0 a —
15 metilhistidina;
Xaa en la posicién 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 posicién 23 es: His, Asp, Lys, Glu o Gln;
Xaa en la posicién 24 es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
20 Xaa en la posicién 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser 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.

9. La proteina de fusién heter6loga de las reivindicaciones 1, 2 6 3 en la que el
25 compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula VIII (SEC ID N° 11)
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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 — Xaa — Glu — Xaa — Xaa — Ala— Xaa — Xaa — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

lle — Xaa — Trp — Leu — Xaa — Xaa — Gly — Xaa — Xaa

Férmula VIII (SECID N° 11)

en la que:

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

15

20

25

Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala o Val;
Xaa en la posicidn 16 es: Leu o Val;
Xaa en la posicién 18 es: Lys o Ser;
Xaa en la posicién 19 es: Gln o Tyr;
Xaa en la posicién 20 es: Met o Leu;
Xaa en la posicién 22 es: Glu o Gin;
Xaa en la posicién 23 es: Glu o Gin;
Xaa en la posicién 25 es: Val o0 Ala;
Xaa en la posicidn 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 1e posicion 33 es: Val o Lys;
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Xaa en la posicién 34 es: Asn o Lys;
Xaa en la posicién 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 heteréloga de las reivindicaciones 1 a 9 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méis de 6 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP — 1 (7 - 37) OH, GLP -1 (7 - 36) OH

o exendina — 4,

La proteina de fusion heter6loga de la reivindicacién 10 en la que el
compuesto GLP - 1 no tiene 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 proteina de fusion heterdloga de la reivindicacién 11 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene més de 4 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminoacido en GLP — 1 (7 — 37) OH, GLP - 1 (7 — 36) OH
o exendina — 4.

La proteina de fusidn heteréloga de la reivindicacién 12 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene mis de 3 aminoécidos que son diferentes del
correspondiente aminoédcido en GLP -~ 1 (7 —37) OH, GLP - 1 (7 - 36) OH

o exendina — 4.
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La protefna de fusién heteréloga de la reivindicacién 13 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene mis de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP - 1 (7 - 37) OH, GLP -1 (7 - 36) OH

o exendina - 4.

La proteina de fusién heteréloga de una cualquiera de las reivindicaciones de

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

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

dcido glutamico, dcido aspértico, serina o histidina.

La proteina de fusion heterdloga de la reivindicacién 16 en la que Xaa en la
posicién 30 es 4cido glutdmico.

La proteina de fusion heteréloga de la reivindicacion 8 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene més 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 posicién 8 es glicina o valina y Xaa en la posicion 37 es
histidina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, dcido aspértico, dcido glutimico,

serina, treonina, arginina o lisina.

La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacién 18 en la que Xaa en la
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25.

26.
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posicién 37 es histidina.

La proteina de fusion heterdloga de la reivindicacién 8 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méas de 2 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminoicido en GLP — 1 (7 — 37) OH o GLP -1 (7 - 36)OH
y Xaa en la posicién 8 es glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina
o metionina y Xaa en la posicion 22 es 4cido aspartico, 4cido glutdmico,

lisina, arginina, asparagina, glutamina o histidina.

La proteina de fusién heterbloga de la reivindicacién 20 en la que Xaa en la
posicién 22 es lisina o icido glutdmico.

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

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

La proteina de fusién heterdloga de una cualquiera de las reivindicaciones de
1 2 23 en la que el segundo polipéptido es albiimina humana.

La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacién 24 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID N° 34,

La proteina de fusién heteréloga de una cualquiera de las reivindicaciones de
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1 a 23 en la que el segundo polipéptido es un fragmento del extremo N
terminal 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 Fc de una inmunoglobulina;

c) fragmentos de la porcién Fc de una inmunoglobulina, y en la que el
extremo C terminal del primer polipéptido estd condensado con
extremo N terminal del segundo polipéptido.

Una proteina de fusién heteréloga que comprende un primer polipéptido con
un extremo 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 grupo constituido por

a) la porcién Fc de una inmunoglobulina;

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

c) fragmentos de la porcién 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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péptidos.

La proteina de fusion heteréloga de la reivindicacién 28 en la que el engarce
de péptidos se selecciona del grupo constituido por
8) un péptido rico en glicina;
b) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser], en la
quenes1,2,3,4,566;y
c) un péptido que tiene la secuencia [Gly — Gly — Gly — Gly - Ser]s.

La proteina de fusién heteréloga de una cualquiera de las reivindicaciones
27, 28 6 29 en la que el compuesto 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 39

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

40 41 42 43 44 45

Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa

Férmula 1 (SECIDN"2)

en la que:

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

Xaa en la posicién 9 es Glu, Asp, o Lys;

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

31t
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Xaa en la posicién 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
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, Leu, Ile, 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, Ile, 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

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

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

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

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

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

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

Xaa 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, Tle, 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 posicion 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

se ha suprimido;

208
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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;
Xaa en la posicién 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;
5 Xaa en la posicién 42 es Ser, Pro, Lys, Glu 0 Asp, o se ha suprimido;
Xaa en la posicién 43 es Ser, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;
Xaa en la posicién 44 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys, o se ha suprimido;
y
Xaa en la posicién 45 es Ala, Ser, Val, Glu, Asp o Lys, o s¢ ha suprimido;
10 con la condicién de que cuando el aminoécido en la posicién 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43 6 44 se ha suprimido, después cada aminodcido cadena abajo de este aminodcido
también se ha suprimido.

31. La proteina de fusién heterdloga de las reivindicaciones 27, 28 6 29 en la
15 que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula II (SEC ID N° 3):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa — Xaa — Xaa —Gly — Xaa — Xaa — Thr — Ser — Asp — Xaz — 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

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

Férmula II (SEC ID N° 3)

en la que:

25 Xas en la posicién 7 es: L - histidina, D — histidina, desaminohistidina, 2 -
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aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a —

metilhistidina;

Glu;

Xaa en la posicién 8 es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, 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 o Tyr;
Xaa en la posicion 16 es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu o0 Ala;
Xaa en la posicién 18 es: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala o Lys;
Xaa en la posicién 19 es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;
Xaa en la posicion 23 es: His, Asp, Lys, Glu, Gin o Arg;
Xaa en la posicién 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 Ia posicién 31 es: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;
Xaa en la posicién 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicion 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: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;
Xaa en la posicidn 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly - Pro o se ha suprimido.

J2. La proteina de fusidn heterdloga de las reivindicaciones 27,28 629 en la

25 que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de formula Il (SEC ID N° 4):
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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 — Ala — Xaa — Xaa — Phe -
29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile — Ala — Xaa — Leu — Xaa — Xaa — Xaa—Xaa-R

Férmula III (SEC ID N° 4)

en la que:

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

aminohistidina, § — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometithistidina 0 a —

metilhistidina;

Xaa en la posicién 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, 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;
Xaa en la posicion 25 es: 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 33 es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaa en la posicion 34 es: Glu, Lys o Asp;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Tip, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
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Xaa en la posicién 36 es: Asp, Glu o His;
Xaa en la posicidn 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,

Gly - Pro o se ha suprimido.

33. Laproteina de 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 — 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 36 137

lle — Xaa — Trp — Leu — Val — Lys — Xag — Arg — Xaa
Férmula IV (SEC ID N° 5)

en la que:

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

aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a ~

metilhistidina;

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

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

Xaa en la posicidn 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 Gln;

Xaa en la posicién 26 es: Asp, Lys, Glu o His;
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Xaa en la posicion 30 es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa en la posicién 35 es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
Gly;
Xaa en la posicidn 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
5 Gly—Pro o se ha suprimido.

34.  Laproteina de fusién heteréloga de las reivindicaciones 27,28 6 29 en la
que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de V (SEC [D N° 6):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

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

10 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)

15 en la que:

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

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

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

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

Xaa en la posicién 24 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 posicién 37 es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly,
25 Gly—Pro o se ha suprimido.

333
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35. La proteina de fusién heterdloga de las reivindicaciones 27, 28 6 29 en la que el
compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula VIIT [SEC TD N° 11]

5
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 -
10 29 30 31 32 33 34 35 36 137
lle — Xaa — Trp— Leu— Xaa— Xaa—Gly—Xaa-R
Férmula VIII (SECID N° 11)
en la que:

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

15 aminohistidina, p — hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a -
metilhistidina;

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

Xaa en la posicion 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 es: Met o Leu;

Xaa en la posicion 22 es: Glu o Gin;

Xaa en la posicién 23 es: Glu o Gln;

Xaa en la posicién 25 es: Val o Ala;

25 Xaa en la posicién 26 es: Arg o Lys;

29
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Xaa en la posicién 27 es: Leu o Glu;

Xaa en la posicion 30 es: Glu o Ala;

Xaa en la posicién 33 es: Val o Lys;

Xaa en la posicién 34 es: 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 fusién heterdloga de las reivindicaciones 27 a 35 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene méis de 6 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente aminodcido en GLP - 1 (7—-37) OH, GLP -1 (7-36) OH o

exendina — 4.

37. La protelna de fusion heterloga de la reivindicacién 36 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene més de 5 aminodcidos que son diferentes del
correspondiente amino4Acido en GLP — 1 (7-37)OH, GLP -1 (7 - 36) OH o

exendina - 4.

38. La proteina de fusién heteréloga de 1a reivindicacién 37 en la que el compuesto
GLP — 1 no tiene més de 4 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
amino#cido en GLP — 1 (7 —37) OH, GLP — 1 (7 — 36) OH o exendina — 4.

39. La proteina de fusion heterdloga de la reivindicacién 38 en la que el compuesto
GLP — 1 no tiene més de 3 aminoécidos que son diferentes del correspondiente
aminodcido en GLP — 1 (7 —37) OH, GLP - 1 (7 — 36) OH o exendina — 4.

133
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40. La protelna de fusién heteréloga de la reivindicacién 39 en la que el
compuesto GLP — 1 no tiene mis de 2 aminoécidos que son diferentes del
correspondiente aminoédcido 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 heter6loga de la reivindicacidn 34 en la que el compuesto
GLP - 1 no tiene mas de 2 aminoécidos que son diferentes del correspondiente
aminodcido en GLP — 1 (7 - 37) OH o GLP -1 (7 —36)OH y Xaa en la posicién 8
es glicina o valina y Xaa en la posicion 30 es alanina, 4cido glutdmico, 4cido

aspértico, serina o histidina.

43. La protefna de fusién heterdloga de la reivindicacién 42 en la que Xaa en la

posicién 30 es icido glutdmico.

44, La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacidn 34 en la que el compuesto
GLP — 1 no tiene mis de 2 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
aminoécido en GLP ~ 1 (7 —37) OH o GLP — 1 (7 — 36)OH y Xaa en la posicién 8
es glicina o valina y Xaa en la posicién 37 es histidina, fenilalanina, tirosina,

triptéfano, dcido aspirtico, dcido glutidmico, serina, treonina, arginina o ligina.

45. La proteina de fusién heter6loga de la reivindicacién 44 en la que Xaz en la
posicién 37 es histidina.
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46. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacién 34 en la que el compuesto
GLP - 1 no tiene méds de 2 aminodcidos que son diferentes del correspondiente
aminofcido en GLP — 1 (7 — 37) OH o GLP — 1 (7 — 36) y Xaa en la posicién 8 es
glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y Xaa en la posicién
22 es écido aspirtico, dcido glutimico, lisina, arginina, asparagina, glutamina o

histidina.

47. La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacién 46 en la que Xaa en la
posicién 22 es lisina o 4cido gitdmico.

48. La proteina de fusidn heterdloga de la reivindicacién 34 en la que el compuesto
GLP-1es Val—-8—-GLP-1 (7-137).

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

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

33’)'
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52. La proteina de fusién heter6loga de la reivindicacién 51 en la que el segundo

polipéptido es la porcién Fc de una inmunoglobulina IgG1.

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

54. La protefna de fusién heterdloga de las reivindicaciones 50 a 53 en la que la IgG

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

CHa.

56. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacion 52 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia de SEC ID NO 32.

57. Un polinucledtido que codifica un proteina de fusién heteréloga 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 el vector de la reivindicacién 58.

60. Una célula huésped que expresa al menos una proteina de fusién heterdloga 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 protelna de fusién heteréloga que
comprende las etapas de transcripcién y traduccién de un polinucledtido de Ia
reivindicacién 57 en condiciones en las que la proteina de fusién heterdloga se expresa

en cantidades detectables.

63. Un procedimiento para normalizar los niveles de glucosa en sangre en un
mamifero en necesidad del mismo que comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién heterdloga de una cualquicra de las

reivindicaciones 1 a 56.

64. Un procedimiento para tratar un paciente con diabetes mellitus no insulino
dependiente que comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz

de una proteina de fusién heter6loga de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.

65. Un procedimiento para tratar la obesidad que comprende la administrecién 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 proteina de fusién heterdloga 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 diabetes mellitus no insulino dependiente.

34
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67. El uso de una proteina de fusiéon 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 obesidad.

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

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 56.

69. La proteina de fusién heteréloga de las reivindicaciones 1, 2 6 3 en 1a que ¢l
compuesto de GLP — 1 comprende la secuencia de amino4cidos de férmula IX (SEC ID
N° 12)

Xaa-Xaas-Glu-Gly-Thr-Xaay;-Thr-Ser-Asp-Xaa;¢-Ser-
x;a;.-xgau-Xaazn-Glu-Xaan-Gln—hla-xaa;;-Lya-Xaai-;-
Phe~Ile-Xaayo~-Trp-Leu-Xaay-Lys-Gly-Arg-Xaay;

Férmula IX (SEC ID N° 12)

en la que:

Xaay es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, p —
hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina 0 a — metilhistidina;

Xaag es: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

Xaa,; es: Phe, Trp o Tyr;

Xaa4 es: Val, Trp, lie, Leu, Phe o Tyr;

30
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Xaa,g es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;
Xaa,g es: Tyr, Trp o Phe;

Xaay es: Leu, Phe, Tyr o Trp;

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

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

Xaaz; es: Glu, Ile o Ala;

Xaayqg es: Ala o Glu;

Xaajyes: Valolle; y

Xaay; es: Gly, His, NH; 6 esta ausente.

70. La protefna de fusién heteréloga de 1a reivindicacién 69 en la que el segundo

polipéptido es albimina humana.

71. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacion 70 en la que el segundo
polipéptido tiene la secuencia SEC ID N° 34,

72. La protefna de fusién heterdloga de la reivindicacién 69 en la que el segundo
polipéptido es un fragmento del extremo N terminal de alblmina,

73. La proteina de fusién heterdloga de una cualquiera de las reivindicaciones 27,
28 6 29 en la que el compuesto GLP — 1 comprende la secuencia de férmula IX (SEC
IDN° 12)

el)
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Xan;-Xanap-Glu-Gly-Thr-Xaa,;~Thr-Ser-Aap-Xasa;s-Ser-
xaa;g-}lnau-hazn-elu-xgnn—Gln-hla-xaazs-hys-xaai-,-
Phe-Ile-Xaay-Trp-Leu-Xaan-Lys-Gly-Arg-Xaay,

Férmula IX (SEC ID N° 12)

la que:
5 Xaay es: L - histidina, D - histidina, desaminohistidina, 2 - aminohistidina, p —
hidroxihistidina, homohistidina, a — fluorometilhistidina o a — metilhistidina;

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

10 Xaa,g es: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;
Xaayg es: Tyr, Trp o Phe;
Xaay es: Leu, Phe, Tyr o Trp;
Xaay; es: Gly, Glu, Asp o Lys;
Xaa,s es: Ala, Val, Ile, o Leu;

15 Xaay; es: Glu, Ile o Ala;
Xaajy es: Ala o Glu;
Xaajyes: Valolle; y
Xaay7 es: Gly, His, NH; 6 esti ausente.

20 74. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacion 73 en la que el segundo
polipéptido es la porcién Fc de una Ig seleccionada del grupo constituido por IgG1,

IgG2, 1gG3, IgG4, IgE, IgA, IgD o IgM.
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75. La proteina de fusion heterdloga de las reivindicaciones 73 ¢ 74 en la que el
segundo polipéptido es la porcidn Fc de una Ig seleccionada del grupo constituido por:
1gG1, 1gG2, IgG3 e IgGA4.

76. La proteina de fusién heterdloga de la reivindicacién 75 en la que el

segundo polipéptido es la porcién Fc de una inmunoglobulina IgG1.

77. La proteina de fusién heteréloga de la reivindicacién 75 en la que el
segundo polipéptido es la porcién Fe de una inmunoglobulina [gG4.

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

IgG es humana.

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

80. La proteina de fusién heterloga de una cualquier de las reivindicaciones 69

a 79 en la que el compuesto GLP — 1 se selecciona del grupo constituido por

3
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Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thr Qlu Cys Cys His Gly Asp Len Leu Glu
255 aso 265 aTe
Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Lau Ala Lys Tyr Ila Cys Glu Asn Gla Asp Ber
275 280 a45
Ile Bar Ser Lys leu Lyw Glu Cys Cys Glu Lyid Pro Leu Leu Glu lys Bar His
2%0 293 3ga 308
Cys Ile Ala Glu Val Glu Asa Asp Olu Mst Fro Ala Asp Lau Pro Ser Leu Als
310 318 320
u-upmw1¢1umw-upw1cy-w-nnmnauummup
aas 3sa 340
v-:l.muuulyun:muumuumuuugmuamupmle:
348 50 55 350
Val Val Leu Leu Leu Arg Lau Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys
365 370 37
Cys Ala Ala Ala Asp Pro Eis Glu Cys Tyz Ala Lys Val Pha Asp @u Phe Lys
38D 385 390 95
Pro Leu Val Glu Glu Pro Glo Azn Leu Ile Lys Gla Asn Cys Glu Leu Pha Glu
400 405 410
nnmuymu'ryr:.y-mmmu-uumvnugmmny-:.y-
415 . 420 423
vnme:l.nvnmmrnm:.nnlmuvuaummmuym
435 440 445 450
Val Gly Sar Lys Cys Cys Lys His FPro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu
455 460 463
ASp Tyxr Lau Sar Val Val Lau Aan Gln Lsu Cys Val Lsu His Glv Lys Thr Pro
470 475 480 485
Va) Ber Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Lau Val Asn Arg Arg Pro



317
Fig. 2 continuacién

490 495 300
Cys Phe Ber Als Leu Glu Val Asp Glu Thxr Tyr Val Pxro Lys Glu Phe Asn Ala
508 510 . 515 520
Glu Thr Phe Thr Pha His Als Asp Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lym Glu Azg Gln
52§ 530 535 540
Ile Lys Lys Gln Thr Ala Lau Val Glu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr
5458 550 555
Lys Glu Gln Leu Lya Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala FPhs Val Glu Lys Cys
560° 565 510 575
Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Qly Lya Lys Leu Val
580 L] L]

Als Ala Sar Gln Ala Ala Leu Gly Leu
[SEC ID N° 34]

Wl
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Fig. 12

1
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACC
50
TGAACTCCTGGEGGAACCATCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
100
ACACCCTCATGATCTCCCAGACCCCTGAGGTCACATGCATEGGTGGTCGAC
150
GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGATACGTGGACGACAT
200
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
250
CGTACCATETGGTCAGCGCTCCTCACCGTCCTACACCAGGACTGGCTGAAT
300
GACAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCAT
350
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCAAGAACCACAGATGT
400

+  ACACCCTGCCCCCATCCCGAGAGAGAGATAACCARGAACCAGGTCAGCCTG

450
ACCTGCCTGATCAAAGGCTICTATCCCAGCGACATOGCCGTGAAGTGGGA
500
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCOGTACTGG
550
ACTCCGACGGCTCCTITCTICCTCTATAGCAAGCTCACCCTCAACAMAGAGC
600
AGGTGGCAGCAGGGEAACSTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGACTCT
650
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARMATGAT
700

AGT [SEC ID N* 33]

2
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Fig. 13

1
GATGCGCACAAGAGTEAGGTTGCTCATCGATTTAAAGATTTGGAGAGAAGA
50
AAMTTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCT T TGCTCAGTATCTTCAGCAGT
100
GTCCATTTGAAGATCATCTAAMATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCA
150 °
AAACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGARAATTGTGACARATCACTTCA
200
TACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGARACCT
250
ATOGTGARATGGCTGACTOCTGTGCAARACARGAACCTGAGAGAAATGAA
300
TGCTTCTTGCAACACAAAGATAACAACCCARACCTCCCCCAATTGATGAS
350

ACCAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTI TTTCATGACAATGAAGAGACAT
400
TTTTGAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
450
GCCCCGAAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGETATAAAGCTGCTTITTACAGA
500
ATGTTACCAAGCTECTAATAAMGCTGOCTACCTGTTGCCAAAGCTCGATS
550
AACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAMACAGAGACTCAAGTGT
600
GCCAGTCTCCAAAAATTTOGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATOGGCAGTAGC
650 )
TCRCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCACAAGTTTCCARGT
700
TAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTG
750 -
CTTGAATGTGCTGATGACAGGACGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAARA
800
TCAAGATTCAATCTCCAGTAAACTGAAGGAATUCTAGTGAAAAACCTCTGT
850 . .
TGGAAAAATCCCACTCCATTGCOGAAGTCGAAAAATGATCGAGATGCCTGCT
900

GACTTGCCT TCATYAGCTGCTOATTTTGTTGAAAGTAAGGATUTTTGCAA
950
AAACTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGCGACATG T TTTTGTATGAAT
1000
ATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTECTOCTOCTGAGACTTEOC

354
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Fig. 13 continuacién

1050
AAGACATATAGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
1100
TGAATGCTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
1150
CTCAGAATTTAATCAAACAARATTGTGAGCTTTITGAGCAGCTTGGAGAG
1200
TACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCA
1250
AGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCICAAGAAACCTAGGAAAAGTGG
1300
GCAGCAAATATTGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
1350
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTATGTTGCATGAGAAAAC
1400
GCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATAGCTACACAGAATCCTTGGTGAACA
1450
GGCGACCATGCTTTITCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCAAR
1500
GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
1550
TGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
1600
AACACAAGCCCAAGGCAACAAAMAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGAT
1650
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTG
1700
CTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTCTIGCTGCAAGTCARGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEC ID N° 35]

260
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<150
<151>

<170»

<210>
<211>
<212>
213>

<AD0>

LISTA DE BECUENCIAS

El4 LNy y Compahia
proteinas de fusién de GLF -1
Xx-13991

us 60/251,954
2000~-06-12

patente en veralén 3.1

1

1

PRT

Homo sapiens

1

PCT/US01/43165

Wis Ala Glu Gly Thr Phe Thr Sar val Ser Sar Tyr Lau Glu Gl
1 Ys A% Nl 1 e

Glin Ala Ala Lys Glu Phe Ile aAla Trp Lau Val Lys Gly Arg Gl
2b 250 ye €Y 30° °Y

<210>
<211>»
<212>
<213»

<220>
<223
<220>
<221>»

2

39

PRT

Secuencia artificlal

construcclin sintétlea

MISC_carscteristica

36)



<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

..
Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

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

MISC_CARACTERISTICA

(5)..(5)
Xaa en la posicion 5 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

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

MISC_CARACTERISTICA

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

MISC_CARACTERISTICA

(11). .(11)
Xaa en la posicién 11 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o

Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(12). .(12)



<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, Ile, Val, Glu, Asp, Lys,
Trp o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA
(13). (13)
Xaa en la posicién 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, Ile, Val, Glu, Asp, Trp
o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

a7n..a7)
Xaa en la posicién 17 es Gln, Asn, Arg, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(18) .. .(18)



<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

sf

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

MISC_CARACTERISTICA

(19). (19)

Xaa en la posicién 19 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(20) . .(20)
Xaa en la posicién 20 es Lys, Arg, Gin, Glu, Asp o His;

MISC_CARACTERISTICA
21)..21)
Xaa en la posicién 21 es Leu, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(24)..29)

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

MISC_CARACTERISTICA
(25). .(25)
Xaa en la posicién 25 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(26) . .(26)



<223>

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

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

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

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

<220>
<221>

36§

Xaa en la posicion 26 es Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA

27)..27

Xaa en la posicion 27 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp o
Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(28) . .(28)
Xaa en la posicion 28 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp o His;

MISC_CARACTERISTICA

(29). .(29)

Xaa en la posicién 29 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leuy, Ile, 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)..(31)
Xaa en la posicién 31 es Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leuy, Ile, Val, Glu, Asp o
Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA



<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>

(32)..(32)
Xaa en la posicién 32 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(33)..(33)
Xaa en la posicién 33 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp o His o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(34)..(34)
Xaa en la posicién 34 es Gly, Asp, Glu, o Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

(35)..(35)

Xaa en la posicién 35 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Aspo Lys 0 se ha
suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(36) . .(36)
Xaa en la posicidn 36 es Ser, Pro, Lys, Glu o Asp o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA
(37)..(37)
Xaa en la posicién 37 es Ser, Pro, Glu, Asp o Lys o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

g6t



<222> (38)..(38)
<223> Xaa en la posicidn 38 es Gly, Pro, Glu, Asp o Lys o se ha suprimido;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (39)..(39)
<223> Xaa en la posicién 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
I 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phelle Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

35
<210> 3
<211> 32
212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccién sintética

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (..

<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D - histidina o se ha suprimido;
<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> 2)..(2)

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

<220>



<221>
<222>
<223>

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

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

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

<22(0>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<22¢>

; s

MISC_CARACTERISTICA

(3)..09)
Xaa en la posicién 3 es Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu o His;

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 posicion 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, Tyr, Glu
o Ala;

MISC_CARACTERISTICA

(12)..(12)
Xaa en la posicidn 12 es His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicién 13 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;



Q21>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>

MISC_CARACTERISTICA

a7n..a7n
Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu, GIn o Arg;

MISC_CARACTERISTICA

(18)..(18)
Xaa en la posicién 18 es Glu, Arg, Ala o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(20) . .(20)
Xaa en la posicién 20 es Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(21)..(21)
Xaa en la posicién 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(24). .(29)
Xaa en la posicion 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

MISC_CARACTERISTICA
(25)..(29)
Xaa en la posicién 25 es Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp o Lys;

MISC_CARACTERISTICA



<222>
<223>

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

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

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

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

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

<400> 3

10

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)

Xaa 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 posicién 30 es Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(31)..(31)

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;

Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Leu Glu Gly

1

5 10 15

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Phelle Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30



<210>
<211>
<212>

Y
1 >l

32
PRT

<213> Secuencia artificial

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

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

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

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

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

construccion sintética

MISC_CARACTERISTICA

1n..m
Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

).
Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

MISC_CARACTERISTICA

(3. .05)
Xaa en la posicidn 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 12 posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o
Ala;



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

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

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

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

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

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

12

MISC_CARACTERISTICA

(16) . . (16)
Xaa en la posicion 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

MISC_CARACTERISTICA

17)..Q7)
Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA

(18)..(18)
Xaa en la posicién 18 es Glu, His, Ala o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(19)..(19)
Xaa en la posicién 19 es Asp, Lys, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(21) . (21)
Xaa en la posicién 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA
(24) . .(24)
Xaa en la posicion 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;



<220>
221>
<222>
<223>

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

<20>
<221>
<222>
<223>

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

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

<400> 4

13

MISC_CARACTERISTICA

27)..(27)
Xaa en la posicion 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)

Xaa 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 posicién 30 es Arg, Glu o His;

MISC_CARACTERISTICA

(31)..31)

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;

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15

2%
¥,
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Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Phelle Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

<210>
<2l1>
<212>

20 25 30
5

32

PRT

<213> Secuencia artificial

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

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

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

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

<221>
<222>

construccién sintética

MISC_CARACTERISTICA

(1..(1)
Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

2.2
Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser, Met o Thr;

MISC_CARACTERISTICA

6)..(6
Xaa en la posicion 6 es His, Trp, Phe, o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(10). .( 10)

Xaa en la posicidn 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Gluo
Ala;

MISC_CARACTERISTICA
(16). (16)

39¢



<223>

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

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

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

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

<221>
<222>
<223>

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

15

Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

MISC_CARACTERISTICA

(17)..(17)
Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o GIn;

MISC_CARACTERISTICA
(20) . .(20)
Xaa en la posicién 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). (31)

Xaa en la posicion 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;



<400> 5

16

Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Glu Phelle Xaa Trp Leu Val Lys Xaa Arg Xaa Xaa

210>
<211>
<212>

20 25 30

6
32
PRT

<213> Secuencia artificial

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

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

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

construccion sintética

MISC _ CARACTERISTICA

M..M
Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;

MISC_CARACTERISTICA

2..@
Xaa en 1a posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;

MISC_CARACTERISTICA
(16) . .(16)
Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

MISC_CARACTERISTICA
(a7n..Qa7n
Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Ly, Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA

39



<222>
<223>

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

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

Xaa en la posicién 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 posicidn 32 es Pro o se ha suprimido;

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

5 10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phelle 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>

construccion sintética

MISC_CARACTERISTICA

337
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<222> ..
<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> 2)..2)
<223> Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Val, Thr, lle y alfametil — Ala;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (15)..(15)
<223> Xaa en la posicién 15 es Glu, Gln, Ala, Thr, Ser y Gly;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (21)..(21)
<223> Xaa en la posicién 21 es Glu, Gin, 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

Gln Ala Ala Lys Xaa Phelle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25 30
<210> 8
<2]1> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccion sintética
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

22> (19) . (19)



19 234

<223> Xaa en la posicidn 19 es Lys o Arg;

<220>

<221> MOD_RES

<222> 27..27

<223> ACETILACION;

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (30). .(30)

<223> Xaa en la posicién 30 es Gly;

<220>

<221> MOD_RES

<222> (30)..(30)

<223> 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 Leu Val Lys Gly Arg Xaa

20 25 30
<210> 9
211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccién sintética
<400>9
His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gin Met Glu Gln
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phelle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
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Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 10
<211> 39
212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccidn sintética
<400> 10
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gin Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phelle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 11
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccién sintética
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1). ()
<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (2).2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala o Val;
<220>

240



<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

<223>

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

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 posicién 13 es Gin o Tyr;

MISC_CARACTERISTICA

(14). (19)
Xaa en la posicion 14 es Met o Leu;

MISC_CARACTERISTICA

(16).. (16)
Xaa en la posicién 16 es Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA
(17..a7

Xaa en la posicién 17 es Glu o Gin;

MISC_CARACTERISTICA

(19). (19)
Xaa en la posicién 19 es Val o Ala;



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

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

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

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

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

<220>
<221>

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

22

MISC_CARACTERISTICA
(20) . .(20)
Xaa en la posicién 20 es Arg o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

21)..21)
Xaa en la posicién 21 es Leu o Glu;

MISC_CARACTERISTICA
(24) . .(29)
Xaa en la posicién 24 es Glu o Als;

MISC_CARACTERISTICA

@27 ..27
Xaa en la posicién 27 es Val o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(28) . .(28)
Xaa en la posicién 28 es Asn o Lys;

MISC_CARACTERISTICA

(30) . (30)

Xaa en la posicion 30 es Gly o Arg; y

MISC_CARACTERISTICA

@31D..(31)
Xaa en la posicién 31 es Gly o Pro;



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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

23

MISC_CARACTERISTICA
(32)..(32)
Xaa en la posicidn 32 es Ser o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(33)..(33)
Xaa en la posicién 33 es Ser o esta ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(34).. .(34)
Xaa en la posicién 34 es Gly o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(35) . (35)

Xaa en la posicion 35 es Ala o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA

(36) . .(36)
Xaa en la posicién 36 es Pro o estd ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(37..637

Xaa en la posicién 37 es Pro o esté ausente;

MISC_CARACTERISTICA
(38)..(38)
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<223> Xaa en la posicién 38 es Pro o estd ausente;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (39)..(39
<223> Xaa en la posicién 39 es Pro o esté ausente;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (39). .(39)
<223> Xaa en la posicion 39 es Ser o estd ausente;
<400> 11
Xaa Xaa 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 Xaa Xaa Xaa Xaa
35
<210> 12
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> construccién sintética
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<2Q22> (1)..Q1)
<223> Xaa en la posicién 1 es L — histidina, D — histidina o se ha suprimido;
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> ..
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<223> Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Ser o Thr;

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

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

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

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

<220>
<21>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222
<223>

<220>
<221>

MISC_CARACTERISTICA

(6) . .(6)
Xaa en la posicién 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, Tip, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

MISC_CARACTERISTICA

(13)..(13)
Xaa en la posicién 13 es Tyr, Trp o Phe;

MISC_CARACTER{STICA
(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, Ile o Leu;
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> 21). (21)
<223> Xaa en la posicién 21 es Glu, [le o Ala;
<220>
<21> MISC_CARACTERISTICA
<222> (24) . .(29)
<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 lle; y
<220>
<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACION
<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (31)..(331)
<223> Xaa en la posicién 31 es Gly, His o esté ausente;
<400> 12
Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
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> construeclén sintética

<400> 13

:tlrls val Glu Gly ';hr phe Thr Ser Asp \{101 Ser Ser Tyr Leu ﬂu Gly

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Leu val Lys Gly Arg Gly As
2 1 ¥s Gly o9 O'Y AsP

Ala His Lys Ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu
3! 40 re ys Asp 45 y

Asn phe Lys Ala Leu val Leu Ilae Ala Phe Ala GIn Tyr Leu GIn Gin .
50 55 60

gs Pro Phe Glu Asp %’ val Lysll.eu val ;:sm Glu val Thr Glu -rl&e
Ala Lys Thr Cys \'1;1 Ala Asp Glu Ser ga Glu Asn Cys Asp |9.¥s sar
Leu His Thr Lﬂ Phe Gly Asp Lys iomsn Cys Thr val Ala Tﬁs Leu Arg
Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala 258 Cys Cys Ala Lys ﬂls'l Glu Pro Glu
Arg ﬁs Glu Cys Phe Leu ﬂlsl His Lys Asp ASp ﬂs Pro Asn Lau Pro
ﬂ! Leu val Arg ng}gvﬂ Asp val mgg'rhrna Pheuisisss
Asn Glu Glu Thr ;Islg Leu Lys Lys Tyr Ii;g Tyr Glu Ile Ala br! Arg
His Pro Tyr ;I'lg Tyr Ala Pro Glu igsl Leu Phe Phe Ala i&’) Arg Tyr
Lys Ala gg Phe Thr Glu Cys %.3 GIn Ala Ala Asp lig Ala Ala cys

Lev Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu A Glu Gly Lys Ala Ser Ser
a T Pig AR BNy Y :

391
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Ala Lys GIn Arg Leu LYsS Ala Sser
225 2!0 vs
Ala fhe Lys Ala ';:g Ala val Ala Arg
Ala Glu phe Ala Glu val Ser Lys Leu
260 285
His Thr Glu 5 His Gly Asp Leu
275 s O y ZBB
Ala AsSp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu
298 Lys Ty 295 y
Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro
3h3 Lev Lys €lu s Q3 clu Ly
ITe Ala Glu val g‘{g ASn Asp Glu het
ATa Ala asp Phe val Glu Ser Lys As
".340 4 342
Ala Lys Asg val phe Leu Gly Met Phe
35 360
His Pro Asp Tyr Ser val val Leu Leu
370 375
Glu Thr Thr Leu Gl 3 C Ala
388 tu olu 53g o o
Tyr Ala Lys val :3; Asp Glu Phe Lys
ASn Leu ITe Lys GIn Asn Cys Glu Leu
g e i
Lys Phe GIn Asn Ala Leu Leu Val A
s e &S apd
val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu val
450 458
Gly Ser Lys Cys Lys His Pro G)
oo y

Glu ASp Tyr Leu 2:; val val Leu Asn

Leu GIn Lys phe Gly Glu A
235 ye y 2:8
Leu Ser GIn Arg Phe Pro Lys
250 255
val Thr Asp Lau Thr Lys val
g 270 Ly
Leu Glu Cys Ala Asp Asp A
Cy S8t P ASp Arg
AsSn GIn Ag sar Ile Ser Ser
3
Leu Lev Glu Lys Ser His Cys
315 ys 30
Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu
330 335
val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu
Cys Ly 30
Lau Tyr Glu Tyr Ala Arg A
TY ;!5 Ty Arg
Leu Arg Lau Ala Lys Thr Tyr
rg 350 ys Ty
Ala Ala asp Pro His G
$i5 2o rro e <l 0
Pro Leu val Glu Glu Pro Gln
410 415
phe Glu GIn Leu Gly Glu Tyr
435
r Thr Lys Lys val Pro GIn
TY .Y L‘xs

Ser ASn Leu Gly Lys val
Arg i y

Ala L met Pro Cys Ala '
4¥§w y 480

iley val Ley His Glu
gl o o 1 Lo
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s Thr Pro val Ser Asp Arg val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Lau
Ly ¥io p Arg 114 Lys Cys Cy $10
val Asn Arg Arg Pro Cys Pha Ser Ala Leu Glu val Asp Glu Thr Tyr
. 55.! e o 520 szg w
val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr rhe Thr Phe His Ala Asp Ile
530 535 540
s Thr Leu Ser Glu Lys Glu ¢ln Ile Lys GIn Thr Ala Len
as 's‘!o Arg gs Lys £60
val 6lu Leu val Lys Wis Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu GIn Ley
SE Ly v 70 ye S75 Ly
Ala val Met As phe Ala Ala Pha val Glu L s Cys Ala
Sls Asp 585 ys Oy 30 Lys
ASp As] Glu Th s Phe Ala Glu Glu Gly L s Leu Val Ala
- " oS Phe 200 uely tys 413
Ala Ser GIn Ala Ala Leu ¢1¥ Leu
610 61
«<210>
211>

22>

«213> artifictal

éiﬁ“

<220»

«223> consirucclén sintétlea

<40 14

His val Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Les Glu Gly

1 S 10 15

GIn Ala Ala Lss Glu phe ITe 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 sar Asp Ala

His Lys Ser Glu val Ala g;s Arg Pha Lys Asp %l.)“ Gly Glv Glu Asn

rhe Lys Ala Lou Val Leu Ile Ala Pha Ala GIn n GIn Cys
6 ) 70 g5 Tyrleve %
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Pro Phe Glu Asp Es val Lys Leu

val Asn Glu val Thr Glu Phe Ala
90 95

" Lys Thr Cys val Ala asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu
y 100 P 105 i P

His Thr Leu phe 61 Lys Leu
115 y Asp by 120

Thr Tyr Gly Glu Met Ala As 5

Bo y lig <
Asn Glu Cys Phe Leu GIn His LyS
145 i 150 4

Leu val Arg Pro ﬂlsl val Asp val

Cys Thr val Ala EE Leu Arg Glu
s Ala GIn Glu Pro Glu A
Cy Lys T rg

ASp Asn Pro Asn Leu Pro A
Asp ASP 255 268

Met %Thr Ala Phe His gg ASn

Glu Glu Thr phe Leu Lys L r Leu Glu Ile Ala Arg Arg His
180 Lys Lys Ty “s'l'rl' 1'9‘8 rg

Pro Tyr phe Tyr Ala Pro Glu Leu
185 i 200
Ala Ala phe Thr Glu Cys Cys GIn
210 i g!s
Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu A
325 y P 230 v

Lys GIn Arg Leu s Ala Ser
y rg ‘iﬂc’

phe Lys Ala Trp Ala val Ala A
260 o

Glu Phe Ala Glu val Ser Lys Leu
275 280

Thr Glu Cys Mis Gly ASp Leu
Sop Y ©vs Mis Cly 238

ASp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu

308 ys T 30 Y

Leu Lys Gl s Cys Glu Lys Pro

eu Lys Glu Cy! ‘!:!5 Ly

Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met
340

Leu Phe Phe Ala Lys A " Lys
%s rg Tyr Ly:
Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu
P 2% <
Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ssr Ala
P 23! ¥ 240
Leu GIn Lys Phe Gly Glu Arg Ala
250 y y z;g
Leu Ser Gln phe Pro Lys Ala
265 Are 270 v
val Thr Asp Leu Thr Lys val Mis
285
Leu Glu Cys Ala Asp AsSp Arg Ala
Cy 203 P ASp Arg
Asn GIn Asg ser Ile Ser Ser L!s
1 320
Leu Leu Glu Lys Ser His Cys Ile
|§30 ¥ ‘3:!5

Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala
345 350

}f(')

290
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Ala Asp ;'s‘g val Glu Ser Lys ?’58 val Cys Lys Asn RE Ala Glu Ala
Lys S;B val Phe Leu Gly ';;E phe Lak Tyr Glu m Ala Arg Arg His
;'sg AsSp Tyr Ser val \;g Leu Leu Leu Arg ls.gsa Ala Lys Thr Tyr ‘4“03
Thr Thr Leu Glu Ii‘; Cys Cys A'll.. Ala :}3 AsSp Pro ‘Nis Glu 3; Tyr
Ala Lys val :2h3 Asp Glu rhe Lys :;g Leu val Glu Glu :;3 Gin Asn
Lew Xle k;; GIn Asn Cys Glu l‘.:g Phe Glu GIn Lau ﬂ! Glu Tyr Lys
Fhe ﬂg Asn Ala Leu Leu E} Arg Tyr Thr Lys I‘.g val Pro Gln val
ig; Thr Pro Thr Leu \‘I;;I’ Glu val ser Arg 2;!51 Lev Gly Lys val 2}5
Sar Lys Cys q;s '.iﬁ His Pro Glu Ala kg Arg Met Pro Cys :;g Glu
Asp TYr Leu ;35 val val Leu Asn ?“lolsi Leu Cys val Leu Islls Glu Lys
'rhr-pro \sn:; ser Asp .Ar' val E; Lys Cys Cys Thr ﬂlsl Sar Leu val
Asn g;a Arg Pro cys rhs g;; Ala Leu Glu val gs‘s Glu Thr Tyr val
;:g Lys Glu Phe Asn g}a Glu Thr rhe Tl.il' ;1s|§ Kis Ala Asp Ile ats,
Thr Leu Ser Glu 's'!’s‘ Glu Arg GIn Ile ls.ﬁ Lys GIn Thr Ala ;;g val
Glu Leu val Is.!ts' His Lys Pro Lys ;}; Thr Lys Glu Gin |s.§|d Lys Ala

val Met As;g Asp Phe Ala Al ;l‘;s val Glu Lys Cys gg LYs Ala Asp

Aspasﬂuﬁrmrheel;ﬂuﬁ'luﬂyl.ylLgl.euva'l Ala Ala

44
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ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
625
<210> 15
<211> &40
<21> PRT
<213> gecuencia artificial
<220>
<223> construccldn sintética
<400> 15
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Lev Glu Glu
1 5 10 15
Gin ATa Ala Glu Phe X1e Alz Trp Lau Val Lys Gly arg Gy Ser
%‘ 25’ ¥ y 35' ¥
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly.Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gl
735 wvvvvy”vvv
Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ala Nis Ser Glu val Ala wis
y 50 y Yy bly 55 P LyS &0
Arp Phe Lys asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Lev Val Leu Ile
G;' 4 P 70’ 1! 30
Ala Phe Ala GIn Tyr Leu GIn GIn Cys Pro Phe Glu Asp Nis val L
1 s 20 PS5
Leu val Aasn Glu val Thr ¢lu phe Ala Thr val ala asp &lu
200 dog ¥® Thr = vl 110 A
Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly As s
115 o pLy 120 125 P Ly
Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As
%D 135 ’ b4 145 \ i
8 Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu GIn Mis
7 i ye % 150 o Asn o @ 160

LYS ASp ASp Ash Pro Asn Leu Pro A I.e.uvﬂA Pro Glu val
¥S ASP ASP ASh 1865 1% i 175 %

val Met Cys Thr Ala Phe His asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys
s 18 P 185 80 Y°
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Tyr Leu 3; Glu Ile Ala Arg 23 His Pro Tyr phe ‘%; Ala Pro Glu
Ley '5'1'6 Phe Phe Ala Lys ﬁ! Tyr Lys Ala Ala ;lzna Thr Glu Cys Cys
ggg Ala .A'II ASp LysS e;a Ala Cys Leu Leu 55? LyS Leu Asp Glu |2.=g
Arg Asp Glu Gly lixg Ala Sar Ser Ala |z.!5 GIn Arg Leu Lys %g Ala
Ser Lau GIn lz.g phe Gly Glu Arg 5}; Phe Lys Ala Trp ;;a val Ala
Arg Leu g;; Gln Arg Phe Pro li‘g Ala Glu Phe Ala g}usl val Ser Lys
Leu \zms'tI' Thr Asp Leu Thr li;; val wis Thr 6lu ta;&s' Cys His Gly Asp
lislsl Leu Glu Cys Ala ﬁs ASp Arg Ala Asp lﬁlsl Ala Lys Tyr Ile 33
Giu Asn GIn Asp g;; Ile Ser Ser Lys Ijgg Lys Glu Cys Cys g}usa LyS
Pro Lew Lsu g}g Lys Sar His Cys ﬂg Ala Glu val Glu ggno Asp Glu
Met Pro ';}'5' ASp Leu Pro Ser Ijg Ala Ala Asp Phe ;:} Glu Ser Lys
ASp g% Cys Lys Asn Tyr .;;; Glu Als Lys Asp ;.I'tl’ Pha Lau Gly Met
;fslg Leu Tyr Glu Tyr ;;a Arg Arg His Pro ;;g Tyr Ser val val %
Leu Leu Arg Leu :3; Lys Thr Tyr Glu 11115 Thr Lau Glu Lys sﬁ cys
Ala Ala Ala 38 Pro His Glu Cys 'als' Ala Lys val pha :;B Glv Phe
Lys Pro k;lsl val Glu Glu Pro Gdg Asn Leu Ile Lys ﬂg Asn Cys Glu

Leu Phe Clu GlIn Leu Gy Giu Tyr Lys Pha GIn Ash Ala Leu Leu val
450 455 460

W
-
2%



34

A.I'g Tyr Thr Lys Lys vVal Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
46 470 475 480

val Ser Arg Asn Leu Gly Lys val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro
rg 485 Yy Lys y 490 y5 Cys Cys Ly 495
Glu Ala Lys Arg Met Pro Ala Glu r Leu Ser val val Leu
Y 508 s 505 Asp Ty 510
Asn GIn Lau Cys val Leu His Glu Lys Thr Pro val Sar Arg val
515 o 520 Ly 525 Asp Arg
Thr Lys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
Ii!l:l s s 5315 o 553 o
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 Cys Thr Leu Sear Glu Glu A
563 P Tle O T30 Lys Sy A
GIn 1le Lys Lys GIn Thr Ala Leu val Glv Leu val Lys His Lys Pro
Ly 5‘0 585 Ly 550 Ly
Ala Thr Lys Glu GIn Leu Lys Ala val mat Asp Asp Phe Ala Ala
s A g e 4 &
phe val Glu L s Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys phe Ala
7 ys Cys Cy Gﬁ P ASp LY 1 Qy
Glu 6lu Gly Lys Lys Leu val Ala Ala Ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
625 630 635 640

<210> 16 -
<211> 624
<212> PRT
<213> secuencia artificlal

<220>

<223> construcclén sintéticn
<400> 16

g‘ls Gly Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp ll.su Ser Lys Gln mat ﬂu Glu -

1 Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu LyS Asn Gly Gly Pro Ser
Glu Ala va 259 2? LYy y 3°Y

2G4



Arg

Ala
65

Leu
Cys

143

val

Leu

GIn

Ar
22
ser
Arg
Leu

Leu

35

Gly Ala Pro Pro Pro Ser Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala His
35 40 45

Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile
50 55 60
phe Ala Gin Leu GIn GIn Cys Pro Phe Glu Asp Kis val Lys
r 70 < 75 d Bx
val Asn Glu val Thr Glu Pha Ala Lgs .Thr Cys val Ala Asp Glu
85 9 95
Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys
100 o pLy 105 :le pLy
s Thr val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As
o 115 128 v y 125 P
Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu GlIn His
3?) y 135 re 30
ASp ASp ASNn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu val As
P ASP 150 i 155 o J.GB
Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asn 61u Glu Thr Pha Leu Lys Lys
165 170 5
Leu Tyr Glu Ile Ala A His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu
180 o Ard 185 4 T 190
Leu Phe Phe Ala Ar r Ala Ala Phe Thr G1 S
Ros Lys Arg ;&’ Lys Ala o u Cys Cy
Ala ATa Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu
210 » Ly 215 4 'z‘!o P
Asp Glu Gl s Ala Ser Ser Ala Lys GIn Arg Leu Lys Cys Ala
p y Ly 8 ys San rg ys Cy 240
Leu GIn Lys Phe Gly G1u Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala
Lys 2as ©V v Ale 2% ™ AT 255
Leu Ser GIn phe Pro Ala Glu Phe Ala Glu val Ser Lys
Aro Lys 265 270 y

260

val Thr Asp Leu Thr Lys val His Thr Glu cys Cys His Gly As
275 P ¥ 280 o g!s y ase

Leu Glu -SA'II.AS Arg Ala Asp Leu Ala L r Ile Cys
25 4 P 208 AT P Leu 405 1vs Tvr Hle ¥
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Glu Asn GIn Asp Ser Ila Ser Ser Lys Leu Lys Glu 5 Glu
305 P 310 i 3!5 o= & Ii'!('l
Pro Leu Leu GIu l.xs Sar His Cys Ile Ala Glu val Glu Asn ASE Gy
325 330 3
Met Pro Ala AS4B Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp phe val Glu Ser Lys
3 345 350
Asp Vel Cys Lys Asn Tyr Ala G1u Ala Lys val rhe Leu Gly Met
P Vel S5 L 4 Jeo A% Lys Ate VAT s y
rhe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro r ser val val Lev
370 R4 T 3;! s Ase ;‘0
Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr G1u Thr Thr Lau Glu Lys
385 o Bg R4 395 Lys ors %
Ala Ala Al Pro Wis Gl r Al val phe Asp Glu ph
a a Asp “IE u Cys Ty 415 Lys P 415 L
s Pra Leu Val Glu Glu Pro Gin ASn Leu Xle Lys GIn Asn Glu
ad 420 425 y 430 ors
Leu Phe Glu &In LuuG'IyG'luH;LysPheG'lnAsuA'll Leu Leu val
435 £45
A Thr Lys Lys val Pro GIn val Ser Thr Pro Thr Leu vVal Glu
ket 35 Lys Ly 455 480
val Ser Arg Asn Ley G) s val Gly Sar Lys 1 His Pro
465 e 41‘ Ly y 4¥S Ors Qs Lys 480
Glu Als Lys Arg Mat Pro Ala Glu As Leu Ser val val Leuw
u ys Arg hat cys Asp Tyr val
Asn GIn Leu val Lau His G Thr Pro val ser Asp Arg Val
" % el s1b *"?
Yhr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
> 520 A IR T
Ala Lew Glu val asp Glu Thr Tyr val Pro Lys Glu rhs Asn Ala Glu
530 . 535 540
Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Cys Thr Leu Ser Glv Lys Glu A
350 e v 1111 nd 53

545

Gln Ile Lys Lys GIn Thr Ala Leu val Glu Leu val Lys His L;s Pro
565 570 575

246
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Lys Ala Thr Lys Glu 61n Leu Lys Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala
550 i P A3P $s0
Phe val Glu L 5 Cys Lys Ala Asp As s Glu Thr Cys Phe Ala
sgsvscvcv st P ASp Ly! Goscy
Glu Glv Gl s Lys Leu Val Ala Ala Ser Gln Ala Ala Leu Gly Lew
610 ylys by 615 620 y
<210> 17
<211> 640
213> PRT
<213> geruencia artificlal
<220
<223> construcelén sintética
<400> 17
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met €lu Glu
1 5 10 15
GTu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 oy teu by Y30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
as 40 45
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala Wis
y 30 y Gly Giy Giy 13 p Ly 0 .
Arg Ph s Asp Leu Gy Glu Glu Asn Ph Lou val Leu I)
‘;9 e Ly P uny u Glu Asn ll_’-¥SA'|l a eugoc
Ala phe Ala GIn Tyr Lev Gln &In Cys Pro Phe Glu His val Lys
& s % Aspwis s v
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 Ser Len iis Thr Leu Phe Gly As S
15 cy P LYy 336 128 y Asp Ly

Leu gs Thr val Ala Thr I:.;ISI Arg Glu Thr Tyr g‘l“ Glu Met Ala Asp

s Cys Ala Lys GIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His
asc’ y 150 i 1ssq 160



Lys

val

Tyr

Leu

G1in
225

38

ASp ASp AsSn Pro Asn Leu Pro Arg Leu val Arg Pro Glu val As
P ASp AST 168 9 3170 e a75 "

Met Cys Thr Ala pPhe His .Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys

180 185 190
Lev Tyr Glu Ile Ala Arg Arg Kis pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu
4 o 508 yr Phe s
Leu Phe Phe Ala Lys A r Lys Ala Ala phe Thr Glu Cys Cys
210 y Z:II..g T Ly 220 ys <y

Ala Ala Asp Lys Ala Ala Ley Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu
P lys dao O L 255 o 2%

Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys GIn Arg Leu Ala
2% 2% bys 96

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

Pro

Asp
Phe
385

Leu

Ala

Leu GIn lig Phe Gly Glu Arg ;}; Phe Lys Ala Trp s}s val aAla
Leu g;; GIn Arg Phe Pro lixg Ala Glu Phe Ala g;lgl val Ser Lys
\zfg'cl' Thr Asp Lau Thr L 5 val His Thr Glu gxg Cys His Gly Asp
Leu Glu Cys Ala gslg Asp Arg Ala Asp- Ijig Ala Lys Tyr Ile (3:;3
ASn GIn Asp gsg Ile Ser Ser Lys li;g Lys Glu Cys Cys (3;;151 Lys
Leu Leu g}g Lys Ser His Cy-s ;1; Ala Glu val Glu gssa Asp Glu
Pro g}g ASp Leu Pro Ser l!.g Ala Ala Asp Phe \3!2} Glu Ser Lys
‘3';?) Cys Lys Asn Tyr ;}; Glu Ala Lys Asp \3!:3 Phe Leu Gly Met
Leu Tyr Glu Tyr .;;3 Arg Arg His Pro g;g Tyr Ser val val k&l;
I..Glf Arg Leu ﬂ:g Lys Thr Tyr Glu I":E Thr Leu Glu LyS fﬁ Cys

Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys val Phe Asp Glu Phe
428 o BS ¥ 4!5
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Lys Pro Leu val Glu Glu Pro GIn Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu
435 440 445
teu Phe Glu GIn Lou Gly Glu Tyr rhe GIn Ash Ala Leu Leu val
430 y 455 v Ly 460
A Thr val Pro GIn val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu
452 e Lys tys 470 " 475 480
val Ser Arg Asn Leu G1 val Gly sSer s Cys Lys WS Pro
rg 48-5‘ yLys va Y4m|-¥lC¥Q'LY4’s
Glu Ala Lys Arg Met Pro Ala Glu As r Leu Ser val val Leu
“ ys 558 s 505 Py 510
Asn GIn Ley Cys val Leu His Glu Lys Thr Pro val Ser val
515 o 520 Ly 525 Asp Arg
Thr Lys Cys s Thr Glu Ser Leu val Asn Arg Arg Pro Phe Ser
58 O o= 535 A+ Rk
Ala Lsu Glu val Asp Glu Thr Tyr val Pro L!S Glu rha Asn Ala Gy
545 550 555 560
Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile Thr Leu Sar Glu Glu A
565 P Ile o 100 Lys S35 A
Gin Ile Lys Lys GIn Thr Als Lsu Val Glu Leu val His Pro
v s‘o 588 Lys 590 e
Lys Ala Thr Lys Glu GIn L Ala val met Asp Asp Phe Ala Ala
¥ 585 y o '6'33 P iﬂg
phe val Glu Lys Lys Ala ASp AS s Gilu Thr Phe Ala
oo Lys Cys Cys ‘ﬁ P ASp Ly 1H] Cys
Glu Glu Gly Lys Lys Leu vVal Ala Ala Ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
625 Y Ly 630 835 y 640
<210> 13
<I11> 264
<212> PRT

«<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcclén dotética



<40(> 18
|£'is val Glu Gly ‘;hr Phe Thr Ser Asp !a'l Ser Ser Tyr Leu g}u Gly

GIn Ala Ala Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Ala
i 25 ye oW 50° ©
Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
13-! Y p LY © Cy a5 Cy .
Pro Glu Leu Leu Gly 6ly Pro Ser val Phe Lau Phe Pro Pro Lys Pro
50 ss 60
LYS Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val
- Sl 70 e 75 i 80
val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe AsSh T r val
P Hs p - y p ‘a
Asp Gly val Glu val His Asn Als Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
pely W o ibs YR FTo AN e
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu #is Gln
115 120 12%
ASp Trp Leu Asn G) s Giu Tyr L s Lys val Ser Asn Lys Ala
-] urg Yy Ly S35 Tyr Lys Cys Lys Va0 ys
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
145 150 Ly 1!5 it y 160
Arg Glu Pro Gln val Thr Leu Pro Prp Ser Gle Glu met Thr
re alu 165 e 170 AT 175
LysS Asn GIn val Ser Leu Thr Leu Val Lys Gly phe Tyr Pro Ser
y 130 s 185 v y .1'.30
Asp Ile Ala val Glu Tep Glu Ser asn Gly ¢In Pro Glu Asn Asa Tyr
P Ele lo% P &N 200 4 205 i
LyS Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser pPha Phe Leu Tyr
210 218 » poly 220 R4
Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn gly Asn val phe
i 236 9 TP e y 240

ser Ser val Met #is Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
s Ser 245 250 b4 255 Ly

ser Lsu Ser 12.38 sar Pro Gly Lys
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210> 19
<1ll» 272
<212> PRT
«<213> gecuencie artificial
<220>
<223 contrucclén sintitica
<400>» 19
His val Glu Gly Thr rha Thr Ser Asp Vil Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 - 10 15
GIn aAla Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Gly Arg Gly Sar
V. 3 L1 tys el 50°
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro Lys Ser Asp Lys Thr
y 35 40 ¥ 3! oLy
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Sar
50 . 5% 60
val Phe Leu Pha Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser A
65 70 4 Ly P 75 ll?
Thr Pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser wis Glu Asp Pro
85 50 95
Glu val Phe Asn Tr r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
nl Lys 090 Py 08 Y 110
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val val
¥ s e 0 Y oE A9
Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 e 140 Yy b
LyS Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
I!Scy e 150 v 155 s 160
Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Lau
L 1!5 y re 170 W 175

Pro Pro ser mﬂu Glu met Thr Iii; Asn GIn val Ser ﬁmr Cys

Leu val gg G1y'Phe Tyr Pro ;as Asp Ile Ala val g}g Trp Glu Ser
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Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro pro val Leu As
21‘ 215 v Ly 220 P

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser

225 p cly 230 v y 235 pLy 240

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe Ser Ser val Met His Glu Ala

re Tre 24§ E!t‘) 255
Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Lau Ser Pro Gly lys
260 265 270

<210» 20

<211> 264

<212> PRT

<213> secuencia artifickal

<220>

<223> construcclin sintética

<i00> 20

wis val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu

1 5 10 15

Gin Ala Ala lz.xs Glu Phe Ile Ala Trp Lev val Lys Gly Arg Gly Ala

25 30
Glu Pro Lys Ser Cys Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
: 3!5 Cys Asp Ly 0 Cy! S Cy!

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Lsu Phe Pro Pro Lys Pro
50 55 60

Lys Thr Leu Mat Ile Ser Thr Pro Glu val Thr Cys val val

5! Asp 70 Are 75 ot 80

val val Ser wis Glu Pro Glu val Lys phe Asn Tr r val
Asp i Asp % y P ;!

Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn

p ol 100 1‘5 d ro 110

r ASn Ser Thr Tyr Arg Val val Ser val Lau Thr val Leu His GIn
T 115 Tyr Aro 120 125

Trp Lau Asn Gl s Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
Ase 1;B yly 135 v 140
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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 GiIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu .G'lu Met Thr
165 170 175
Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu vVal Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
y 180 R 185 ad y I;O
Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu AsSn Asn Tyr
155 200 205
Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Sear Asp Gly sar Pha Pha Lau Tyr
v 210 215 Asp . P Gly 220 g
Ser Lys Leu Thr val As Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe
225 ¥ 235 e 0T 235 y 240
ser Ser val Met His Glu Ala Leu His asn His Tyr Thre GIn Lys
s 245 250 4 255 Ly
Ser Leu Sar Leu Ser Pro Gly Lys
260
210> 21
<211> 272
«212> PRT
<213> secuencia artificial
<220
<223> construcclén sintétiea
400> 21
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr veu Glu Glu
l 5 10 15
GIn Ala Ala Lys Glu Phe ITe Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Ser
b 25" ve ¢ly 367 ¢
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala Glu Pro Ser Cys AS| s Thr
Yy % P Lys 3 p LY

nis Thr Cys Pro P s Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Sar
50 Cvs Pro Pro Cy 55 60 y &ly

val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Thr Leu Mat Ila Sar A
65 70 i ad ASD" !5'



Thr Pro Glu
Glu val Lys
Lys Thr Lys
5
Ser vVal Leu
130
Lys Lys
1¥s Cys Ly
Ile Ser Lys
Pro Pro Ser
Leu val Lys
-1
AsSn G'I‘ Gin
21
Ser Asp Gl
225 poly
Arg Trp Gin
Leu His Asn
<210> 22

<211> 272
<212> PRT

val Thr val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
85 o DOP 95p
Phe Asn Trp Tyr val Asg Gly val Glu val His Asn Ala
100 10 110
Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val va)l
9 07 s A9
Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
135 P P_ 140 y Ly TY
val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
150 . 155 160
Ala Gly GIn rro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu
:Il'g y ein e 170 k4 175
Al‘. Glu Glu Met Thr Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
u3 m 190 4
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Il1e Ala val Glu Trp Glu Ser
Y R4 200 P %5 T
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
215 220
Ser Phs Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
230 T Ly 235 p Ly 240
Gln G1¥ Asn val phe Sar c;: Ser val Met His Glu Ala
24 250 255

His Tyr Thr GIn Lys Sar Leu Ser Leu Ser Pro Gl S
2&0” Ly 265 270 y by

<213> secuencia artificial

«220>

<223> construcclén sintéticn

<00 22
His Gly Glu
1 4

Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15



GIn Ala
ser Gly
wis Thr
. 50
val Phe
65
Thr Pro
Glu val
Lys Thr
Ser val
130
Lys (]
-
Ile Ser
Pro Pro
Lau val
Asn G]
219
Ser As
225 P
Arg Trp

Leu His

45

Ala Lys Glu Phe I1e Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
! 25 ys ely 300 oV
Ala Sar 5ar Gly Ala Ala Glu Pro Lys 5ar Cys Asp Lys Thr

% y il 4 4 3 p Lys
Cys Pro Pro Cys E;o Ala Pro Glu Leu I:.su Gly Gly Pro Ser
Leu Pha Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser A
“ 70 d ¥ P 75 lﬂr.
Glu val Thr cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
85 90 95
Lys Phe asn T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
¥ 100 P Ty mg y 110
Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
ﬂs e 120 T Bs 9
Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
135 p Trp 140 YLy Ty
Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
150 155 * 180
Lys Ala Lys Gly GIn Pro G1u Pro GIn val Tyr Thr Leu
ys ATa 248 °V A o Tvr
Ser Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin val Ser Leu Thr Cys
m 1!5 190 o
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu ser
J!'.i y T 200 P 208 P
GIn Pro Glu Asn Ash s Thr Thr Pro Pro val Leu As
215 r Ly 220 P
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Sar Leu Thr val Asp Lys Ser
y 230 hd Lys 235 pLy 240
GIn GIn Gly Asn val Phe Ser c;g Ser val met His Glu Ala
24¥ 2 255

AsSn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser pro &l ]
260 R4 ye 265 270 y Ly

<210> 23

yO



211> 287
212> PRT

<213> secuencla artificlal

«220>

<223 construcclén sintética

<i00> 23
His Gly Glu
4 y

Gin Ala Ala
sSer Gly Ala
35
Ser Gly Gly
soy
Thr Cys Pro
65 4
Phe Leu Phe
Pro Glu val
val phe
Lys 115
Thr l.!s Pro
130
val Leu Thr

Cys Lys val

Sar Lys Ala

Pro ser i;g

val lz.!s Gly

Gly Thr phe Thr Ser Asp val Sar Ser Tyr Leu Glu Glu
-] 10 15
s Glu phe Xle Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
li‘ 2? ¥ y 35' y
Pro Pro Pro Ser %y Gly Gly Gly Ser ﬂy Gly Gly Gly
Gly Gly ser g;l Glu Pro Lys Ser gs ASp Lys Thr His
Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
70 75 a0
Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Thr
85 ad Y P 90 3'5.'
Thr val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu
100 ors I.OE L'IB
ASn Tr r val Asp Gly Val Glu val His Asn Ala Lys
p Ty 118 y 125 y
Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr arg val val Ser
e 135 R4 Bﬁ o
val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gl s €lu Tyr L
150 ° e 155 y by R 1!3
Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
165 . 170 175
Lys Gly GIn Pro arg Glu Pro GIln val Tyr Thr Leu Pro
lﬁ y e 185 b 180

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Th Law
350 nval Ser 5o T o

Phe Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
T 215 P 220 P

4ol
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Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser

2 230 235 260

Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val As 5 SEer Ar
ey 245 Y® 350 P Lys 355 AT

Trp Gln Gin ﬂsz Asn Va1l Phe Ser cgs Ser val Met His Glu Ala Leu

2 265 270
His Asn His Tyr Thr GIln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gl S
275 T Ly 280 285 i

210> 24

<211> 284

21> PRT

«213> secuencia arttificial

220>

<223 construcclén sintética

<400> 24
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Sar Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lxs Glu Phe ITe Ala Trp Lav Val Lys Gly Arg Gly Ser
2 25 30
ser Gly Ala Pro Pro Pro ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
35 40 45
Ser tsiay Gly Gly Gly Ser g‘;a Glu Ser Lys Tyr g“l’y Pro Pro Cys Pro
Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro sSar val rhe Leu Phe
65 70 75 80
Pro Pro LyS Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val
ad 8!‘ P 80 e 95
Thr Cys val val val Asp val Ser GIn Glu Asp Pro Glu val Gin Phe
100 105 110
T r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Th p
Asn Trp BS p Gly va ug n Ala l!g r LYS Pre

Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr
130 135 140 .
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val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val
145 "158 yylssTYLyq y1so
Ser asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ila Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
ys ¢ly 165 170 y 35
Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser GIn
y y 180 e 185 b 190
Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser teu Thr Cys Leu val Lys Gly
19% 200 205
Phe Tyr Pro Ser Asp Ilea Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro
2 215 . 220
Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
225 230 235 240
Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
b4 245 9 255 Ly 9 Tre 255
Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val met His Glu Ala Leu His Asn His
260 265 270
r Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Lev Gly Lys
YT Thr S8 ¥® 280 Yy
<210» 25

<2ll> 302
<212>» PRT

«213> gecuencia artificial

220>
<223 construcclén sintética

A0l 25
l{is Gly Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp 31 Ser Ser Tyr Ley %u Glu

GIn Ala Ala Glu Phe Ils Ala Leu val G6ly Arg Gly ser
3 Ala Lys . TP Lys €1y Arg Gly
ser Gly ;}a pro Pro Pro Ser ﬂy Gly Gly Gly Ser t‘i;y Gly Gly Gly

Ser g"cl'y Gly Gly Gly Ser csi}y Gly Gly Gly Ser gy Gly Gly Gly Ser
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Gly ser Ala Glu Pro. Sar ASp Lys Thr His Thr
Ely Gy Gly Gly ser 20 tys Sar §gs Ase Lys 80
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser vVal pha
a5 80 95
Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Yle Ser Thr Pro
100 Ly Ly P 10% ?53
Glu val Thr val val val val Ser His Glu Asp Pro 6€lu val
115 cvs ?.z’ﬂ J.Zg
Lys phe Asn Tr r val Asp Gly val Glu val Kis Asn Ala Thr
¥ 130 P Ty Bg yw 140 Lys
s Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr val val Ser val
:I.L{S 9 150 R4 ES Are 160
Leyu Th vnuﬁm;ﬂuns Trp Leu Asn Gl Glu Tyr Lys Cys
r His e Trp %0 ylys Y . Cy
Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
180 185 1%
Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro
Y 1;5 y 9 200 i 205
Ser Arg Glu Glu met Thr Lys Asn Gln val Ser Lsu Thr Cys Leu val
218 s 20
Lys Gly phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Glu ser Asn G1
2gs Sy Phe Ty F1 - 240
Gln Pro Glu Asn As 5 Thr Thr Pro Pro Val Lau Asp Ser As
n 445 TYr Lys Tar Thr 2E2 P 355 P
Gly Ser phe Phe Leu Tyr Sar Lys Leu Thr VAl ASp Lys Ser
4 260 i v 265 y 270_"' e
GIn Gln G]’¥ Asn val phe Ser c‘s Ser val Met His Glu Ala Leu wis
2 2 285
Asn Mis Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gl
290 R4 Ly 295 300 y Lys
«210>» 26

1> 29
<«21l> PRY
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<213> sscuencia artificlal

<220
<223> construecion sintética

<00 26
His Gly Glu Gly Thr pha Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg €ly Gly
2‘ 25 30
Gly Gly Gly Sar Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly &ly Ser Gly Gly
3s 40 - 45
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro
50 (1 60
Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
6? v pLy 70 i 75 v 80
Leu Leu Gly Gly Pro Sar val Phe Len Phe Pro Pro Lys Pro Lys AS
y &y as 20 nd 9! P
Thr Leu Met Ile Sar 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 4 ie BS p ety
val Glu val His Asn Ala Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
130 'ig ad the 140 R
Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Les Thr val Leu His GIn Asp Tr
145 Ty ATy 150 155 P 168
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Als Lsu Pro
ylLy St TYr Lys Cys Ly H y 1oy
Ala pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro arg Glu
180 ¥ 1‘; i y 190 8
Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Sar Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
195 b 200 e 205 Ly
GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
" 2;.0 i 215 Ly y :30 4

Glu Trp Glu Sar Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
Alz wl P& 2% y 235 T Lys o

e,
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Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
a5 P BIY 350 RelE
Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys
IGB y n Tre 265 .y 270 o
Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
275 280 285

Ser Leu Ser Pro Gl [
Lo yLy

<210 27

«11> 280

<212> PRY

<213> secuencia artificial

<220>

<223 construccidn sintética

<400> 27

His Gly Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu

1 5 10 15

GIn Ala Ala Glu Phe Ile Ala Trp Lev Val Lys Gly Arg Gly Ser

IZ'P zsp y y 35' y
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Sar Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Ala
35 40 45

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr Wis Thr Pro Pro Cys Pro Ala
A v Cy P 5! Cys A Cy!

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val rhe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

65 70 75 80

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val

.88 90 95

val val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn r val

Asp val 300 P Pro o5 m™

Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GlIn
Asp y:us 120 ¥ Ly 121

r Asn Sér Thr Tyr val val Ser val Leu Thr val Leu His GlIn
T 130 Tyr Arg 135 140

)
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ASp Trp Leu Asn Gly Lys Gl r Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
245 TP Leu Asn Gly 1yg Glu Tyr Lys Cys yyg vl ser Asn Lys 26

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro
165 Ly 170 y B y 175

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Mat Thr
i1s0 185 190

Lys Asn GIn val Sar Leu Thr Cys Leu val Gly ph r* Pro Ser

Y ASh o5 %0 Lys Cly 205 ¥
Asp Ile Ala val Glu Glu Ser asn Gly GIn Pro Glu Asn Asa Tyr

P 210 ™ 21§ . y 220 T
Lys Thr Thr Pro Fro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Len Tyr
255 230 P P 23% o
Ser Lys Leu Tﬁr val Asp Lys Ser A GIn GIn Gly Asn val Phe

ys 245 P Lys v I'S.B y 255
Ser ‘Ser val met His 6lu Ala Leu His asn His Tyr Thr GIn
s 260 265 b4 270 Lys
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly ‘ﬁ
275 2

<210 28
<211>» 287
<21d> PRT
<213> secuencia artificlal
«220>
<223> construccién slntética

<400> 28
'lﬁs Gly Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp %'I Ser Ser Tyr Leu ﬂu Glu

GIn ala val L;s Glu Phe Ile Ala Trp Leu Ile Lys Gly Arg Gly Ser
. 2 : 25 30
ser Gly s}a Pro Pro Pro Ser ﬂy Gly Gly Gly Ser (‘i;y Gly Gly Gly

Ser %y Gly Gly Gly Ser e}n Glu Pro Lys Ser gs Asp Lys Thr His

yiL
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Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Lax Lew Gly Gly Pro Ser val
s ¥ os 2 A 80
Phea Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr
85 y P 50 9;‘
Pro Glu val Thr val val val val Ser wis Glu Asp Pro Glu
100 s 'igg 115
val Lys Phe ASN T r val Asp Gly val Glu val His asn Ala Lys
¥ 118 L 128 y 125 nd
‘The Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser
0 e 135 A IXb o
va)l Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu ASh Gl s GIu Tyr Lys
145 150 P Trp Leu A58 Cly Ly Rl -
% Lys val s;rnn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
s Ly 165 ¥ 170 y 175
Ser Lys Ala Lys Gly GIln Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro
ye 1‘0 y e 185 R4 190
Pro Sser Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn va) Ser Leu Thr Cys Lau
(TS 2ho 505 T
val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
5!0 y hid 215 Ase 220 i
Gly GIn Pro Glu AsSn Asn Tyr Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser
zz! 230 Tyr Lys 238 P 240
Asp Gly Ser phe Phe Lai Tyr Sar Lys Leu Thr val As 5 Sar A
pcly a5 Y ¥s 2% P Lys 385 A9
Trp GIn GIn G}K Asn val phe Sar c;s ser val met His Glu Ala Leu
2 265 270
His Asn His Tyr Thr G1n Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
275 280 285
21> 29

«21L> 272

<21> PRT
«213> secuencia artificial
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<220
<223> comstruccién sintética
<400 29

l{is Gly Glu Gly ';hr Phe Thr Ser Asp ;.;u Ser Lys GIn Met ﬂu Glu
Glu Ala val Sorg Leu phe Ile Glu ;ls'ﬂ Leu Lys Asn Gly g"l’y Pro Sar
Ser Gly g}l Pro Pro Pro Ser :;I,a Glu Pro Lys Ser t‘:!s Asp Lys Yhr
His }iar Cys Pro Pro Cys ;Eo Ala Pro Glu Lau Iésu Gly Gly Pro Ser
\srg'l Phe Leu. Phe Pro ;50 LYS Pro Lys Asp '7|15|I‘ Lev met Ile Ser :5'
Thr Pro Glu val ';Islr Cys val val val ;‘l’p val Ser His Glu ;;p Pro
Glu val Lys ;hoa ASHh Trp Tyr val fog Gly val Glu val ﬂ‘s’ Asn Ala
Lys Thr 'ﬂ; Pro Arg Glu Glu gg Tyr Asn Sar Thr Brs- Arg val val
sSer :3:'6 Leu Thr val Leu 1{13; GIn ASp Trp La ?_’43 Gly Lys Glu Tyr
ll.x; Cys Lys val sar gg Lys Ala Lev Pro ﬂg Pro Ile Glu Lys m
Ila Ser Lys Ala m Gly GIn Pro Arg Sg Pro GIn val Tyr 1171; Leu
Pro Pro Ser ?’rs Glu Glu met Thr H; Asn Gln val Ser Llsuo Thr Cys
Lei val ;.s; Gly Phe Tyr Pro ga; Asp Ile Ala val g"l’g Trp Glu Sar
Asn g‘lﬁ GIn Pro Glu AsSn ﬁg Tyr Lys Thr Thr ;lz'g Pro val Leu Asp
;gls' Asp Gly Ser Phe lz'laig Leu Tyr Ser Lys lz.gg Thr val Asp Lys ;:5

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala
F9 Trp Cin €ln 288 " ser 3 255
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Leu HiS Asn HHs Tyr Thr GIn Lys Ser Lev Sar Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270
<210> 30
<211> 272
«21> PRT
«213> secuencia artificlal
<220
«<223» conziruccién sintética
<4D0> 30
His Gly Glu Gly Thr Pha Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
h i 5 10 15
Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
25’ Zsp Ly y !0’
Ser Gly Ala Sar Ser Gly Ala Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
y 2 y i Ly: s! p LYy
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
S0 i o 55 60 y oly
val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ila Ser A
65 70 Yo AP 75 80"
‘Thr Pro Glu val Thr Cys val val val asp val Sar Wis Glu Asp Pro
85 30 95
Glu val Lys Pha Asn r val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
¥ 100 WL mg y 110
s Thr Lys Pro Arg G1u Glu Gln Tyr Asn Ser thr Tyr val val
Lys Thr [{3 T A9 120 7 [ { Skl
Ser val Leu Thr val Leu Kis GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 13§ PP Leu Mg Y Lysclu Ty
s Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
oy i 155 tys T8

Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Lau
er Ly 1!5 y r’17o o vy 175

Pro Pro Ser m Glu Glu Mat Thr “g Asn Gin val Ser |1.;uo Thr Cys

Vil
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Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Sar Asp ITe Ala val Glu Trp Glu Ser
1;5 y b 200 P 205 P
Asn Gly GIn Pro Glu Asn AsSn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
215 . 215 Tyr Ly 220

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser

225 p oy 230 R4 e 235 p Ly 240

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala

e 2% L4 255

Leu Wis Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gl Y
zsow y 265 270 yu

<210> 31

«<211> 287

<212> PYT

<213 secuencia artificial

<220>

<223 conviruccidn simtéticn

<400> 31 _
His Gly Glu Gly Thr Pha Thr Ser Lau Ser Lys GIn Met Glu Glu
y y 5 Asp 10 L 15

G‘lu-ﬂa val Leu Pha Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
> g L s dan cly gy
Sar Gly Ala Pro Pro Pro Sar Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
35 40 45
Sar Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Pro Lys § AS s Thr nis
Sﬁy y Gly Gly 33 ys Ser al P Ly r
Thr Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
65 R ¥ 70 75 y &y 80
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser arg Thr
85 y Ly P 80 9;'
Pro Glu val Thr Cys val val val ug val ser wis Glu Aﬁﬂ Pro Glu
100 10

val Lys Phe Asn T r val Asp GIy val Glu val nis Asn Ala L
ye 9§ Asn Tre Tyr val a3B ¢ uval s ye
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Thr 'i!,. Pro Arg Glu Glu ﬂl‘sl Tyr Asn Ser Thr BE Arg val val ser
\{:} Leu Thr val Leu "1513 GIn Asp Trp Leu ﬁg Gly Lys Glu Tyr ig
Cys Lys val Ser ;ssg Lys Ala Leu Pro ;}3 Pro Ile Glu Lys Ers- Ile
Ser Lys Ala Ii‘g Gly GIn Pro Arg ﬂg Pro GIn val Ty.r 111915 Leu Pro
Pmur?srgﬂuﬂummrlignl,ﬂnw1 s:rlz.sgmrcyll.cu
val ﬂl’) Gly Phe Tyr Pro gﬂ' Asp Ile Ala val tzi;g Trp Glu Ser Asn
g}g Gin Pro Glu Asn ﬁnﬁ Tyr Lys Thr Thr ;;g Pro val Leu asp ;:5
Asp Gly Ser phe ;I‘Ig Leu Tyr Ser Lys lz.g Thr val Asp Lys ;gls- Arg
Trp GIn Gln GZB Asn val phe Ser tz:z; Ser val Met His g}g Ala Leu
His asn lﬂg Tyr Thr GIn Lys ;:5 Leu Ser qu.ser ;;g Gly Lys
<210 32

211> 232

<212 PRT

<213> Homo sapiens

=400 12.
Ala Glu Pro Lys Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Pro
A ys 3 Cys AsSp Ly m Cy ﬁs

Ala Pro Gl Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
a ulz.!s y Gly erz; 4 Phe %0 Ly
Lysm;is:rmmz1eurgg11nrrroc1uw1Erwsw'lvﬂ

val gap val ser His Glu ﬁp Pro Glu val Lys thl Asn Trp Tyr val

Yy
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Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
Gsp y “ 70 " i li'! e 80
r Asn Ser Th val val Ser. val teu Thr val Lau His GIn
Ty n r ;!r Arg 43 H
ASp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Ash Lys Ala
p Trp 2% y Ly TY li‘s Cys Ly 130 Y
Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr ITe Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
115 Ly 120 i 1!5 y
Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Lev Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
9 130 s 148
Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Gly Phe Tyr Pro Ser
ﬂs ) 150 < :Il'.ﬁ y b4 160
Asp ITe Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly &1n Pro €lu Asn Asn Tyr
P 165 e 11‘ 17 4
LyS Thr Thr Pro Pro val Lau Ser 6ly Ser Phe Phe Leu Tyr
¥ 180 Asp 185 Asp €ly 190 4
Ser Lys Lev Thr val Asp Lys Ser GIn GIn Gly Ash val Phe
Ly 195 pLy 200 ArQ TP 20!
Ser Cys Ser val Met s Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
‘2:!0 215 220 R4 nd
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230
<210> 33
<211> 703
<212> DHA

<213> Homo sapiens

400> 33
gagcccaaat crtgtgacaa RACLCACACE TOCCCACCHt QCCCAGCACC tgaactectg

OUNOQACCOt Cagtcttcet CTLCCCCCCa SAACCCARQQ ACACCCTCAt garcreccgg
ACCCCtpagg tcacatgcgt GUTggtggac gtgagccacy aagaccctga ggrcaagtte
aactggtacg tggacggcgt ggaggtpcat aiatgcclaga caaagecgeg ggappageag
tacaacagca cgtaccgtgt ggtCagegtc CTCaccgtcc tgcaccagga ctpgctgaat
§9Caaggagt acaagtgcaa gTCtCCanc a2agCcCtcC Cageccocat cpagaaaace

60
120
130
240
300
360
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ATCTCClaag CCaARQUHCA GCCCCgapaa CCACAggtgt MCRCCCLQCE CCCAteccgy
gRpgagatga CCAAgAACCE QPLCAgCCLg ACCtgrctgy tCaAaggctt Cratceccage
gacatcgcep togagtgoga gagcaatggg cageoggaga acaactacaa gaccacgect
CCOggetog actccgacgp CtCottcottc CTotatagca AgCtcaccgt goacaagage
aggrgpcage aggggaacgt cttctcatgc tocgrpatgc atgaggetct geacaaccac

tacacgcaga agagcctcrc cctgtctceg ggraaatgat agt

<210> 34

<21]1> 585

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
gsp Ala wis Lys ger Glu val Ala His ;Bg Fhe Lys ASp Leu gy Glu

Glu Asn Phe L‘S Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala GlIn 'rxr' Leu GIn
2 25 3
Gin Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu
s 40 45
Phe Ala Lys Thr Cys val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp LyS
S0 55 60
Sar Lew His Thr Leu Pha G1 s Leu Cys Thr val Ala Thr Leu
65 70 y At L % 80
Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala As ] Ala Lys GIn Glu Pro
L} 4 g5 P % Cys ¥ 95
Glu Arg Asn Glu Cys Pha Leu GIn His Lys ASp ASp ASn Pro Asn Lau
100 105 110
Pro Arg Leu val Pro Glu val Asp val Met Thr Ala phe uis
s Vel Are 120 P o 35
.As Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala A
P 130 135 Lys Lys Ty Ho ke
Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Lev Phe Phe Ala Lys A
urg b .J'.!O . 155 ys 1;8

Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys GIn Ala Ala Asp LyS Ala Ala
v by * 165 s ors 0 pLYS 295

420
480
540

703

Jl(q
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-

Leu Leu P Leu Asp Glu Lau Asp Glu Gl s Ala Ser
Cys :Lll? Lys P L8 ArQg Asp Yy ﬂo
Ser Ala GIn Arg Lau Lys Cys Ala Ser Leu GIn Phe Gly Glu
15 ©n Ao Leu Lys o 2t y
Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala Arg Leu Ser GIn Arg Phe Pro
ra 210 nd ® 215 the 220 "
Lys Ala Glu phe Ala Glu val sar Leu Val Thr Asp Lau Thr Lys
2!5 230 b 235 P 5¥o
val His Thr Glu s His Gly Asp Leu Lau Glu Ala As
‘z:ﬁ o y AP 250 o= ng Ase
Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr 11e Cys Glu Asn GIn Ser Ile Ser
v P 260 ys Ty 'z:‘s Ase 270
Sar Lys Leu Glu Glu LyS Pro Leu Leu Glu Ser His
Y an!'l Cﬂmzml—y z'sl-y!
. Cys Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser
290 295 300
Leu Ala Ala Asp phe val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala
305 . P 310 ¥ P 315 s Ly v 320
Glu Ala Lys val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Ar
ys Asp 125 y met S50 o TP Sl DT A9
Arg Wis Pro As r Ser val val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr
i 348 Ty 345 g teu 350 ¥
r Glu Thr Thr Lau Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu
b 355 ¥ g‘o i ssg
s Tyr Ala Lys val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu val Glu Glu Pro
o Bo ¥ 37? s 380
GIn Asn Lau Ile Lys GIn Asn Cys Glu Leu Phe Glu Asn Leu Gly Glu
385 390 395 400
r Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu val A r Th Lys val Pro
Tyr Lys Fia nwg 411'317 rl-nv415
Gln val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu val 5er Arg Asn Leu Gly Lys
420 425 430

val Gly Ser Lys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys
v“s y5 Cys Cys P Ly “l'g Cy
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Ala Glu Asp Tyr Leu Ser val val Leu 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 AT9 4¥5 s & 480
Leu val asn A Pro Cys Phe Sar Ala Leu Gilu val Asp Glu Thr
9 25! o 490 P 495
Tyr val Pro Lg Glu phe Asn Ala Glu Thr pha Thr Phe His Ala asp
5 $as gi10
1le Thr Leu Ser Glu Glu Arg G1n Ile L 5 GIn Thr Ala
o 515 tys 520 o i IS-!S
Lev Va) Glu Leu val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Glu GIn Leu
530 4 535 a4 y 540 Lys
LyS Ala val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe val Glu Lys Cys Cys Lys
s!s P 558 555 ys s & 5‘0
Ala ASp AS s Glu Thr Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val
P Asp Ly 565 Crs 570 y Lys Ly 575
Ala Ala ser GIn Ala Ala Leu Gly Leu
580 585

«210> 35

<211> 1762

«<212> DNA

«213> Homo sapiens

<400> 35
gatgcpcaca agagtgaggt tpctcatcgg tttaaagatt tgggagaaga aaatttcasa

gCcttggtgt tgattgectt tpctoagtat crtcagcagt gtccatttga agatcatgta
aaattagtga atgaagtaac tgaatttgca AARACAtgty tegctgatga gtcagctgaa
aattgtgaca aatcacttca tacccttttt ggagacaaat tatgcacagt tgcaactctt
cgtgaaacct atggtgaaat gpetgactge tgtgcaaaac aagaacctga gagaaatgaa
TgCttcttgc aacacaaaga tg;cucccn ABCCtCCCCC gattggtgag accagaggtt
gatgtgatgt gcactgcttt tcatgacaat gaagagacat ttttgaaaaa atacttatat
gaaattocca gaagacatce tTacttttat QCCCCgQasc tCCETticrt tgctaaaagg
tataaagctg cttttacaga atgttgccaa gotgctgata aagetgcctp cotgttgeca
aagctcgatg aacttcggga tgaagggaag gottogectg Ccalacagag actcaagtge
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gCcCcagictcc aaaaatttgg agaaagagct ttcaaagcat
cagagatttc ccaaagctga gtttgcagaa gtttccaagt
grccacacgg satgrtpcca tggagatctg crrgaatgtg
gccaagtata tctgtgaaaa tcaagattcy atctccagta
aaacctctgt tggaaaaatc ccactgcatt gccgaagtpd
gacttgectt cattagetge tgattttgtt gaaagtaagg
gaggcaaagg atgtcttcct gggeatgttt ttgtatgaat
tactctgtcg tgcrgetget gagacttgee aagacatatg
tgtgccgoeg cagatcctea tgaatgetat gecaaagtgt
gtogaagagc ctcagaattt aatcaaacaa aattgroagc
tacaaattcc agaatgcgct attagttcgt tacaccaaga
CCaactcttg tagaggtctc asgasaccta ggaaaagtgg
cctgaagcaa aaagaatpcc ctgtgcagaa gactatctat
TEtotgttpc atgagaaanc gccagtaapt pacagagtca
ttggtgaaca ggcpaccatg crrttcaget ctggaagtcg
pagtttaatg ctgaaacatt caccttccat gcagatatat
agacaaatca agaaacaaac tgcacttgtt gagcetcgtga
alagagcaac tgaaagctgt tatggatgat ttcgcagert
gctgacgata aggagacctg ctttgccgag gagggtaaia
gctgccttag gottataatg ac

gggcagtage tcgectgage
tagtgacaga tcttaccasa
ctgatgacag ggcggacctt
aactgaagga atgctgtgaa
aaaatgatga gatgcctget
atgtttgcaa aaactatgcet
atgcaagaag gecatcctgat
28ACCActCt agagaagtge
tcgatgaatt taaacctctt
.LtTitgagca gettggagag
aagtacccca agtgtcaact
gcagcaaatg ttgtaaacat
ccgtggtect gaaccagtta
CCAMTPCLY cacagaatcc
atgaaacata cm'.'tcccm
gcacactttc tgagaaggag
aacacaagcc caagpcaach
ttgtagagaa gtgctgcaag
aacttgttgc tgcaagtcaa

720

28838

1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560

1740
1762
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020 dea;/
Bogotd, D.C.,
Doctor: oficoN° 07509
Carlos R. Olarte
Apoderado
El Lily and Company
ASUNTO: Radicacién N° 03048708
Solicitud intemacional PCTAJS2001/43165
Fecha kniclo fase nacional 07/07/2003
Trémite 011
Evento 3n
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486
de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Matera de
Patentes (PCT), regla 61 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y
Comercio, se le comunica que:

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente
del inventor al solicitarste o a su causante. (Art. 26-k) Decision 488).

0 Los diujos adjuntos de las figuras 3 y 8 no son legibles o copiables pam trdmites posteriores de
publicacién y thulo.

0 Uwidhdmwnﬂenehpdghanﬂmmdehmdehdmbdéndehim.

En cumplimiento de lo dispuesio por el articulo 39 de la Decisidn 488, se le requiere para que dentro
del témino de dos meses sigulentes a [a fecha de nolificacién del presents oficlo, complete los
requisitos amteriorments enunciados. En caso de no dar cumpimiento al presente requerimiento, la
solicitud 9e considerard abandonacia y parderd su prelacion.

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, Bteral e), del capfiulo quinto
del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001. :

ALIX DE VERGEL
Jele de la de Nuevas Creaciones.

128 2009
1 anterior requerimianto fue nofificado por fjacion en lista de fecha,




