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Oblast’ techniky

Tento vyndlez sa tyka peptidov, podobnych glukagénu, vritane analégov a ich derivdtov, fiizovanych
na proteiny, ktoré umoziuji predlZit’ pol€as Zivotaschopnosti peptidov in vivo. Tieto fiizne proteiny sa daji
pouZit’ na lieCenie diabetes mellitus, ktory nie je zdvisly od inzulinu, rovnako ako inych ochoreni.

Doterajsi stav techniky

Peptid 1 podobny glukagénu (d’alej GLP podla anglického ndzvu Glucagon-Like Peptide) (GLP-1) obsa-
huje 37 aminokyselin a je vyluCovany L-bunkami ¢reva odozvou na prijem potravy. Bolo zistené, Ze stimulu-
je vyluCovanie inzulinu (inzulinotropné tcinky), ¢im spdsobuje spotrebovavanie glukézy bunkami a zniZuje
koncentrdciu glukézy v krvnom sére (pozri napr. Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Research, 40: 333 — 343
(1992)). Ale, GLP-1 je mdlo aktivny. Ndsledné endogénne Stiepenie medzi Siestym a siedmym miestom spo-
sobuje vznik tcinnejsieho biologicky aktivneho GLP-1(7-37)OH peptidu. Je zndme velké mnoZstvo typov
analégov a derivatov GLP-1 a st tu citované ako zltieniny GLP-1. Medzi tieto GLP-1 analégy patria exen-
diny, o st peptidy, ktoré sa nachddzajui v jede korovca podozrivého (jedovatd jasterica z juhozdpadu USA).
Exendiny majui sekvenni homolégiu s prirodnym GLP-1 a mo6Zu sa viazat’ s receptorom GLP-1 iniciovat’
signdlnu prevddzaciu kaskddu zodpovednu za rad dejov pripisovanych GLP-1(7-37)OH.

Zliceniny GLP-1 maju sivislost’ s radom fyziologicky vyznamnych dejov. Napriklad sa zistilo, Ze GLP-1
stimuluje uvolfiovanie inzulinu, zniZzuje vyluCovanie glukagénu, inhibuje vyprazdiiovanie Zalidka a zvySuje
vyuZzivanie glukézy (Nauck, M. A. a kol. (1993) Diabetoldgia 36: 741 — 744, Gutniak, M. a kol. (1992) New
England J. of Med. 326: 1316 — 1322, Nauck, M. A. a kol. (1993) J. Clin Invest. 91: 301 —307).

GLP-1 je najsl'ubnejsi pri lieCeni diabetes mellitus, ktory nie je zdvisly od inzulinu (NIDDM). Na trhu je
rad ordlnych lie€iv na lieCenie rezistencie proti inzulinu, spojenej s NIDDM. S postupom ¢€asu vSak musf pa-
cient prejst’ na lieCbu, ktord stimuluje uvolfiovanie inzulinu a pripadne i na lie€bu, ktord vyzaduje injekEné
podavanie inzulinu. Suicasné uicinné latky, ktoré stimuluji uvoltfiovanie inzulinu, v§ak mézu spdsobovat’ hy-
poglykémiu rovnako, ako ju spdsobuje poddvanie inzulinu. Uginnost GLP-1 je viak regulovand hladinou
glukézy v krvi. Ked’ hladina klesne na urcitd prahovi troveti, GLP-1 nie je i¢inny. Z tohto ddvodu s liecbou
pomocou GLP-1 nie je spojené Ziadne riziko hypoglykémie.

Ale tcinnost’ terapie pomocou GLP-1 peptidov je obmedzend ich rychlym vylicenim a kriatkym pol-
Casom zivotnosti. Napriklad GLP-1 (7-36) md sérovy polCas rozpadu iba 3 az 5 mintt. Ked’ je GLP-1(7-37)
amid poddvany subkutdnne, md ¢as ti¢innosti okolo 50 minit. Dokonca analdgy a derivéty, ktoré st odolné
proti endogénnemu $tiepeniu protedzou, nemaju pol€as Zivotnosti tak dlhy, aby nebolo nutné opakovat’ poda-
vanie v priebehu 24 hodin. Rychle odstranenie terapeutického ¢inidla je pre pacienta nepohodIné v pripa-
doch, kedy je Ziaduce udrziavat’ v krvi vysoki hladinu t¢innej litky v predlzenom ¢asovom intervale, pokial
nie je podanie G&innej latky nutné zopakovat’. Dalej, dlhodobo ti&innd zliéenina je hlavne doleZitd pre diabe-
tickych pacientov, ktorych lieCebny rezim vyZaduje iba poddvanie ordlnych lieciv. Tito pacienti sa vel'mi
tazko prispdsobuji rezimu, ktory vyZaduje viacndsobné poddvania injekeif alebo lieCiv.

Podstata vynalezu

Tento vyndlez prekondva problémy spojené s poddvanim zliceniny, ktord m4 kratky plazmovy pol€as Zi-
votnosti. Zliceniny podl'a vyndlezu zahrfiuji GLP-1 zli¢eniny fizované na iné proteiny s dlhym pol€asom
obehu, ako je Fc podiel imunoglobulinu alebo albuminu.

VSeobecne sa s malymi terapeutickymi peptidmi zle manipuluje lebo i drobné zmeny v ich Struktire mo-
Zu ovplyvnit’ ich stabilitu a/alebo biologickd aktivitu. To obzvlast’ plati pre GLP-1 zliceniny, ktoré si prave
vo vyvoji. Napriklad GLP-1(7-37)OH m4 tendenciu k zmene konformdcie z primdrne o-helixovej Struktiry
na primdrne beta-vrstvenu $truktiru. Z tejto beta-vrstvenej formy vznikd agregovany materidl, o ktorom sa
predpokladd, Ze je neaktivny. Je preto prekvapujice, Ze bolo moZné vyvinit biologicky aktivne GLP-1 fizne
proteiny s prediienym polcasom. Bolo to zvlast’ neoCakdvané, ak uvdZime uZ len samotnu obtiaZnost’ préce
s GLP-1(7-37)OH a relativne velké rozmery flizovanej Casti k malému pripojenému peptidu GLP-1.

Medzi dalSie zliceniny podla vyndlezu patri heterolégny fiizny protein, v ktorom je prvy polypeptid s N-
-zakonCenim a C-zakonCenim flizovany na druhy polypeptid s N-zakonCenim a C-zakon€enim, kde prvy po-
lypeptid je GLP-1 zlticenina a druhy polypeptid je zvoleny zo skupiny, do ktorej patr{

a) Fc podiel imunoglobulinu,

b) analég Fe podielu imunoglobulinu,

¢) fragmenty Fc podielu imunoglobulinu,

a kde C-zakoncCenie prvého polypeptidu je flizované k N-zakonCeniu druhého polypeptidu. GLP-1 zlicenina
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mdZe byt fizovana k druhému polypeptidu cez peptidovy linker. Je vyhodné, aby bol peptidovy linker zvo-
leny zo skupiny pozostdvajlcej z

a) peptidu bohatého na glycin,

b) peptidu majiceho sekvenciu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser],, kde n je 1, 2, 3, 4, 5 alebo 6, a

¢) peptidu majiceho sekvenciu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

Je obvykle vhodné, aby GLP-1 zlicenina, ktord je Castou heterolégneho fiizneho proteinu, nemala viac
ako Sest’ aminokyselin, li§iacich sa od zodpovedajicich aminokyselin v zli¢enindch GLP-1(7-37)OH, GLP-
-1(7-36)OH alebo Exendin-4. Je dokonca eSte vyhodnejsie, aby GLP-1 zli¢enina nemala viac ako 5 amino-
kyselin, liSiacich sa od zodpovedajticich aminokyselin v zli¢enindch GLP-1 (7-37)OH, GLP-1(7-36)OH ale-
bo Exendin-4. Najvyhodnejsie je, aby GLP-1 zli¢enina nemala viac neZ 4, 3 alebo 2 aminokyseliny, liiace
sa od zodpovedajicich aminokyselin v zli¢enindch GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendin-4. Vy-
hodne ma GLP-1 zlicenina, ktord je Castou heteroldgneho fiizneho proteinu, glycin alebo valin v pozicii 8.

Tento vyndlez tieZ zahriiuje polynukleotidy kédujice opisané heteroldgne fiizne peptidy, vektory zahriiu-
juce tieto polynukleotidy a hostitel'ské bunky transfektované alebo transformované opisanymi vektormi. TieZ
je tu zahrnuty spésob vyroby heterolégneho fizneho protefnu, pri ktorom sa uskutoCiuji kroky transkripcie
a transldcie tu opisaného nukleotidu za podmienok, v ktorych sa heterolégny flizny protein exprimuje v dete-
kovate'nom mnoZstve.

Tento vyndlez tieZ zahrfiuje sposob na normalizdciu hladiny krvnej glukézy u cicavcov, ktorf to potrebu-
j4, pri ktorom sa poddva terapeuticky i¢inné mnozstvo opisaného heterolégneho fiizneho proteinu.

PrehP’ad obrazkov na vykresoch

Vyndlez bude bliz§ie vysvetleny prostrednictvom konkrétnych prikladov uskutoCnenia zndzornenych
na vykresoch, na ktorych predstavuje:
— Obrazok 1: Sekvenciu aminokyseliny IgG1 Fc zahriiujicu ohybovi oblast, CH,, CH; domény;
— Obrazok 2: Sekvenciu aminokyseliny albuminu I'udského séra;
— Obrazok 3: A. SDS-PAGE gél a imunoblot rovnakého gélu, ktoré ilustruji molekuldrnu hmotnost fiiz-
nych proteinov IgG1-Fc a GLP-1-Fc (pds 1, MW Standardy, pas 2, Cisteny Fe, pas 3, transfektované prostre-
die Mock, pés 4, Val®-GLP-1-Fc, pés 5, Exendin-4-Fc), B. SDS-PAGE gél a imunoblot rovnakého gélu, ktoré
ilustrujd molekuldrnu hmotnost’ fiiznych proteinov I'udského HSA a GLP-1-HSA (pds 1, MW Standardy, pés
2, Cisteny HSA, pas 3, transfektované prostredie Mock, pés 4, Vals-GLP-l-HSA, pés 5, ValS-GLP—l-[Gly—
-Gly-Gly-Gly-Ser];-HSA);
— Obrazok 4: SDS-PAGE gél Cisteného Fc, albuminu, a GLP-1 fizne proteiny (Pds 1, MW $tandardy, pés
2, Cisteny Fe, pds 3, ValS-GLP-l-Fc, pés 4, Exendin-4-Fc, pds 5, MW S§tandard, pés 6, Vals-GLP-l-HSA, pés
7, Exendin-4-HS A, pas 8, Exendin-4-[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]sHSA);
— Obréazok 5: Expresny klonujtci vektor obsahujiici Fc oblasti zndzornené na obrazku 1;
— Obrdzok 6: Expresny klonujtci vektor obsahujici albumin sekvenciu zndzornent na obrdzku 2;
— Obrdzok 7: Expresny klonujuci vektor obsahujici DNA, v ktorej je zakédovany 15 aminokyselinovy lin-
ker fizovany v rdmci a 5" albuminové sekvencie zndzornené na obrdzku 2;
— Obrazok 8: Aktivitu GLP-1 fuznych proteinov na ddvku in vitro;
— Obrazok 9: Farmakokinetiku GLP-1 Fc a HSA ftznych proteinov;
— Obrazok 10: Glukodynamicki odozvu Exendin-Fc u dvoch normdlnych hladujticich psov;
— Obrédzok 11: Inzulinotropnu odozvu na Exendin-Fc u dvoch normélnych hladujtcich psov;
— Obrazok 12: DNA sekvenciu zahrfiujicu I'udsku IgG1 Fe oblast’;
— Obrazok 13: DNA sekvenciu zahriiujticu protein I'udského albuminu.

Podrobny opis vyndlezu

Heterolégne fizne proteiny podl'a vynalezu zahriiuji GLP-1 zliceninu flizovant na I'udsky albumin, ana-
16g T'udského albuminu, fragment l'udského albuminu, Fe €ast’ imunoglobulinu, analég Fe asti imunoglobu-
linu alebo fragment Fc Casti imunoglobulinu. C-zakoncenie zliceniny GLP-1 mdZe byt flizovany priamo
alebo fiizovany cez peptidovy linker, N-zakonCenie albuminu alebo Fc protein. Tieto heterolégne fiizne pro-
teiny su biologicky aktivne a maji prediieny pol¢as Zivotnosti v porovnan{ s nattvnym GLP-1.

Je vyhodné, ked’ GLP-1 zliceniny, ktoré tvoria Cast’ heterolégneho fiizneho protefnu, zahriiuji polypepti-
dy, ktoré majui od dvadsat’pit’ do asi tridsatdevit prirodne sa vyskytujicich alebo neprirodne sa vyskytuju-
cich aminokyselin, ktoré maju dostatonti homoldgiu k natfvnemu GLP-1(7-37)OH tak, aby prejavovali inzu-
linotropnt aktivitu naviazanim na GLP-1 receptor na B-bunkdch pankreasu. GLP-1 zli¢enina obvykle zahr-
fuje polypeptid majici aminokyselinovi sekvenciu GLP-1(7-37)OH, analég GLP-1(7-37)OH, fragment
GLP-1(7-37)OH alebo fragment analégu GLP-1(7-37)OH. GLP-1(7-37)OH m4d aminokyselinovi sekvenciu
SEQID NO: 1:
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 1is& 17
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—-Asp-Val-Ser-

8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-

29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg~Gly

(SEC ID NO: 1)

Ako je v odbore zvykom, bolo amino zakoncenie GLP-1(7-37)OH oznacené islom 7 a karboxylové za-
kon&enie ¢islom 37. Dalgie aminokyseliny v polypeptide su Cislované postupne, ako je ukazané v SEQ ID
NO: 1. Napriklad pozicia 12 je fenylalanin a pozicia 22 je glycin.

GLP-1 zliCeniny tieZ zahrfiuji GLP-1 fragmenty. Tento GLP-1 fragment je polypeptid ziskany odstrane-
nim jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin z N-zakonenia a/alebo C-zakon&enia GLP-1(7-
-37)OH alebo ich analégu alebo derivdtu. Nomenklattra pouZitd na opis GLP-1(7-37)OH je rovnako pouZzi-
telnd pre GLP-1 fragmenty. Napriklad GLP-1(9-36)OH oznaluje GLP-1 fragment ziskany odstrinenim
dvoch aminokyselin z N-zakonCenia a jednej aminokyseliny z C-zakon¢enia. Aminokyseliny vo fragmente si
oznacené rovnakym Cfslom ako zodpovedajiice aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH. Napriklad N-zakonCenie
glutdmovej kyseliny kyselina v GLP-1(9-36)OH je v pozicii 9, pozicia 12 je obsadend fenylalaninom, a pozi-
cia 22 je obsadend glycinom, ako v GLP-1(7-37)OH. Pre GLP-1(7-36)OH je glycin v pozicii 37 na GLP-1(7-
-37)OH odstréneny.

GLP-1 zlti¢eniny rovnako zahriiuji polypeptidy, v ktorych je pridand jedna aminokyselina alebo viac
aminokyselin k N-zakon¢eniu a/alebo C-zakon&eniu GLP-1(7-37)OH alebo jeho fragmenty alebo analdgy. Je
vyhodné, ked” GLP-1 zli€eniny tohto typu maji az cca tridsatdevit aminokyselin. Aminokyseliny v roz§ire-
nej GLP-1 zli¢enine su prirad’ované k rovnakym ¢islam ako zodpovedajiice aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH.
Napriklad N-zakon¢enie aminokyseliny GLP-1 zliceniny z{skané pridanim dvoch aminokyselin k N-zakon-
Ceniu GLP-1(7-37)OH je v pozicii 5 a C-zakon€enie aminokyseliny GLP-1 zli¢eniny ziskané pridanim jed-
nej aminokyseliny k C-zakoneniu GLP-1(7-37)OH je v pozicii 38. V oboch tychto rozsirenych GLP-1 zlui-
Cenindch, ako je GLP-1(7-37)OH, je teda pozicia 12 obsadend fenylalaninom a pozicia 22 je obsadend glyci-
nom. Aminokyseliny 1-6 roz§irenej GLP-1 zlic¢eniny st vyhodne rovnaké alebo dochddza ku konzervativnej
substiticii aminokyseliny v zodpovedajucej pozicii GLP-1(7-37)OH. Aminokyseliny 38-45 rozsirenej GLP-1
zliceniny st vyhodne rovnaké alebo dochadza ku konzervativnej substitticii aminokyseliny v zodpovedajticej
pozicii glukagénu alebo Exendinu-4.

GLP-1 zliceniny podla vyndlezu zahriiuji GLP-1 analégy. GLP-1 analég md dostatoéni homolégiu
s GLP-1(7-37)OH alebo fragmentom GLP-1(7-37)OH, takze tento analég md inzulinotropnu aktivitu. Vy-
hodne ma GLP-1 analég sekvenciu aminokyseliny GLP-1(7-37)OH alebo jeho fragmentu, modifikovaného
tak, Ze jedna, dve, tri, Styri alebo pit’ aminokyselin sa 1iSi od aminokyselin v zodpovedajticej pozicii GLP-
-1(7-37)OH alebo fragmentu GLP-1(7-37)OH. V ndzvoslov{, ktoré je tu pouZité pre oznaCenie GLP-1 zlice-
nin, substituujica aminokyselina a jej pozicia je uréovana pred hlavnou itruktirou. Napriklad Glu*-GLP-
-1(7-37)OH oznaéuje GLP-1 zliceninu, v ktorej glycin, ktory sa normdlne nachddza v pozicii 22 zliceniny
GLP-1(7-37)OH, bol nahradeny kyselinou glutimovou, Val®-Glu*’-GLP-1(7-37)OH ozna&uje GLP-1 zlice-
ninu, v ktorej bol alanin, ktory sa normdlne nachddza v pozicii 8, resp. glycin, ktory sa normdlne nachddza
v pozicii 22 na GLP-1(7-37)OH, boli zamenené valinom a kyselinou glutdmovou.

GLP-1 zli¢eniny podla vynédlezu rovnako zahriiuji GLP-1 derivaty. GLP-1 derivit je definovany ako
molekula, ktord md sekvenciu aminokyseliny GLP-1 alebo analégu GLP-1, ale navySe maji chemickt modi-
fikdciu jednej vedl'ajSej skupiny alebo viacerych vedlajsich skupin aminokyselin, o-uhlikovych atémov, kon-
covej aminoskupiny alebo koncovej skupiny karboxylovej kyseliny. Chemickd modifikdcia zahriiuje, ale nie
vyhradne, priddvanie chemickych skupin, vytvdranie novych vizieb a odstrafiovanie chemickych skupin.
Modifikécia vedl'ajsich skupin aminokyselin zahriiuje, bez obmedzenia, acyldciu e-aminoskupin lyzinu, N-al-
kylaciu argininu, histidinu alebo lyzinu, alkyldciu karboxylovej skupiny glutdimovej alebo aspardgovej kyse-
liny a deamidéaciu glutaminu alebo asparaginu. Modifikdcia koncovej aminoskupiny zahriiuje bez obmedze-
nia desamino, N-niZ§{ alkyl, N-di-niZ§{ alkyl a N-acyl modifikdciu. Modifikdcia koncovej karboxylovej sku-
piny zahriiuje bez obmedzenia amid, niz$i alkylamid, dialkylamid a niz$i alkylester modifikdciu. Niz${ alkyl
je C;-Cy alkyl. Dalej jedna vedlajiia skupina alebo viacej vedl'ajsich skupin alebo koncovych skupin moze
byt’ chrdnend chrdniacimi skupinami, ktoré si zndme odbornikom priemerne skisenym v odbore proteinove;j
chémie, o-uhlik aminokyseliny méZe byt mono- alebo dimetylovany.
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Ktordkol'vek z GLP-1 zli¢enin mo6ze byt Castou heteroldgnych fizovanych proteinov podla vyndlezu,
pretoze GLP-1 zli€enina sama o sebe je schopna sa naviazat’ a indukovat’ vznik signdlu cez GLP-1 receptor.
Vizba GLP-1 receptora a prenos signdlu méze byt posideny testami in vitro, ktoré si opisané v patente
EP 619 322 a US patente €. 5 120 712.

Rad tdcinnych GLP-1 fragmentov, analégov a derivétov je v odbore zndmy a akykol'vek z tychto anal6gov
a derivdatov mdze byt rovnako Castou heterolégnych fiizovanych proteinov podla vyndlezu. Vo vyndleze st
poskytnuté niektoré priklady novych GLP-1 analégov, rovnako ako GLP-1 analdgov a derivdtov zndmych
v odbore.

Niektoré GLP-1 analégy a GLP-1 fragmenty zndme v odbore zahriiuji napriklad GLP-1(7-34) a GLP-
-1(7-35), GLP-1(7-36), GIn’-GLP-1(7-37), D-GIn’-GLP-1(7-37), Thr'®-Lys'*-GLP-1(7-37) a Lys'*-GLP-1(7-
-37). GLP-1 analégy ako je GLP-1(7-34) a GLP-1(7-35) sd opisané v US patente €. 5 118 666. Rovnako si
zndme biologicky spracované formy GLP-1, ktoré maji inzulinotropné vlastnosti, ako je GLP-1(7-36). Iné
zndme biologicky t¢inné GLP-1 zlifeniny su opisané v US patente €. 5 977 071, Hoffmann a kol., US paten-
te €. 5 545 618, Buckley a kol., a Adelhorst, et. al., J. Biol. Chem. 269: 6275 (1994).

Vyhodnd skupina GLP-1 anal6gov je zostavend z GLP-1 anal6gov vzorca (I) (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-Xaa-Xaa-Xaa~Xaa-¥Xaa—-Xaa-

40 41 42 43 44 45

Xaa-Xaa=-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Vzorec I {(SEQ ID NO: 2}

kde:

Xaa v pozicii 8 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 9 je Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 11 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 14 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp alebo Lys;
Xaa v pozicii 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr alebo Lys;
Xaa v pozicii 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln alebo Lys;

Xaa v pozicii 20 je Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr alebo Lys;
Xaa v pozicii 21 je Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 22 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 23 je Gln, Asn, Arg, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp alebo Lys;
Xaa v pozicii 25 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 26 je Lys; Arg, Gln, Glu, Asp alebo His;

Xaa v pozicii 27 je Leu, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 30 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 31 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 32 je Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 33 je Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp alebo His;

Xaa v pozicii 35 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa v pozicii 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His;

Xaa v pozicii 37 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys, alebo je odstrdnend;
Xaa v pozicii 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His, alebo je odstrdnend;

Xaa v pozicii 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His, alebo je odstrdnend;

Xaa v pozicii 40 je Gly, Asp, Glu alebo Lys, alebo je odstrdnend;

Xaa v pozicii 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp alebo Lys, alebo je odstrdnen;
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Xaa v pozicii 42 je Ser, Pro, Lys, Glu alebo Asp, alebo je odstrdnend;
Xaa v pozicii 43 je Ser, Pro, Glu, Asp alebo Lys, alebo je odstrdnen;
Xaa v pozicii 44 je Gly, Pro, Glu, Asp alebo Lys, alebo je odstrdnend;
Xaa v pozicii 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp alebo Lys, alebo je odstrdnend;

s podmienkou, Ze pokial je aminokyselina v pozicii 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 alebo je 44 odstrdnend, po-
tom su odstrdnené aj vSetky aminokyseliny po tejto aminokyseline nasledujtce.

Je vyhodné, aby GLP-1 zlicenina vzorca (I) obsahovala menej ako Sest’ aminokyselin, ktoré sa 1{§ia od
zodpovedajticej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH alebo Exendin-4. Je vyhodnejsie, aby sa menej ako pat
aminokyselin li§ilo od zodpovedajuicej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH alebo Exendin-4. Je eSte vyhodnej-
§ie, aby sa menej ako Styri aminokyseliny 1i8ili od zodpovedajticej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH alebo
Exendin-4.

GLP-1 zli€eniny podla vyndlezu zahriiuji derivdty vzorca (1), ako je ich C-1-6-ester alebo amid, alebo
C-1-6-alkylamid, alebo C-1-6-dialkylamid. Medzindrodnd patentové publikdcia WO 99/43 706 opisuje deri-
véty GLP-1 zlicenin vzorca (I) a je tu celd zahrnutd ako odkaz. Zliceniny vzorca (I) odvodené, ako je opisa-
né v medzindrodnej patentovej publikdcii WO 99/43 706, a neodvodené st tieZ zahrnuté v tomto vyndleze.

Ind vyhodnd skupina GLP-1 zli€enin je tvorend GLP-1 analégmi vzorca II (SEQ ID NO: 3):

7 8 S 10 11 12 13 14 15 1e 17
Xaa-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser-

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile-Xaa-Xaa~-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-R

Vzorec II (SEQ ID NO: 3),

kde:

Xaa v pozicii 7 je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, 3-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluérmetylhistidin alebo a-metylhistidin;

Xaa v pozicii 8 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;

Xaa v pozicii 9 je Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu alebo His;

Xaa v pozicii 11 je Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys alebo His;

Xaa v pozicii 12 je His, Trp, Phe alebo Tyr;

Xaa v pozicii 16 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu alebo Ala;

Xaa v pozicii 18 je His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala alebo Lys;

Xaa v pozicii 22 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

Xaa v pozicii 23 je His, Asp, Lys, Glu, Gln alebo Arg;

Xaa v pozicii 24 je Glu, Arg, Ala alebo Lys;

Xaa v pozicii 26 je Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu alebo His;

Xaa v pozicii 27 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg alebo Lys;

Xaa v pozicii 30 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

Xaa v pozicii 31 je Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp alebo Lys;

Xaa v pozicii 33 je Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly alebo Glu;

Xaa v pozicii 34 je Glu, Lys alebo Asp;

Xaa v pozicii 35 je Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His alebo Glu;

Xaa v pozicii 36 je Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu alebo His;

R v pozicii 37 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, alebo je odstrdnené.
Ind vyhodnd skupina GLP-1 zli¢enin je tvorend GLP-1 analégmi vzorca III (SEQ ID NO: 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-Xaa-Lys-Xaa-Phe

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

Vzorec III (SEQ ID NO: 4},

kde:

Xaa v pozicii 7 je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluérmetylhistidin alebo a-metylhistidin;

Xaa v pozicii 8 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;

Xaa v pozicii 11 je Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys alebo His;

Xaa v pozicii 12 je His, Trp, Phe alebo Tyr;

Xaa v pozicii 16 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu alebo Ala;

Xaa v pozicii 22 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Arg alebo Cys;

Xaa v pozicii 23 je His, Asp, Lys, Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 24 je Glu, His, Ala alebo Lys;

Xaa v pozicii 25 je Asp, Lys, Glu alebo His;

Xaa v pozicii 27 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg alebo Lys;

Xaa v pozicii 30 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

Xaa v pozicii 33 je Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly alebo Glu;

Xaa v pozicii 34 je Glu, Lys alebo Asp;

Xaa v pozicii 35 je Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His alebo Glu;

Xaa v pozicii 36 je Arg, Glu alebo His;

R v pozicii 37 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, alebo je odstraneny.
Ind vyhodnd skupina GLP-1 zli¢enin je tvorend GLP-1 analégmi vzorca (IV) (SEQ ID NO: 5):

7 g S 10 11 12 13 14 15 1le 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

Vzeorec IV (SEQ ID NO: 3},

kde:

Xaa v pozicii 7 je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluérmetylhistidin alebo a-metylhistidin;

Xaa v pozicii 8 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met alebo Thr;

Xaa v pozicii 12 je His, Trp, Phe alebo Tyr;

Xaa v pozicii 16 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu alebo Ala;

Xaa v pozicii 22 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

Xaa v pozicii 23 je His, Asp, Lys, Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 26 je Asp, Lys, Glu alebo His;

Xaa v pozicii 30 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

Xaa v pozicii 35 je Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His, alebo Glu;
R v pozicii 37 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, alebo je odstrdneny.
Ind vyhodnd skupina GLP-1 zlti¢enin je tvorend GLP-1 analégmi vzorca (V) (SEQ ID NO: 6):
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7 8 9 ic 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe~-Thr-Ser-Asp-Val-Ser

18 1% 20 21 2z 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

Vzorec V (SEQ ID NO: o),

kde:

Xaa v pozicii 7 je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, (3-hydroxyhistidin, homohisti-
din, o-fluérmetylhistidin alebo o-metylhistidin;

Xaa v pozicii 8 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;

Xaa v pozicii 22 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

Xaa v pozicii 23 je His, Asp, Lys, Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 24 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg alebo Lys;

Xaa v pozicii 30 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

R v pozicii 37 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, alebo je odstrdneny.

Medzi vyhodné GLP-1 zliceniny vzorca (I), (IT), (II1), (IV) a (V) patria GLP-1 analégy alebo fragmenty
GLP-1 analégov, kde analégy alebo fragmenty obsahuju inid aminokyselinu ako alanin v pozicii 8 (anal6gy
pozicie 8). Je vyhodné, aby tieto anal6gy pozicie mali jednu d’al§iu zmenu alebo viac d’al§ich zmien v pozi-
cidch 9, 11, 12, 16, 18, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36 a 37 v porovnani so zodpovedajicou amino-
kyselinou nativneho GLP-1(7-37)OH. Je tieZ vyhodné, aby tieto analégy mali 6 alebo menej zmien v porov-
nani so zodpovedajticou aminokyselinou nativneho GLP-1(7-37)OH alebo GLP-1(7-36)OH. ESte vyhodnej-
Sie analogy majui 5 alebo menej zmien v porovnani s porovnatelnymi aminokyselinami v natfvnom GLP-1(7-
-37)OH alebo GLP-1(7-36)OH alebo maju 4 alebo menej GLP-1(7-37)OH alebo GLP-1(7-36)OH. Je dokon-
ca eSte vyhodnejsie, ked’ tieto analégy maji 3 alebo menej zmien v porovnani s porovnatelnymi aminokyse-
linami v natfivnom GLP-1(7-37)OH alebo GLP-1(7-36)OH. NajvyhodnejSie maju tieto analégy 2 alebo menej
zmien v porovnani s porovnate'nymi aminokyselinami v nativnom GLP-1(7-37)OH.

Bolo zistené, Ze zli¢eniny vzorca (I), (IT), (IV) a (V) maji mens{ sklon k zhlukovaniu a vytvaraniu ne-
rozpustnej formy. To je tieZ v kontexte fiizneho proteinu, kde si relativne maly GLP-1 peptid mus{ udrzat’
(ID), (IID), (IV) a (V) obsiahnuté vo fiznych proteinoch podla vyndlezu zahriiuji GLP-1 analégy alebo frag-
menty GLP-1 analégov, v ktorych je glycin na pozicii 22 a hlavne alanin v pozicii 8 nahradeny inou amino-
kyselinou.

Ked’ je v pozicii 22 aspardgova kyselina, glutdmova kyselina, arginin alebo lyzin, v pozicii 8 je vyhodne
glycin, valin, leucin, izoleucin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin. Ked je
v pozicii 22 sulfénova kyselina, ako je kyselina cysteovd, v pozicii 8 je vyhodne glycin, valin, leucin, izoleu-
cin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin.

Iné vyhodné GLP-1 zli¢eniny zahrfiuji GLP-1 anal6égy vzorca IV (SEQ ID NO: 5), kde analégy maji
sekvenciu GLP-1(7-37)OH s vynimkou toho pripadu, Ze aminokyselina v pozicii 8 je vyhodne glycin, valin,
leucin, izoleucin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin a v pozicii 30 je kyselina
glutdmovd, kyselina aspardgovd, serin alebo histidin a eSte vyhodnejsie kyselina glutdmova.

Iné vyhodné GLP-1 zliceniny zahriiuji GLP-1 analégy vzorca (IV) (SEQ ID NO: 5), kde analégy majui
sekvenciu GLP-1(7-37)OH s vynimkou toho pripadu, Ze aminokyselina v pozicii § je vyhodne glycin, valin,
leucin, izoleucin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin a v pozicii 37 je histidin,
lyzin, arginin, treonin, serin, glutdmovd kyselina, aspardgovd kyselina, tryptofdn, tyrozin, fenylalanin
a eSte vyhodnejSie histidin.

Iné vyhodné GLP-1 zliceniny zahrfiuji GLP-1 analégy vzorca (IV) (SEQ ID NO: 5), kde anal6gy maju
sekvenciu GLP-1(7-37)OH s vynimkou toho pripadu, Ze aminokyselina v pozicii 8 je vyhodne glycin, valin,
leucin, izoleucin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin a v pozicii 22 je gluta-
mova kyselina, lyzin, aspardgovd kyselina alebo arginin a eSte vyhodnejSie glutdmovd kyselina alebo lyzin
a v pozicii 23 je lyzin, arginin, glutdmov4 kyselina, aspardgovd kyselina a histidin a eSte vyhodnejSie lyzin
alebo glutdmovd kyselina.

Iné vyhodné GLP-1 zliceniny zahffiaji GLP-1 analégy vzorca (V) (SEQ ID NO: 6), kde analégy maju
sekvenciu GLP-1(7-37)OH s vynimkou toho pripadu, Ze aminokyselina v pozicii 8 je vyhodne glycin, valin,
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leuctn, izoleucin, serin, treonin alebo metionin a eSte vyhodnejSie valin alebo glycin a v pozicii 22 je glutd-
mova kyselina, lyzin, aspardgovd kyselina alebo arginin a eSte vyhodnejSie kyselina glutdmovd alebo lyzin a
v pozicii 27 je alanin, lyzin, arginin, tryptofdn, tyrozin, fenylalanin alebo histidin a eSte vyhodnejSie alanin.
Iné vyhodné GLP-1 zli¢eniny zahrfiuji GLP-1 analégy vzorca (II), kde analégy maji sekvenciu GLP-
-1(7-37)OH s vynimkou toho pripadu, Ze aminokyselina v pozicii 8 a jedna aminokyselina, dve alebo tri ami-
nokyseliny vybrané zo skupiny pozostdvajucej z pozicie 9, pozicie 11, pozicie 12, pozicie 16, pozicie 18, po-
zicie 22, pozicie 23, pozicie 24, pozicie 26, pozicie 27, pozicie 30, pozicie 31, pozicie 33, pozicie 34, pozicie
35, pozicie 36 a pozicie 37 sa li§ia od aminokyseliny na zodpovedajicej pozicii nativneho GLP-1(7-37)OH.
Iné vyhodné GLP-1 zliceniny vzorca (II) zahriiuju: Val®-GLP-1(7-37)OH,
Gly*-GLP-1(7-37)OH, Glu®-GLP-1(7-37)OH, Asp”-GLP-1(7-37)OH, Arg”-GLP-1(7-37)OH, Lys>>-GLP-
-1(7-37)0H, Cys™-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu”-GLP-1(7-37)OH, Val*-Asp®>-GLP-1(7-37)OH, Val®-Arg*-
-GLP-1(7-37)OH, Val*-Lys®-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Cys*>-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Glu**-GLP-1(7-37)OH,
Gly*-Asp®-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Arg”-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Lys*-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Cys**-GLP-
-1(7-37)0H, Glu*-GLP-1(7-36)0OH, Asp**-GLP-1(7-36)OH, Arg”*-GLP-1(7-36)OH, Lys*-GLP-1(7-36)OH,
Cys”-GLP-1(7-36)0H, Val*-Glu®-GLP-1(7-36)0H, Val*Asp®>-GLP-1(7-36)OH, Val®-Arg”>-GLP-1(7-
-36)OH, Val*-Lys”-GLP-1(7-36)OH, Val®-Cys”-GLP-1(7-36)OH, Gly*-Glu™-GLP-1(7-36)OH, Gly*-Asp™-
-GLP-1(7-36)OH, Gly®-Arg”-GLP-1(7-36)0OH, Gly*-Lys*>-GLP-1(7-36)0OH, Gly*-Cys**-GLP-1(7-36)OH,
Lys™-GLP-1(7-37)OH, Val®Lys”-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Lys”-GLP-1(7-37)OH, His**-GLP-1(7-37)OH,
Val®-His*-GLP-1(7-37)OH,  Gly®*-His*-GLP-1(7-37)OH, Lys*-GLP-1(7-37)OH, Val*-Lys*-GLP-1(7-
-37)OH, Gly®-Lys**-GLP-1(7-37)0H, Glu*-GLP-1(7-37)0OH, Val®-Glu**-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Glu*’-GLP-
-1(7-37)OH, Asp™-GLP-1(7-37)OH, Val*-Asp™-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Asp*’-GLP-1(7-37)OH, GIn*’-GLP-
-1(7-37)0OH, Val®-GIn**-GLP-1(7-37)OH, Gly*-GIn**-GLP-1(7-37)OH, Tyr’’-GLP-1(7-37)OH, Val*-Tyr*’-
-GLP-1(7-37)OH, Gly®*-Tyr*>-GLP-1(7-37)0OH, Ser’-GLP-1(7-37)OH, Val®-Ser**-GLP-1(7-37)OH, Gly®™-
-Ser’’-GLP-1(7-37)OH, His*’-GLP-1(7-37)OH, Val*-His*-GLP-1(7-37)OH, Gly®-His*’-GLP-1(7-37)OH,
Glu*-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu™-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Glu*-GLP-1(7-37)OH, Ala**-GLP-1(7-37)OH,
Val®-Ala*-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Ala**-GLP-1(7-37)OH, Gly**-GLP-1(7-37)OH, Val®-Gly**-GLP-1(7-
-37)OH, Gly*-Gly*-GLP-1(7-37)OH, Ala*-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Ala*-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Ala*-GLP-
-1(7-37)OH, Lys”-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys”-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Lys”-GLP-1(7-37)OH, His"-GLP-
-1(7-37)OH, Val*-His*-GLP-1(7-37)OH, Gly*-His*’-GLP-1(7-37)OH, Pro*-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Pro*-
-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Pro®”-GLP-1(7-37)OH, Glu”-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu”-GLP-1(7-37)0OH, Gly"-
-Glu®-GLP-1(7-37)OH, Val*Ala*’-GLP-1(7-37)OH, Val®- His®’-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu®-Lys*-GLP-
-1(7-37)0H, Val®-Glu®-Glu™-Glp-1(7-37)OH, Val*-Glu®-Ala®”’-GLP-1(7-37)OH, Val®-Gly**-Lys®-GLP-
-1(7-37)0OH, Val*-His*’-GLP-1(7-37)OH, Gly*-His*’-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Glu®-Ala*’-GLP-1(7-37)OH,
Gly*-Glu*-Ala®’-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Lys*-Glu®-GLP-1(7-37)OH, a Gly*-Lys*-Glu®*-GLP-1(7-37)OH.
Ind vyhodna skupina GLP-1 analégov a derivatov pouZitenych v tomto vyndleze je tvorend molekulami
vzorca (VI) (SEQ ID NO: 7):

R;-X-Glu-Gly'"-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'’-Val-Ser-
Ser-Tyr-Leu’’-¥-Gly-Gln-Ala-Ala®’-Lys-2-
Phe-Ile-Ala’"~-Trp-Leu-Val-Lys-Gly” -Arg-R;

Vzorec VI (SEQ ID NO: 7),

kde:

R; je vybrany zo skupiny zahriiujicej L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, p-hyd-
roxyhistidin, homohistidin, o-fluérmetylhistidin a a-metylhistidin,

X je vybrany zo skupiny zahriiujicej Ala, Gly, Val, Thr, Ile a o-metyl-Ala;
Y je vybrany zo skupiny pozostdvajucej z Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly;

Z je vybrany zo skupiny pozostdvajicej z Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly;
R, je Gly-OH.

Ind vyhodnd skupina GLP-1 zlicenin pouziteI'nd v tomto vyndleze je opisand vo WO 91/11 457 a pozos-
tdva v podstate z GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36) alebo GLP-1(7-37) alebo ich amidovych foriem,
a ich farmaceuticky prijatel'nych soli, ktoré maji aspoil jednu modifikaciu, vybrani zo skupiny zahriiujticej:

(a) zdmenu glycinu, serinu, cystefnu, treoninu, asparaginu, glutaminu, tyrozinu, alaninu, valinu, izoleuci-
nu, leucinu, metioninu, fenylalaninu, argininu alebo D-lyzinu za lyzin v pozicii 26 a/alebo v pozicii 34; alebo
zdmenu glycinu, serinu, cysteinu, treoninu, asparaginu, glutaminu, tyrozinu, alaninu, valinu, izoleucinu, leu-
cinu, metioninu, fenylalaninu, lyzinu alebo D-argininu za arginin v pozicii 36,

(b) zdmenu oxidac¢ne rezistentnej aminokyseliny za tryptofdn v pozicii 31,

(c) zdmenu aspofi jednej z tychto ldtok: tyrozin za valin v pozicii 16, lyzin za serin v pozicii 18; kyselina
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aspardgova za kyselinu glutdmovu v pozicii 21; serin za glycin v pozicii 22; arginin za glutamin v pozicii 23;
arginin za alanin v pozicii 24; a glutamin za lyzin v pozicii 26, a

(d) zdmenu aspoii jednej z tychto latok: glycin, serin alebo cystein za alanin v pozicii 8; kyselina aspara-
gové, glycin, serin, cystein, treonin, asparagin, glutamin, tyrozin, alanin, valin, izoleucin, leucin, metionin
alebo fenylalanin za kyselinu glutdmovu v pozicii 9; serin, cystein, treonin, asparagin, glutamin, tyrozin, ala-
nin, valin, izoleucin, leucin, metionin alebo fenylalanin za glycin v pozicii 10; a kyselina glutdmova za kyse-
linu aspardgovu v pozicii 15; a

(e) zdmenu glycinu, serinu, cysteinu, treoninu, asparaginu, glutaminu, tyrozinu, alaninu, valinu, izoleuci-
nu, leucinu, metioninu alebo fenylalaninu alebo D alebo N-acylovanej alebo alkylovanej formy histidinu
za histidin v pozicii 7; pri¢om v zdmendch (a), (b), (d) a (e) méZu byt substituované aminokyseliny pripadne
v D-forme a aminokyseliny substituované v pozicii 7 mdZu pripadne byt’ v N-acylovanej alebo N-alkylovanej
forme.

Pretoze enzym dipeptidyl-peptiddza IV (DPP IV) méZe byt zodpovedny za pozorovant rychlu deaktiva-
ciu poddvaného GLP-1 (pozri napr. Mentlein, R. a kol., Eur. J. Biochem., 214: 8§29 — 835 (1993)), st v kon-
texte fliznych proteinov vyhodné GLP-1 analégy a derivdty, ktoré su chranené proti Cinnosti DPP IV, a eSte
vyhodnejsie st fiizne proteiny, kde GLP-1 zhi¢eninou je Gly*-GLP-1(7-37)OH, Val®-GLP-1(7-37)OH, o-me-
tyl-Ala®-GLP-1(7-37)OH alebo Gly*-Gln*'-GLP-1(7-37)OH.

Inou vyhodnou skupinou GLP-1 zli¢enin pouZiteI'nou v tomto vyndleze sd zliceniny vzorca (VII) (SEQ
ID NO: 8) chrdnené v US patente €. 5 512 549, ktory je tu vyslovne uvedeny v odkaze.

R'-Ala-Glu-Gly'"-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-~Val-Ser-Ser-Tyr-Leu’’-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala®*-Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala’’-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly**-Arg-R’

RZ

Vzorec VII (SEQ ID NO: 8) |

kde:

R' je vybrany zo skupiny pozostivajiicej z 4-imidazopropionylu, 4-imidazoacetylu alebo 4-imidazo-o,0-di-
metylacetylu,

R’ je vybrany zo skupiny pozostdvajiicej z Cs-C,o nerozvetveného acylu alebo je odstraneny;

R’ je vybrany zo skupiny pozostivajiicej z Gly-OH alebo NH,; a Xaa je Lys alebo Arg.

Eite vyhodnejsie zli¢eniny vzorca (IV) pouZitelné v tomto vyndleze st tie, v ktorych Xaa je Arg a R” je
Cs-C1o nerozvetveny acyl. Dokonca eSte vyhodnejSie zliCeniny vzorca (IV) pouZitelné v tomto vyndleze sd
tie, v ktorych Xaa je Arg, R? je Cs-Cyo nerozvetveny acyl, R? je Gly-OH. Iné vysoko vyhodné zlhi¢eniny
vzorca (IV), pouziteIné v tomto vyndleze si tie, v ktorych Xaa je Arg, R” je C-Cy nerozvetveny acyl, R je
Gly-OH, a R' je 4-imidazopropionyl. A obzvl43t vyhodnd zli¢enina vzorca (IV) pouZitel'nd v tomto vyndleze
je t4, v ktorej Xaa je Arg, R” je Cg nerozvetveny acyl, R® je Gly-OH, a R' je 4-imidazopropionyl.

Vyhodne tieto GLP-1 zli¢eniny zahrfiuji GLP-1 analégy, kde zdkladny retazec tychto analégov alebo
fragmentov obsahuje aminokyselinu int ako alanin v pozicii 8 (analégy pozicie 8). Zdkladny retazec mbze
rovnako zahrtiovat’ L-histidin, D-histidin alebo modifikované formy histidinu, ako je desaminohistidin, 2-
-aminohistidin, p-hydroxyhistidin, homohistidin, o-fluérmetylhistidin alebo o-metylhistidin v pozicii 7. Je
vyhodné, aby tieto analégy pozicie 8 obsahovali jednu d’alSiu zmenu alebo viac dal§ich zmien na pozicidch
12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33 a 37 v porovnan{ so zodpovedajlicou aminokyselinou natfvneho GLP-
-1(7-37)OH. Je este vyhodnejsie, aby tieto analégy pozicie 8 obsahovali jednu d’alSiu zmenu alebo viac d’al-
§ich zmien na pozicidch 16, 18, 22, 25 a 33 v porovnan{ so zodpovedajicou aminokyselinou nativneho GLP-
-1(7-37)OH.

Vo vyhodnom uskuto€neni je GLP-1 analogom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 12 je vy-
brand zo skupiny pozostdvajiicej z tryptofanu alebo tyrozinu. Je eSte vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozi-
cii 12, sa aminokyselina v pozicii 8 nahrad{ glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom
alebo metioninom a e$te vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je dokonca eSte vyhodnejsie, ked’ okrem z4-
meny v pozicidch 12 a 8 sa aminokyselina v pozicii 22 nahrad{ kyselinou glutdmovou.

V inom vyhodnom uskutoCnen{ je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 16 je
vybrand zo skupiny pozostdvajicej z tryptofanu, izoleucinu, leucinu, fenylalaninu alebo tyrozinu. Je este vy-
hodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicii 16 sa aminokyselina v pozicii 8 nahradf glycinom, valinom, leuci-
nom, izoleucinom, serfnom, treoninom alebo metionfnom a eSte vyhodnejSie valinom alebo glycinom.
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Je zvlast vyhodné, ked okrem zdmeny v pozicidach 16 a 8 sa aminokyselina v pozicii 22 nahradi kyselinou
glutdmovou. Je tieZ vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 16 a 8 sa aminokyselina v pozicii 30 nahrad{
kyselinou glutdmovou. Je tieZ vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 16 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37
nahradf histidinom.

V inom vyhodnom uskuto¢neni je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 18 je
vybrand zo skupiny pozostdvajicej z tryptofdnu, tyrozinu, fenylalaninu, lyzinu, leucinu alebo izoleucinu, vy-
hodne tryptofanu, tyrozinu a izoleucinu. Je e$te vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicii 18 sa aminokyse-
lina v pozicii 8 nahradf glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom alebo metioninom
a eSte vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je zvlast' vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 18 a 8 sa
aminokyselina v pozicii 22 nahradi kyselinou glutdimovou. Je dokonca eSte vyhodnejsie, ked” okrem zdmeny
v pozicidch 18 a 8§ sa aminokyselina v pozicii 30 nahrad{ kyselinou glutdmovou. Je rovnako vyhodné, ked’
okrem zdmeny v pozicidch 18 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37 nahrad{ histidinom.

V inom vyhodnom uskuto¢nen{ je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 19 je
vybrand zo skupiny pozostdvajicej z tryptofanu alebo fenylalaninu, vyhodne tryptofanu. Je vyhodnejsie, ked’
okrem zdmeny v pozicii 19 sa aminokyselina v pozicii 8 nahrad{ glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom,
serfnom, treoninom alebo metioninom, a eSte vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je zv1ast' vyhodné, ked’
okrem zdmeny v pozicidch 19 a 8 sa aminokyselina v pozicii 22 nahrad{ kyselinou glutdmovou. Je rovnako
vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 19 a 8 sa aminokyselina v pozicii 30 nahrad{ kyselinou glutdmo-
vou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 19 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37 nahradi histi-
dinom.

V inom vyhodnom uskutoéneni je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 20
je fenylalanin, tyrozin alebo tryptofdn. Je vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicii 20 sa aminokyselina
v pozicii 8 nahradi glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom alebo metioninom a este
vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je zv1ast’ vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 20 a 8 sa aminoky-
selina v pozicii 22 nahradi kyselinou glutimovou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 20
a 8 sa aminokyselina v pozicii 30 nahradi kyselinou glutimovou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zdmeny
v pozicidch 20 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37 nahradf histidinom.

V inom vyhodnom uskuto€nen{ je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 25 je
vybrand zo skupiny pozostdvajicej z valinu, izoleucinu a leucinu, vyhodne valinu. Je vyhodnejsie, ked’ ok-
rem zdmeny v pozicii 25 sa aminokyselina v pozicii 8 nahrad{ glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom, se-
rinom, treonfnom alebo metioninom, a eSte vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je zv14st’ vyhodné, ked’ ok-
rem zdmeny v pozicidch 25 a 8 sa aminokyselina v pozicii 22 nahrad{ kyselinou glutdmovou. Je rovnako vy-
hodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 25 a 8 sa aminokyselina v pozicii 30 nahrad{ kyselinou glutdimovou.
Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zameny v pozicidch 25 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37 nahradi histidi-
nom.

V inom vyhodnom uskuto€nen{ je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 27 je
vybrand zo skupiny pozostdvajticej z izoleucinu alebo alaninu. Je vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicii
27 sa aminokyselina v pozicii 8 nahradi glycinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serfnom, treoninom ale-
bo metioninom, a este vyhodnejSie valinom alebo glycinom. Je zvlast vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozi-
cidch 27 a 8 sa aminokyselina v pozicii 22 nahrad{ kyselinou glutimovou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem
zdmeny v pozicidch 27 a 8 sa aminokyselina v pozicii 30 nahrad{ kyselinou glutdmovou. Je rovnako vyhod-
né, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 27 a 8 sa aminokyselina v pozicii 37 nahrad{ histidinom.

V inom vyhodnom uskuto€nen{ je GLP-1 analégom GLP-1(7-37)OH, kde aminokyselina v pozicii 33 je
izoleucin. Je vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicii 33 sa aminokyselina v pozicii 8 nahradf glycinom,
valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom alebo metioninom, a eSte vyhodnejSie valinom alebo
glycinom. Je eSte vyhodnejsie, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 33 a § sa aminokyselina v pozicii 22 nahrad{
kyselinou glutdmovou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zdmeny v pozicidch 33 a 8 sa aminokyselina v pozi-
cii 30 nahrad{ kyselinou glutdmovou. Je rovnako vyhodné, ked’ okrem zdmeny v poziciach 33 a 8 sa amino-
kyselina v pozicii 37 nahradi histidinom.

GLP-1 zliceniny majui modifikdcie na jednej pozicii alebo viacerych nasledujicich poziciach: 8, 12, 16,
18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33 a 37. Tieto GLP-1 zli¢eniny vykazuji G€innost’ v porovnani s GLP-1(7-37)OH
a zahriiuji sekvenciu aminokyseliny vzorca (IX) (SEQ ID NO: 12)

Xaas-Xaag-Glu—-Gly-Thr-Xaa,,-Thr-Ser-Asp-Xaa,s-Ser-
Xaajg-Xaa;s~Xaaz-Glu~-Xaa,;-Gln-Ala-Xaay;-Lys-Xaas -

Phe-TIle-Xaaj-Trp-Leu-Xaa;;~Lys—-Gly~Arg-Xaas,

Vzorec (IX) (SEQ ID NO: 12),
kde:
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Xaas je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, (f-hydroxyhistidin, homohistidin, a-fluér-
metylhistidin alebo g-metylhistidin.

Xaag je Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;
Xaay, je Phe, Trp alebo Tyr;

Xaaig je Val, Trp, lle, Leu, Phe alebo Tyr;
Xaaig je Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;
Xaayg je Tyr, Trp alebo Phe;

Xaayg je Leu, Phe, Tyr alebo Trp;

Xaay, je Gly, Glu, Asp alebo Lys;

Xaays je Ala, Val, Ile alebo Leu;

Xaay; je Glu, Ile alebo Ala;

Xaasz je Ala alebo Glu;

Xaas; je Val alebo Ile, a

Xaasy je Gly, His, NH; alebo je odstrdnend.

Niektoré vyhodné GLP-1 zli¢eniny vzorca (IX) zahrfiuji GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)NH,, GlyS-GLP-
-1(7-37)OH, Gly®*-GLP-1(7-36)NH,, Val®-GLP-1(7-37)0OH, Val®-GLP-1(7-36)NH,, Leu®-GLP-1(7-37)OH,
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)OH, Thr®-GLP-1(7-36)NH,, Val*-Tyr'*-GLP-1(7-37)OH, Val*-Tyr'*-GLP-1(7-
-36)NH,, Val®*-Tyr'®-GLP-1(7-37)0OH, Val*-Tyr'°-Glp-1(7-36)NH,, Val*-Glu*-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Glu®-
-GLP-1(7-36)NH,, Gly*-Glu>-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Glu*>-GLP-1(7-36)NH,, Val®-Asp*-GLP-1(7-37)OH,
Val®-Asp®-GLP-1(7-36)NH,, Gly®-Asp®>-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Asp*>-GLP-1(7-36)NH,, Val*-Lys*-GLP-
-1(7-37)0OH, Val*-Lys*-GLP-1(7-36)NH,, Gly*-Lys**-GLP-1(7-37)OH, Gly®*-Lys”-GLP-1(7-36)NH,, Leu®-
-Glu”-GLP-1(7-37)OH, Leu*-Glu™-GLP-1(7-36)NH,, Ile*-Glu*>-GLP-1(7-37)OH, Ile®-Glu**-GLP-1(7-
-36)NH,, Leu®Asp™-GLP-1(7-37)OH, Leu®-Asp™-GLP-1(7-36)NH,, Ile®-Asp™-GLP-1(7-37)OH, Ile*-
-Asp”-GLP-1(7-36)NH,, Leu®-Lys™-GLP-1(7-37)OH, Leu®-Lys*>-GLP-1(7-36)NH,, Ile®Lys™-GLP-1(7-
-37)OH, Ile*-Lys*-GLP-1(7-36)NH,, Ser*-Glu>-GLP-1(7-37)OH, Ser®-Glu*>-GLP-1(7-36)NH,, Thr®-Glu*-
-GLP-1(7-37)OH, Thr®-Glu*-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-Asp®-GLP-1(7-37)OH, Ser®-Asp*-GLP-1(7-36)NH,,
Thr®-Asp™-GLP-1(7-37)OH, Thr®-Asp®-GLP-1(7-36)NH,, Ser"-Lys”-GLP-1(7-37)OH, Ser*-Lys**-GLP-
-1(7-36)NH,, Thr*-Lys™-GLP-1(7-37)OH, Thr*-Lys**-GLP-1(7-36)NH,, Glu*-GLP-1(7-37)OH, Glu*-GLP-
-1(7-36)NH,, Asp”*-GLP-1(7-37)OH, Asp”-GLP-1(7-36)NH,, Lys**-GLP-1(7-37)OH, Lys™-GLP-1(7-
-36)NH,, Val®-Ala”’-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu*-Ala®’-GLP-1(7-37)OH, Val*-Glu*™-GLP-1(7-37)OH, Val®-
-Glu™-GLP-1(7-36)NH,, Gly*-Glu™-GLP-1(7-37)OH, Gly*-Glu™-GLP-1(7-36)NH,, Leu®-Glu*-GLP-1(7-
-37)0OH, Leu®-Glu™-GLP-1(7-36)NH,, Ile*-Glu*-GLP-1(7-37)0OH, Ile®-Glu**-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-Glu*-
-Glp-1(7-37)OH, Ser®-Glu™-GLP-1(7-36)NH,, Thr*-Glu*-GLP-1(7-37)OH, Thr*-Glu*’-GLP-1(7-36)NH,,
Val®-His*-GLP-1(7-37)OH, Val®-His*’-GLP-1(7-36)NH,, Gly*-His*’-GLP-1(7-37)OH, Gly*-His*’-GLP-1(7-
-36)NH,, Leu®-His*’-GLP-1(7-37)OH, Leu®-His*’-GLP-1(7-36)NH,, Ile*-His*’-GLP-1(7-37)OH, Ile®-His*’-
-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-His*-GLP-1(7-37)OH, Ser®-His*’-GLP-1(7-36)NH,, Thr®-His*’-GLP-1(7-37)OH,
Thr®-His*’-GLP-1(7-36)NH..

Niektoré vyhodné GLP-1 zli€eniny vzorca (IX), ktoré maji viacndsobné zdmeny, zahriiuji GLP-1(7-
-37)OH, kde v pozicii 8 je valin alebo glycin, v pozicii 22 je kyselina glutdimovd, v pozicii 16 je tyrozin, leu-
cin alebo tryptofan, v pozicii 18 je tyrozin, tryptofdn alebo izoleucin, v pozicii 25 je valin a v pozicii 33 je
izoleucin. Iné vyhodné GLP-1 zli&eniny zahriiuji nasledujiice zli¢eniny: Val®-Tyr'*-GLP-1(7-37)OH, Val®-
“Tyr'*-Glu”-GLP-1(7-37)OH, Val®-Tyr"*-Phe"’-GLP-1(7-37)OH, Val®-Tyr'°-Glu**-GLP-1(7-37)OH, Val®-
“Trp'®-Glu-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Leu'°-Glu”-GLP-1(7-37)OH, Val®*-Ile'°-Glu*>-GLP-1(7-37)OH, Val®-
-Phe'*-Glu®-GLP-1(7-37)OH, Val*-Trp'®-Glu™-GLP-1(7-37)OH, Val*-Tyr'®-Glu*>-GLP-1(7-37)OH, Val®-
-Phe'®-Glu*-GLP-1(7-37)OH a Val*-Ile'®-Glu?*-GLP-1(7-37)OH.

GLP-1 zli€eniny podla vyndlezu tiez zahriiuji exendinové zliceniny. Exendin-3 a Exendin-4 su biolo-
gicky aktivne peptidy, prvykrit izolované z jedu jaSteric Helodermatidae, a bolo ukdzané, ze viazu GLP-1
receptor a stimulujui produkciu H+ z4visli od cAMP v parietdlnych bunkédch cicavcov. Exendin-3 a Exendin-
4 st oba peptidy z 39 aminokyselin, ktoré su priblizne z 53 % homolégne s GLP-1. Pdsobia ako tcinny ago-
nista s aktivitou GLP-1. Je moZné zaznamenat, Ze v N-koncovej Casti je skrateny derivit Exendinu, zndmy
ako Exendin(9-39 aminokyselin), inhibitorom Exendinu-3, Exendinu-4 a GLP-1.

Exendinova zli¢enina obvykle obsahuje polypeptid, ktory ma sekvenciu aminokyselin Exendinu-3, Exendi-
nu-4 alebo ich analégov alebo fragmentov. Exendin-3 a Exendin-4 st opisané v US patente €. 5 424 286.

Exendin-3 m4 sekvenciu aminokyselin SEQ ID NO: 9:
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7 8 3 10 11 12 13 14 15 1é& 17
His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-3Ser

18 1% 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

(SEQ ID NO: 9)
Exendin-4 ma sekvenciu aminokyselin 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-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

(SEQ ID NO: 10)

Medzi GLP-1 zliceniny tieZ patria fragmenty Exendinu, Co st polypeptidy, ziskané po skriteni jednej
aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin z N-zakoncenia a/alebo C-zakoncenia Exendinu alebo analégu
Exendinu. balej medzi GLP-1 zliceniny patria exendinové polypeptidy, v ktorych bola jedna aminokyselina
alebo viacej aminokyselin pridand k N-zakonCeniu a/alebo C-zakoneniu Exendinu alebo jeho fragmentov.
Exendinové zlti¢eniny tohto typu maju viac ako $tyridsatpit’ aminokyselin.

Medzi GLP-1 zlieniny tieZ patria analégy Exendinu. Analég Exendinu md dostato¢ni homoldgiu
s Exendinom-4, Exendinom-3 alebo ich fragmentmi taku, Ze tento analég m4 inzulinotropni t&innost’. Ugin-
nost’ exendinovych fragmentov a/alebo analégov sa dd posidit s pouzitim testov in vitro, ako su tie, ktoré si
opisané v EP 619 322 a US patente . 5 120 712.

Vyhodne méd Exendinovy analég sekvenciu aminokyselin Exendinu-4 alebo jeho fragmentu modifikova-
nu tak, aby jedna, dve, tri, Styri alebo pit’ aminokyselin sa liSilo od aminokyselin v zodpovedajtce] pozicii
Exendinu-4 alebo fragmentu Exendinu-4. V ndzvoslovi, ktoré je tu pouZité na oznaCovanie exendinovych
zlicenin, so substituujiicou aminokyselinou a jej pozicia je uvedend pred vychodiskovou Struktirou. Napri-
klad Val®-Exendin-4 znamena exendinovii zIi&eninu, v ktorej bol glycin, ktory je normélne v pozicii 8 Exen-
dinu-4, zameneny valfnom.

Ind vyhodnd skupina GLP-1 zliCenin pozostdva z GLP-1/Exendin-4 analégov vzorca (VIII) (SEQ ID
NO: 11)

7 8 9 16 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
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Xaa-Xaa-Xaa-Glu-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Xaa-Phe

29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-R

Vzorec VIII (SEQ ID NO: 11)

kde:

Xaa v pozicii 7 je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluérmetylhistidin alebo a-metylhistidin;

Xaa v pozicii 8 je Gly, Ala alebo Val;

Xaa v pozicii 16 je Leu alebo Val;

Xaa v pozicii 18 je Lys alebo Ser;

Xaa v pozicii 19 je Gln alebo Tyr;

Xaa v pozicii 20 je Met alebo Leu;

Xaa v pozicii 22 je Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 23 je Glu alebo Gln;

Xaa v pozicii 25 je Val alebo Ala;

Xaa v pozicii 26 je Arg alebo Lys;

Xaa v pozicii 27 je Leu alebo Glu;

Xaa v pozicii 30 je Glu alebo Ala;

Xaa v pozicii 33 je Val alebo Lys;

Xaa v pozicii 34 je Asn alebo Lys;

Xaa v pozicii 36 je Gly alebo Arg, a

R v pozicii 37 je Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser alebo je odstraneny.

Uginnost’ 18 roznych druhov, ktoré patria do tejto skupiny, je uvedena v tabul’ke 6.

Dalsie exendinové analégy, ktoré st pouZitel'né pre tento vynalez, st opisané v medzindrodnej patentovej
publikdcii PCT WO 99/25728 (Beeley a kol.), WO 99/25727 (Beeley a kol), WO 98/05351 (Young a kol.),
WO 99/40788 (Young a kol.), WO 99/07404 (Beeley a kol.) a WO 99/43708 (Knudsen a kol.).

Fizne proteiny GLP-1 podl'a vyndlezu m6zu zahfiat’ glykozylované miesta. Glykozyldcia je chemicka
modifikdcia, kde si sacharidové skupiny pridané k proteinu na urcitych miestach. Glykozylacia proteinov hra
ulohu pri zaisteni spravneho naboja, konformadcie a stabilite zrelého proteinu a mbZe zamerat protein na bun-
kovy povrch a sposobit’ pripadni sekréciu proteinu. Najdolezitejsie je, Ze glykozyldcia ovplyviluje vylicenia
in vivo pre mnohé proteiny. Sacharidy mézu byt O-viazané alebo N-viazané. VSeobecne O-viazané sacharidy
st naviazané ku kysliku hydroxylovej skupiny serinu a treoninu, a N-viazané sacharidy st naviazané k ami-
dovému dusiku asparaginu. Zmluvné miesto pre N-glykozyldciu je Asn X1 X2, kde X1 je akdkoI'vek amino-
kyselina s vynimkou Pro a X2 je Ser alebo Thr.

GLP-1 zliceniny obvykle nie si glykozylované in vivo, ale je zaujimavé, ze GLP-1 fiizne proteiny podl'a
vyndlezu, medzi ktoré patri GLP-1 zlicenina s prediienym C-zakonlenia flizovanym na Fc sekvenciu,
je glykozylovany na poslednom serine v predizeni C-zakontenia (SSGAPPPS*) a na treonine v pozicii 11
v N-koncovej oblasti Fc (AEPKSCDKTHT*CPPC...).

s

Heterologne Fc flizne proteiny

Opisané GLP-1 zli¢eniny mbzu byt nafiizované priamo alebo cez peptidovy linker k Fc Casti imunoglo-
bulinu.

Imunoglobuliny si molekuly obsahujice polypeptidové retazce, spojené disulfidovymi vdzbami, ktoré
obvykle majui dva l'ahké a dva tazké retazce. V kazdom retazci ma jedna doména (V) variabilni sekvenciu
aminokyselin v zdvislosti od Specifickosti molekuly protildtky. Iné domény (C) maji do zna¢nej miery kon-
Stantnu sekvenciu, ktord je pri molekuldch tohto typu beznd.

Ako sa tu pouZiva, Fc ¢ast’ imunoglobulinu ma vyznam, ktory je v§eobecne uvadzany v oblasti imunolé-
gie. PresnejSie povedané, tento termin znamend fragment protildtky, ktord sa zfskava odstrdnenim dvoch re-
giénov, ktoré viazu antigén (Fab fragmenty), z protilatky. Jednym zo spdsobov, ako odstrdnit’ Fab fragmenty,
je natrdvit’ imunoglobulin papainovou protedzou. Fc Cast’ je teda vytvorend z priblizne rovnako velkych
fragmentov z konS$tantnych oblasti oboch t'aZkych retazcov, ktoré si spojené nekovalentnymi interakciami
a disulfidickymi vidzbami. Fc ¢ast’ moZe obsahovat’ ohybové oblasti a predlZovat’ sa cez CH, a CH; domény
k C-zakonCeniu protildtky. Priklady ohybovych oblast{ pre I'ndské a mysie imunoglobuliny moZzno ndjst
v publikdcii Antibody Engineering, A Practical Guide, Borrebaeck, C. A. K, ed., W. H. Freeman and Co.,
1992, a informécie o nich st tu uvedené formou odkazu. Fc Cast’ méZe d’alej obsahovat’ jedno glykozylané
miesto alebo viacej glykozylanych miest. Na obrdzku 1 je ukdzand sekvencia aminokyselin reprezentativne-
ho Fc proteinu, ktory obsahuje ohybovi oblast’, CH, a CH; domény a jedno N-glykozylaéné miesto v pozicii
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82.

Existuje pat’ typov l'udskych imunoglobulinovych Fe regiénov s roznymi t¢inkami a farmakokinetickymi
vlastnostami: IgG, IgA, IgM, IgD a IgE. 1gG je najrozsirenejsi imunoglobulin v sére. IgG tieZ md zo vSet-
kych imunoglobulinov v sére najdlhsi pol€as Zivota (23 dnf). Na rozdiel od ostatnych imunoglobulinov je
IgG ucinne recirkulovany a ndsledne viazany na Fc receptor. Existuju $tyri podtriedy IgG: G1, G2, G3 a G4,
z ktorych kazdd md rdzne Ginky a funkcie. G1, G2 a G3 mdzu viazat’ Clq a fixovat doplnok, zatial’ ¢o G4
nemdZe. Napriek tomu, Ze G3 je schopny viazat’ Clq d¢innejsie ako G1-, G1 je dcinnejs{ pri sprostredkova-
vani komplementom riadenej lyzy bunky. G2 fixuje komplement vel'mi netcinne. Vizbové miesto Clq
v IgG je umiestnené na oblasti karboxylového zakoncenia CH, domény.

Vsetky IgG podtriedy st schopné naviazat sa na Fc receptory (CD16, CD32, CD64), pricom G1 a G3 st
dc€innejsie ako G2 a G4. Vizbova oblast’ Fc receptora 1gG je tvorend reziduami umiestnenymi jednak v ohy-
bovej oblasti a tieZ v oblasti karboxylového zakoncenia CH, domény.

IgA mdze existovat’ v monomérnej a dimérnej forme drZiacej pohromade J-retazcom. IgA je druhym naj-
roz§irenej$im Ig v sére, ale ma polCas zivota iba 6 dni. IgA ma tri efektorové funkcie. ViaZe sa k IgA Speci-
fickému receptoru na makrofigy a eozinofily, ktoré sa podiel'aji na fagocytézu a degranuldciu. IgA mdZe
tiez fixovat komplement cez inti nezndmu alternat{vnu cestu.

IgM je exprimovany ako pentamér alebo hexamér, drziaci pohromade J-retazcom. IgM mad polCas Zivota
5 dni. ViaZe sa slabo na Clq cez vidzbové miesto lokalizované v jeho CH3 doméne. IgD md polCas Zivotnosti
v sére 3 dni. Je nejasné, aké efektorové funkcie ndleZia tomuto Ig. IgE je monomérny Ig a mé polcas Zivot-
nosti 2,5 dia. IgE sa viaZe na dva Fc receptory spustajice degranuldciu a vysledkom je uvol'nenie prozépa-
lovych tcinnych latok.

V zdvislosti od pozadovaného efektu in vivo mozu heterolégne fiizne proteiny podla vyndlezu obsahovat
akykol'vek opisany izotyp alebo mdZu obsahovat’ zmenené Fc regiony, pri ktorych bol zmeneny komplement
a/alebo vizbové funkcie Fc receptora. Heterologne fiizne proteiny podla vyndlezu teda m&Zu obsahovat’ celd
Fc ¢ast’ imunoglobulinu, fragmenty Fc Casti imunoglobulinu alebo ich analégy fiizované na GLP-1 zlieni-
nu.

Fizne proteiny podl'a vyndlezu mézu pozostavat’ z proteinov s jednym retazcom alebo viacretazcové po-
lypeptidy. Dva alebo viac Fc fiznych proteinov mdZe byt vyrobenych tak, Ze interaguji pomocou disulfido-
vej vizby, ktord sa prirodzene tvorf medzi Fc oblastami. Tieto multiméry méZu byt homogénne s ohl'adom
na GLP-1 zliceninu alebo mdZu obsahovat’ iné GLP-1 zlticeniny fiizované na N-zakoncenie Fc Casti fiizneho
proteinu.

Bez ohl'adu na koneéni $truktiru fiizneho proteinu, Fc alebo Fc podobnej oblasti, musi shiZit' k predize-
niu polcasu Zivotnosti v plazme GLP-1 zli¢eniny fiizovanej na N-zakonCenie. Fizovand GLP-1 zli¢enina
mus{ d’alej udrziavat’ urcitd biologicku aktivitu. Zvi€senie polasu sa dd dokdzat’ pouZitim metddy opisanej
v priklade 7, v ktorom sa porovndva pol€as Zivotnosti fiizneho protefnu s pol¢asom Zivotnosti samotnej GLP-
-1 zliceniny. Biologickd aktivita sa da zistit’ pomocou in vitro a in vivo metéd, zndmych v odbore. Reprezen-
tatfvne biologické testy si opisané ako priklady 6, 8 a 9.

Vzhl'adom na to, Ze Fc oblast’ IgG vyrobend proteolyzou md rovnaky polCas Zivotnosti in vivo ako intakt-
nd IgG molekula a Fab fragmenty rychlo degraduju, predpokladd sa, Ze prislu$nd sekvencia predlZujica pol-
Cas Zivotnosti, sidli v CH, a/alebo CH; doménach. Dalej bolo ukdzané v literattre, Ze rychlosti katabolizmu
IgG variantov, ktoré neviazu Fc receptor s vysokou afinitou alebo Clq, si neodlfSiteI'né od rychlosti vylice-
nia hlavného §tandardného typu protildtky, ¢o indikuje, Ze katabolické miesto je odli$né od miest zahrnutych
v Fc receptore alebo C1q vizbe (Wawrzynczak a kol., (1992) Molecular Immunology 29: 221). Stidie zame-
rané na rozpozndvanie miest mutagenézy, pri ktorej sa pouziva murin IgG1 Fc regiénu, navrhli, aby miesto
IgG1 Fc regionu, ktoré kontroluje rychlost’ katabolyzy, bolo lokalizované na medzi¢lanku CH,-CH; domény.

Na zdklade tychto $tidif moézu byt’ Fc regiény s cielom optimalizovat’ pol€as Zivotnosti fizovanych pro-
tefnov modifikované na katabolickom mieste. Je vyhodné, aby Fc regién, pouZivany pre heterologne fiizne
proteiny podl'a vyndlezu, bol odvodeny od IgG1 alebo IgG4 Fc regiénu. Je vyhodnejSie, aby Fc region bol
IgG4 alebo odvodeny od IgG4. Vyhodne obsahuje IgG Fc regién CH, i CH; regiony vritane ohybového re-
giénu.

Heteroldgne fizne proteiny s albuminom

GLP-1 zli¢eniny opisané vysSie mozu byt flizované priamo alebo cez peptidovy linker na albumin alebo
na analdg, fragment alebo ich derivit.

Vseobecne mozu byt albuminové proteiny upravujlce Cast’ flizovanych proteinov podla vyndlezu odvo-
dené od albuminu klonovaného z l'ubovol'ného druhu. Ale na zniZenie nebezpecenstva, Ze sa flizovany prote-
in stane imunogénny u l'udi, je vyhodnejSie pouzivat’ I'udsky albumin a fragmenty a jeho anal6gy. Albumin
I'udského séra (HSA) pozostdva z jedného neglykozylovaného polypeptidového retazca s 585 aminokyseli-
nami so vzorcom s molekuldrnou hmotnostou 66 500. Sekvencia aminokyselin 'udskej HSA je zndzornena
na obrdazku 2. (Pozri Meloun a kol. (1975) FEBS Letters 58: 136, Behrens a kol. (1975) Fed. Proc. 34: 591,
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Lawn a kol. (1981) Nucleic Acids Research 9: 6102 — 6114, Minghetti a kol. (1986) J. Biol. Chem. 261:
6747). Boli opisané rozne polymorfné varianty a tieZ analdgy a fragmenty albuminu. (Pozri Weitkamp a kol.,
(1973), Ann. Hum. Genet. 37: 219). Napriklad v EP 322 094 vyndlezcovia objavili rozne kratSie formy HSA.
Niektoré z tychto fragmentov zahriiujd HSA(1-373), HSA(1-388), HSA(1-389), HSA(1-369) a HSA(1-419),
a fragmenty medzi 1-369 a 1-419. EP 399 666 prindsa objav fragmentov albuminu, ktoré zahrfiujd HSA(1-
-177) a HSA(1-200) a fragmenty medzi HSA(1-177) a HSA(1-200).

Je treba vnimat’, Ze heterolégne flizne proteiny podla vyndlezu zahffiaji GLP-1 zliCeniny, ktoré su
s akymkol'vek albuminovym proteinom vrdtane fragmentov, analégov a derivatov, v ktorych je tento fizova-
ny protein biologicky aktivny a md dlhs{ plazmovy pol€as Zivotnosti nez samotnd GLP-1 zli¢enina. Takze
nie je nutné, aby albuminovd Cast’ fizneho proteinu mala pol€as Zivotnosti v plazme rovnaky ako nativny
I'udsky albumin. Fragmenty, anal6gy a derivity si zndme alebo mbZu byt generované, aby mali dlhsf polcas
Zivotnosti alebo mali dizku poléasu Zivotnosti medzi pol¢asom Zivotnosti nativneho Iudského albuminu
a diskutovanej GLP-1 zli¢eniny.

Heterolégne fiizne proteiny podl'a vyndlezu zahffiaji proteiny, ktoré maji konzervativnu aminokyselino-
vi substitticiu v GLP-2 zlicenine a/alebo Fc alebo albuminovej Casti flizneho proteinu. Konzervativna substi-
ticia je nahradenie aminokyseliny inou aminokyselinou, ktord mé rovnaky ¢isty elektricky ndboj a priblizne
rovnaki velkost’ a tvar. Aminokyseliny s alifatickymi alebo substituovanymi alifatickymi aminokyselinovy-
mi vedl'aj§imi retazcami maji priblizne rovnaku velkost, ked’ celkovy pocet uhlikov heteroatémov v ich
vedl'ajSom retazci sa neliSi o viac ako asi 4. Maju priblizne rovnaky tvar, pokial sa pocet vetiev vedl'ajSieho
retazca neliSi o viac ako jednu. Aminokyseliny s fenylovymi alebo substituovanymi fenylovymi skupinami
sa povazuju za priblizne rovnako velké a rovnakého tvaru. Okrem $pecificky tu vytvorenych, sa konzerva-
tivne substiticie uskutoCtiuji s prirodzene sa vyskytujicimi aminokyselinami.

Vyraz aminokyselina, ktory sa tu pouZziva, sa mysli v naj$irSom zmysle a zahrfiuje prirodzene sa vyskytu-
jice aminokyseliny rovnako ako neprirodzene sa vyskytujice aminokyseliny vrdtane analégov a derivatov
aminokyselin. Naposledy uvedené zahriiuji molekuly s aminokyselinovymi skupinami. Odbornik v odbore
rozpoznd vo svetle tejto najsirSej definicie, Ze uvedeny odkaz na aminokyselinu zahrfiuje napriklad prirodze-
ne sa vyskytujice proteogénne L-aminokyseliny, D-aminokyseliny, chemicky modifikované aminokyseliny,
ako su analégy a derivity aminokyselin, prirodzene sa vyskytujlice neproteogénne aminokyseliny, ako je nor-
leucin, B-alanin, ornitin, GABA atd’., a chemicky pripravené zliceniny s vlastnostami, o ktorych je v odbore
zndme, Ze su charakteristické pre aminokyseliny. PouZity vyraz proteogénne znamend, Ze aminokyselina mo-
Ze byt’ zabudovand v peptide, polypeptide alebo proteine v bunke metabolickou cestou.

Zabudovanie neprirodnych aminokyselin vrdtane syntetickych nenativnych aminokyselin, substituova-
nych aminokyselin alebo jednej D-aminokyseliny alebo viacerych D-aminokyselin do heterolégnych flizova-
nych proteinov podla vyndlezu moze byt vo viacerych smeroch vyhodné. Peptidy obsahujice D-aminoky-
seliny atd’. vykazuji zvySenu stabilitu in vitro alebo in vivo v porovnan{ s ich ndprotivkami obsahujticimi L-
-aminokyseliny. TakZe konStrukcia peptidov atd’. zahfilajica D-aminokyseliny moze byt zvlast’ uZitoc¢nd, ak
sa poZaduje vécSia intraceluldma stabilita. Konkrétnejsie, D-peptidy a pod. su rezistentné proti endogénnym
peptiddzam a protedzam, &im uskuto&tiujii zlepSent biologicki dostupnost’ molekuly a prediZend Zivotnost’
in vivo, pokial’ st takéto vlastnosti potrebné. NavySe D-peptidy a pod. nemdzu byt d€inne spracované pre
hlavny histokompatibilny komplex triedy II — obmedzenie prezenticie pomocnym T-bunkdm a su teda menej
schopné vyvolat” humordlnu imunitnd odpoved’ v celom organizme.

Okrem S$trukturdlnej/funkénej analyzy réznych peptidov zahrnutych v tomto vyndleze existuje rad fakto-
rov, ktoré mdZu byt uvaZované pri vybere aminokyselin pre substiticiu. Jeden z faktorov, ktory méze byt
zohl'adneny pri uskutoctiovani tychto zmien, je hydropaticky index aminokyselin. Vyznam hydropatického
indexu aminokyselin pri interaktivnej biologickej funkcii protefnu bol diskutovany v publikdcii Kyte a Do-
olittle (1982, J. Mol. Biol., 157: 105 — 132). Je akceptované, Ze relativny hydropaticky charakter aminokyse-
lin prispieva k sekundarnej $truktire vysledného proteinu. To ma d’alej vplyv na interakciu proteinu s mole-
kulami, ako si enzymy, substraty, receptory, ligandy, DNA, protildtky, antigény atd’. Kazdd aminokyselina
mé priradeny hydropaticky index, zaloZeny na jej hydrofébnosti a charakteristike ndbojov: izoleucin (+4,5),
valin (+4,2), leucin (+3,8), fenylalanin (+2,8), cystein/cystin (+2,5), metionin (+1,9), alanin (+1,8), glycin
(-0,4), treonin (-0,7), serin (-0,8), tryptofadn (-0,9), tyrozin (-1,3), prolin (-1,6), histidin (-3,2), glutamat/glu-
tamin/aspartdt/asparagin (-3,5), lyzin (-3,9) a arginin (-4,5).

Ako je v odbore znadme, urcité aminokyseliny v peptide, polypeptide alebo proteine sa daji nahradit’ iny-
mi aminokyselinami, ktoré maju podobny hydropaticky index alebo ohodnotenie za vzniku vysledného pep-
tidu a pod. s podobnou alebo zlepsenou biologickou d€innostou. Na uskuto¢iiovanie tychto zmien je vyhod-
né, aby boli vzdjomne zamiefiané aminokyseliny, ktoré majui hydropatické indexy v rameci hodn6t +2. Vy-
hodnejsie substitiicie su tie, v ktorych maji aminokyseliny hydropatické indexy v rozmedz{ +1. Najvyhod-
nejSie substitucie su tie, v ktorych aminokyseliny majui hydropatické indexy v rozmedz{ £0,5.

Podobne mézu byt aminokyseliny substituované na zdklade hydrofilnosti. U. S. patent &. 4 554 101 vy-
svetl'uje, Ze najvicsia lokdlna priemernd hydrofilnost’ proteinu uréend na zdklade hydrofilnosti v fiom suse-
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diacich aminokyselin koreluje s biologickou vlastnostou proteinu. Aminokyselindm st priradené hodnoty
hydrofilnosti nasledujticim spdsobom: arginin/lyzin (+3,0), aspartdt/glutamdt (+3,0+1), serin (+0,3), aspara-
gin/glutamin (+0,2), glycin (0), treonin (-0,4), prolin (-0,5£1), alanin/histidin (-0,5), cystein (-1,0), metionin
(-1,3), valin (-1,5), leucin/izoleucin (-1,8), tyrozin (-2,3), fenylalanin (-2,5) a tryptofdn (-3,4). Jedna amino-
kyselina v peptide, polypeptide alebo proteine teda mbZe byt substituovand inou aminokyselinou, ktord ma
podobny index hydrofilnosti a stdle produkuje vysledny peptid a pod., ktory md podobnt biologicki tGcin-
nost), t. j. stdle si zachovdva spravnu biologicku funkciu. Pri uskuto¢fiovani takychto zmien sa méZzu navza-
jom substituovat’ aminokyseliny, ktoré maji hydropatické indexy v rozmedzi hodnot +2, vyhodnejsie su tie,
ktoré maji hodnoty v rozmedzi +1, a najvyhodnejSie su tie, ktoré maji hodnoty v rozmedz{ +0,5.

Ako bolo podéiarknuté, substitticia aminokyselin vo fizovanych protefnoch podla vyndlezu moze byt za-
loZend na relativnej podobnosti substituentov vo vedl'ajSich retazcoch aminokyselin, napriklad ich hydroféb-
nosti, hydrofilnosti, naboji, velkosti, atd’. Dalej méZu byt substiticie zalo¥ené na sekundarnej Struktirnej
podobnosti. Napriklad helikdlna aminokyselina mdze byt nahradend aminokyselinou, ktord zachovava heli-
kélnu $truktiru. Exemplarne substitticie, ktoré zohl'adiiuji r6zne zmienené kritéria s ciel'om uskutoCnit’ kon-
zervativne zmeny aminokyseliny vedtce ku skrytym zmendm v aktudlnych peptidoch atd’. mézu mat’ vhodné
substituenty vybrané z inych Clenov triedy, ku ktorej prirodzene sa vyskytujica aminokyselina prindleZi.

Aminokyseliny m6Zu byt rozdelené do nasledujtcich Styroch skupin: (1) kyslé aminokyseliny, (2) bazic-
ké aminokyseliny, (3) neutrdlne poldrne aminokyseliny a (4) neutrdlne nepoldrne aminokyseliny.

Vseobecné spdsoby vyroby heterolégnych flizovanych proteinov podl'a vynélezu

Aj ked’ heterolégne fiizne proteiny podla vyndlezu mézu byt vyrobené réznymi spésobmi, vyhodné si
spdsoby, ktoré vyuZzivajui rekombinantné techniky. Na tcely tohto vyndlezu, ako je tu vysvetlené a chranené,
d’alej su definované vSeobecné terminy a skratky pre molekuldrnu biolégiu. Terminy a skratky pouzité v tom-
to dokumente majui svoj normdlny vyznam, pokial nie je uvedené inak. Napriklad °C znamen4 stupne Celzia,
mmol znamend milimol alebo milimoly, mg znamend miligramy, ug znamend mikrogramy,,,ml znamend mi-
lilitre a pul znamend mikrolitre. Skratky aminokyselin si uvedené 37C. F. R § 1.822 (b) (2) (1994).

Pérové bdzy alebo bp, ako sa tu pouZiva, znamend DNA alebo RNA. Skratky A, C, G a T zodpovedaju 5'-
-monofosfitovym formdm deoxyribonukleozidom deoxyadenozinu, deoxycytidinu, deoxyguanozinu a tymi-
dinu, ked’ sa objavi v DNA molekuldch. Skratky U, C, G a A zodpovedajui 5'-monofosfitovym formam ribo-
nukleozidov uridinu, cytidinu, guanozinu a adenozinu, ked’ sa objavi v RNA molekuldch. V dvojretazcovej
DNA su pérové bdzy spojené vidy A s T alebo C s G. V DNA/RNA, heteroduplexnej pdrovej bdze mdze
znamenat’ spojenie A s U alebo C s G. (Pozri definicia komplementdrny d’alej).

Digescia alebo restrikcia DNA znamend katalytické rozstiepenie DNA reStrikénym enzymom, ktory po-
sobf len v niektorych sekvencidch DNA (sekvencné $pecifické endonukledzy). Rozne tu pouzivané restrikéné
enzymy st obchodne dostupné a ich reakéné podmienky, kofaktory a iné poZiadavky boli pouZité, ako su
zndme odbornikovi v odbore. Vhodné pufry a mnoZstvo substratu pre konkrétne restrikéné enzymy su Speci-
fikované vyrobcom alebo sa mézu I'ahko ndjst’ v literature.

Ligdcia znamend spOsob vyroby fosfodiesterovych vizieb medzi dvoma dvojvldknovymi fragmentmi
nukleovych kyselin. Pokial' nie je inak ustanovené, ligdcia sa dd dosiahnut’ s pouzitim zndmych pufrov
a podmienok s pouZzitim DNA ligdz, ako je T4 DNA ligédza.

Plazmid znamend extrachromozomdlny (zvyCajne) samoreplikujtci sa geneticky prvok. Plazmidy st ob-
vykle oznaCované malym pismenom p, nasledovanym pismenami a/alebo Cislicami. Uvedené vychodiskové
plazmidy si dostupné obchodne, vieobecne a neobmedzene dostupné alebo modZu byt konstruované z do-
stupnych plazmidov v siilade s publikovanymi postupmi. NavySe ekvivalentné plazmidy, podobné tym, ktoré
st tu opisané, su v odbore zndme a st zndme beZne skusenému odbornikovi v odbore.

Klonovaci vektor rekombinantnej DNA, ako sa tu pouZiva, znamend akékol'vek autonémne sa replikujiice
¢inidlo, ktoré zahriiuje plazmidy a fagy, ale nie je na ne obmedzené. Toto Cinidlo zahriiuje DNA molekulu,
ku ktorej mdZe byt pridanych alebo bolo pridanych jeden segment alebo viac d’alsich segmentov DNA.

Expresny vektor rekombinantnej DNA, ako je tu pouZivany, znamend akykol'vek klonujici vektor re-
kombinantnej DNA, v ktorom bol zabudovany promdétor na riadenie transkripcie vloZenej DNA.

Transkripcia znamend spOsob, v ktorom sa informécia obsiahnutd v nukleotidovej sekvencii DNA prend-
S$a do komplementdrnej sekvencie RNA.

Transfekcia znamend vloZenie expresného vektora do hostitel'skej bunky, kde sui alebo nie st akékol'vek
kédovacie sekvencie v skutoCnosti exprimované. Odbornikom v odbore je zndmych mnoho spdsobov trans-
fekcie, napriklad spolo¢né zrazanie s fosforeCnanom védpenatym, lipozomovd transfekcia a elektroforéza.
Uspesn4 transfekcia je vieobecne rozpoznavani vtedy, ked’ sa v hostitel'skej bunke objavi akikol'vek indika-
cia, Ze sa v nej nachddza vektor.

Transformdcia znamend zavedenie DNA do organizmu tak, aby DNA bola replikovatelnd bud’ ako extra-
chromozomdlny element, alebo chromozomadlna integrcia. Spdsoby transformdcie bakteridlnych a eukaryo-
tickych hostitel'ov st dobre zndme v odbore, vel'a z tychto spdsobov ako ndstrek do jadra, splynutie protop-
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lastov alebo pdsobenie vdpnika s pouZitim chloridu vdpenatého je opisanych v J. Sambrook a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (1989). VSeobecne sa zavddza DNA do kultivaéného substrdtu termin trans-
formdcie sa pouZiva ako opak k terminu transfekcie.

Transldcia ako je tu pouZivand, znamend proces pri ktorom sa pouZiva genetickd informdcia messenger-
RNA (mRNA), aby sa spresnila a nasmerovala syntéza retazca polypeptidu.

Vektor znamend zli¢eninu nukleovej kyseliny, pouZiti na transfekciu a/alebo transformdaciu buniek pri
génovej manipuldcii, ktord nesie polynukleotidové sekvencie, zodpovedajtice prisluSnym molekuldm protei-
nu, ktoré, ak st kombinované s vhodnymi riadiacimi sekvenciami, prepoziciavajui Specifické vlastnosti hosti-
tel'skej bunke, ktord je transfektovand a/alebo transformovand. Vhodnymi vektormi si plazmidy, virusy
a bakteriofdgy. Umelé vektory su konStruované Stiepenim a opakovanym spdjanim DNA molekiil z r6znych
zdrojov, pri€om sa pouZivaju restrikéné enzymy a ligdzy. Termin vektor, ako je tu pouZivany, zahriiuje klo-
nujuice vektory rekombinantnej DNA a expresné vektory rekombinantnej DNA.

Komplementdrny alebo komplementarita, ako sa tu pouZziva, znamend parové bdzy (puriny a pyrimidiny),
ktoré sa spdjaji vodikovymi vizbami do dvojretazcovej nukleovej kyseliny. Komplementdrne st nasledujtice
pdrové bdzy: guanin a cytozin, adenin a tymin, a adenin a uracil.

Hybridizdcia, ako je tu pouZivand, znamend proces, pri ktorom sa retazec nukleovej kyseliny spdja
s komplementdrnym retazcom pomocou parovania baz. Podmienky pouZivané pri hybridizacii dvoch neiden-
tickych, ale ve'mi podobnych komplementdrnych nukleovych kyselin, sa meni v zdvislosti od stupiia kom-
plementarity tychto retazcov a ich diiky. Tieto techniky a podmienky na ich uskuto¢iiovanie st dobre zndme
odbornikom v odbore.

Izolovand sekvencia aminokyseliny znamend akikol'vek sekvenciu aminokyseliny, konstruovani alebo
syntetizovand, ktord je pozi¢ne odliSnd od prirodne sa vyskytujiicej sekvencie.

Izolovand zhi¢enina DNA znamend aktkol'vek sekvenciu DNA, kon$truovant alebo syntetizovand, ktord
je pozi€ne odli§nd od prirodzenej pozicie v DNA genému.

Izolovand zli¢enina nukleovej kyseliny znamend aktkol'vek sekvenciu RNA alebo DNA, bez ohl'adu
na spdsob konstrukcie alebo syntézy, ktord je pozicne odlisnd od svojej prirodzenej pozicie.

Primér znamend fragment nukleovej kyseliny, ktory funguje ako iniciany substrat na enzymatické alebo
syntetické predlzovanie.

Prométor znamend sekvenciu DNA, ktord usmeriiuje transkripciu z DNA na RNA.

Sonda znamend zli¢eninu nukleovej kyseliny alebo jej fragment, ktord sa hybridizuje s inou zli¢eninou
nukleovej kyseliny.

Presnost’ hybridizaénych reakcif je 'ahko stanovitel'nd odbornikom v odbore a vS§eobecne sa zistuje empi-
rickym vypoctom, zdvislym od diiky sondy, teploty premyvania a koncentricie soli. VSeobecne vyZaduji
dlhSie sondy vySSie teploty na spravnu teplotni hybridizaciu a kratSie sondy potrebuju niZ8iu teplotu. Hybri-
dizdcia vSeobecne zdvisi od schopnosti denaturovanej DNA znovu hybridizovat,, ked st v médiu pritomné
komplementarne retazce pod svojou polovi¢nou teplotou denaturicie. Cim vyssi je stupeil pozadovanej ho-
moldgie medzi sondou a hybridizovatel'nou sekvenciou, tym vysSia teplota sa dd pouZzit. Ako vysledok je
treba uviest, Ze vysSie relativne teploty majui tendenciu robit’ reakciu presnejSou, zatial’ Co niZie teploty me-
nej. Na uvedenie d’al$ich podrobnosti a vysvetleni presnosti hybridizdcie pozri Ausubel a kol., Current Proto-
cols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, 1995.

Presné podmienky alebo vyssia presnost’ podmienok, ako st tu opifsané, mdzu byt stanovené tym, Ze (1)
vyuZivajui mald i6novi silu a vysoku teplotu na premyvanie, napriklad 15 mmol chlorid sodny/1,5 mmol cit-
rat sodny/0,1 % dodecylsulfit sodny pri 50 °C; (2) vyuzivaji v priebehu hybridizacie denaturacné Cinidlo,
ako je formamid, napriklad 50 % (obj/obj) formamid s 0,1 % albumin hovidzieho séra/0,1 % fikol/0,1 % po-
lyvinylpyrolidén/50 mmol pufor s pyrofosfore¢nanom sodnym pri pH 6,5 s 750 mmol chlorid sodny/75 mmol
citrdt sodny pri 42 °C, alebo (3) vyuZiva 50 % formamid, 5X SSC (750 mmol chlorid sodny, 75 mmol citrat
sodny), 50 mmol fosforeCnan sodny (pH 6,8), 0,1 % difosfore€nan sodny, 5X Denhardtov roztok, DNA
zo spermif lososa upraveného ultrazvukom (50 pg/ml), 0,1 % SDS a 10 % dextrdnsulfat pri 42 °C s premytim
pri 42 °C v 0,2X SSC (30 mmol chlorid sodny/3 mmol citrdt sodny) a 50 % formamidom pri 55 °C, nasledo-
vanym intenzivnym premytim s pomocou 0,1 X SSC obsahujiceho EDTA pri 55 °C.

Stredné presné podmienky s opisané v Sambrook a kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, New
York: Cold Spring Harbor Press, (1989)), a zahriiuji pouZitie premyvacich roztokov a hybridizaénych pod-
mienok (t. j. teploty, i6novej sily a % SDS) menej prisnych, ako bolo opfsané skor. Prikladom tychto pod-
mienok je inkubdcia cez noc pri 37 °C v roztoku, ktory obsahuje: 20 % formamidu, 5X SSC (750 mmol chlo-
rid sodny, 75 mmol citrdt sodny), 50 mmol fosfore€nan sodny pri pH 7,6, 5X Denhardtov roztok, 10 % dex-
trdnsulfit a 20 mg/ml denaturovanych rozruSenych DNA losich spermii, po ktorom nasleduje premytie v 1X
SSC pri priblizne 37 — 50 °C. Odbornik v odbore 'ahko rozpoznd, ako nastavit’ teplotu, iénovi silu atd’. po-
kial’ je nutné prispdsobit’ rozne faktory, ako je dizka sondy a podobne.

PCR znamend zndmu polymerdzovi reakciu retazca, ktord vyuZiva teplotne stabilni polymerdzu DNA.

Vedtca sekvencia znamend sekvenciu aminokyseliny, ktord moze byt enzymaticky alebo chemicky od-
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strdnend, aby sa dal vyrobit’ poZadovany polypeptid, o ktory ndm ide.

Vylucovacia signdlna sekvencia znamend aminokyselinovi sekvenciu, vSeobecne pritomnt na N-kon-
covej oblasti vdcSieho polypeptidu, ktord funguje ako inicidtor spojeni tohto polypeptidu membranovymi
komparmentami bunky, ako je endoplazmatické retikulum a sekrécia tohto polypeptidu cez plazmovi mem-
brénu.

Konstrukcia DNA kddujica heterolégne fiizne proteiny podla vyndlezu

Standardné albuminové a imolunoglobulinové proteiny moZno ziskat' z mnohych zdrojov. Tieto proteiny
mozZno napriklad ziskat' z cDNA kniZnice, pripravenej z tkaniv a buniek, ktoré obsahuji mRNA, o ktortd ndm
ide, v detekovatelnom mnoZstve. KniZnice mozno prehl'addvat’ pomocou sond, vyrobenych s pouZitim zn4-
mych DNA alebo protefnovych sekvencii na ndjdenie sekvencie pre konkrétny protein, ktory nds zaujima.
Napriklad konstantné regiény I'ahkych a tazkych retazcov imunoglobulinu si opisané v Adams a kol. (1980)
Biochemistry 19: 2711 — 2719, Goughet a kol. (1980) Biochemistry 19: 2702 — 2710, Dolby a kol. (1980)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6027 — 6031, Rice a kol. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 7862 — 7862,
Falkner a kol. (1982) Nature 298: 286 — 288 a Morrison a kol. (1984) Ann. Rev. Immunol. 2: 239 — 256.
Niektoré odkazy opisujlice albuminové proteiny a DNA sekvencie su obsiahnuté v Meloun a kol. (1975)
FEBS Letters 58: 136, Behrens a kol. (1975) Fed. Proc. 34: 591, Lawn a kol. (1981) Nucleic Acids Research
9: 6102 — 6114 a Minghetti a kol. (1986) J. Biol. Chem. 261: 6747.

Skrining cDNA alebo genémovej kniZnice s vybranou sondou mdze byt uskuto¢iiovany s pouZitim $tan-
dardnych postupov, ktoré st opisané v Sambrook a kol., Molekular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY (1989). Alternativnym prostriedkom na izoldciu génov kodujucich al-
buminovy alebo imunoglobulinovy protein je spdsob PCR (Sambrook et. al., supra, Dieffenbach a kol., PCR
Primer: A, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1995)). PCR priméry moZno kon-
Struovat’ na zdklade publikovanych sekvencif.

Vseobecne mozu Standardné sekvencie s plnou dizkou klonované z konkrétnych druhov slizit’ ako matri-
ce na vytvorenie analégov, fragmentov a derivatov, ktoré si udrzuji schopnost’ prendsat’ dlhsi polcas Zivot-
nosti na GLP-1 zliceniny, ktoré st Casti flizovanych proteinov. Je vyhodné, aby Fc a albuminové Casti hete-
rolégnych flizovanych proteinov podla vyndlezu boli odvodené od nativnej I'udskej sekvencie s cielom zni-
Zit' riziko potencidlnej imunogenicity fiizovanych protefnov u l'udi.

Najmi je vyhodné, aby imunoglobulinovd Cast’ fiizneho proteinu podl'a vyndlezu obsahovala iba Fc frag-
ment imunoglobulinu. V zdvislosti od toho, €i je Ziadand konkrétna efektorovd funkcia a od $truktirnych
vlastnost{ flizneho proteinu, mbéZe Fc fragment obsahovat’ ohybovi oblast’ spolu s CH2 a CH3 doménami
alebo niektoré ich d’al§ie kombindacie. Tieto Fc fragmenty mdzu byt konstruované s pouZitim PCR technik s
primérmi uréenymi na hybridizdciu sekvencii, zodpovedajicich pozadovanému koncu fragmentu. Pokial st
podobne pozadované fragmenty albuminu, mozu byt navrhnuté PCR priméry komplementdrne s internymi
albuminovym sekvenciami. MdZu byt rovnako vytvorené PCR priméry, ktoré tvoria miesta pre restrikné
enzymy, aby sa ul'ah¢ilo klonovanie do expresného vektora.

DNA kédujica GLP-1 zliceniny podla vyndlezu modZe byt vyrobend réznymi spdsobmi, vritane sposo-
bov klonovania, ktoré boli opisané vysSie, rovnako ako chemickou syntézou DNA. Chemickd syntéza mozZe
byt atraktivna, ak dizka kédovaného peptidu je mald. Pre GLP-1 bola publikovand aminokyselinové sekven-
cia, rovnako ako sekvencia preproglukagénového génu. (Lopez a kol. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80:
5485 — 5489, Bell a kol. (1983) Nature, 302: 716 — 718, Heinrich, G. a kol. (1984) Endocrinol, 115: 2176 az
2181, Ghiglione, M. a kol. (1984), Diabetolégia 27: 599 — 600). Priméry teda méZu byt’ vytvorené pre PCR
natfvne GLP-1 zlti¢eniny a ich fragmenty.

Gén kédujuci fizovany protein mbZe byt konstruovany ligdciou DNA kédujicej GLP-1 zli€eninu s DNA
kédujicou albumin alebo Fe protein. Gén kédujici GLP-1 zliceninu a gén kédujtici albumin alebo Fe protein
mdzZu byt rovnako pripojené cez DNA kédujicu linkerovy peptid.

Funkcia a stabilita in vivo heterolégnych fiizovanych proteinov podla vyndlezu moze byt zlepSend prida-
nim malych peptidovych linkerov na prevenciu potencidlnych neZiaducich interakcii domén. Aj ked’ tieto
linkery mé7u mat’ potencidlne akiikol'vek dizku a obsahovat® akiikol'vek kombindciu aminokyselin, je vyhod-
né, ked’ ich dizka nie je vicsia, neZ akd je nevyhnutnd na prevenciu neZiaducich interakcii domén a/alebo op-
timalizdciu biologickej aktivity a/alebo stability. VSeobecne by linkery nemali obsahovat” aminokyseliny
s extrémne vel'kymi vedl'aj$imi retazcami alebo aminokyseliny, spdsobilé zaviest signifikantni sekundarnu
Struktiru. Je vyhodné, aby linker bol bohaty serin-glycin a mal dizku krat§iu ako 30 aminokyselin. Je vyhod-
nejiie, ked linker m4 dizku kratiu ako 20 aminokyselin. Je dokonca eite vyhodnejiie, ked’ m linker dizku
krat§iu ako 15. Vyhodny linker obsahuje opakovanie sekvencie Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. Je vyhodné, ked’ ma
medzi 2 aZ 6 opakovaniami tejto sekvencie. Je dokonca eSte vyhodnejsie, ked’ md medzi 3 aZ 4 opakovaniami
sekvencie.

DNA kédujica Standardny typ GLP-1, albuminu a Fe polypeptidu a ich fragmenty, méZe byt mutovand
bud’ pred ligaciou, alebo v kontexte cDNA, kédujica cely flizovany protein. V odbore je zndmych mnoho
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mutagénnych technik. Napriklad mutagénna metéda PCR vyuziva prediienie prekryvaného retazca, aby
sa vytvorili Specifické muticie bazy s ciel'om zmenit’ $pecifické aminokyselinové sekvencie v zodpovedaju-
com proteine. Tdto PCR mutagenéza vyZaduje pouZitie §tyroch primérov, dvoch v prednej orienticii (priméry
A a C) a dvoch v zadnej orientdcii (priméry B a D). Mutovany gén sa zosilfiuje zo vzorky $tandardného typu
v dvoch réznych krokoch. Prva reakcia zosilfiuje gén pre kaZzdd polovicu zvlast, Ze sa uskuto€iiuje reakcia A
s B a zvla§tna reakcia C s D, kde B a C priméry st zamerané na oblast’ génu, ktory md byt mutovany. Ked’ sa
tieto priméry porovnaju s ciel'ovou oblast'ou, obsahuji nespravne zdruZené bazy, ktoré sa maji zmenit. Len
Co st reakcie A s B a C s D dokoncené, su reakéné produkty izolované a zmieSané na pouzitie ako vzorka pre
reakciu A s D. Vytazkom tejto reakcie je potom plne mutovany produkt.

Len ¢o bol vyrobeny gén kddujtici cely flizovany protein, mbZe byt klonovany do vhodného expresného
vektora. Specifické stratégie, ktoré mdézu byt’ pouZité na vytvorenie GLP-1 fizovanych proteinov podla vy-
ndlezu su opisané v priklade 1.

Vseobecné spdsoby rekombinantnej expresie heterolognych fiizovanych proteinov podla vyndlezu

Hostitel'ské bunky sa transfektujui alebo transformuji opisanymi expresnymi alebo klonujticimi vektormi
na vyrobu heterol6gneho fizneho protefnu a kultivované v beZznom Zivnom roztoku upravenom na indukciu
prométorov, vyber transformantov alebo zosilnenie génov kédujicich poZadované sekvencie. Kultivaéné
podmienky, ako je prostredie, teplota, pH a podobne, mdZu byt zvolené i stredne skisenym odbornikom
v odbore bez nadmerného poctu experimentov. VSeobecne mozno principy, postupy a praktické techniky pre
maximalizovanie vytazkov bunkovych kultir ndjst’ v publikdcii Mammalian Cell Biotechnology: A Practical
Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) a Sambrook a kol., supra. Sposoby transfekcie si zndme odbor-
nikom v odbore, napriklad CaPOy, a elektroporicia. VSeobecné aspekty systému transformdcie hostitel'skych
buniek cicavcov boli opisané v U. S. Patente €. 4 399 216. Transformdacia do produktu je obvykle uskuto¢iio-
vand podl'a metédy Solingen a kol., J. Bact. 130 (2): 946 — 7 (1977) a Hsiao a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 76 (8): 3892 — 33 (1979). Rovnako mé7u byt pouzité dal§ie spdsoby na zavddzanie DNA do bunky,
ako je jadrovd mikroinjekcia, elektropordcia, fiizia bakteridlneho protoplastu s intaktnou bunkou alebo poly-
katiéonmi, napriklad polybrén alebo polyomitin. Pre r6zne techniky transformdcie buniek cicavcov pozri Ke-
own a kol., Methods v Enzymology 185: 527 — 37 (1990) a Mansour a kol., Nature 336 (6197): 348 az 52
(1988).

Vhodné hostitel'ské bunky na klonovanie a expresiu nukleovych kyselin (napr. DNA) vo vektoroch tu za-
hriiujd prokaryoty, kvasinky alebo vyS§ie eukaryotické bunky. Medzi vhodné prokaryoty patria (bez toho,
aby bol vypocet tychto prokaryotov na tieto bunky obmedzeny) eubaktérie, ako si gramnegativne alebo
grampozitivne organizmy, napriklad Enterobacteriacea ako je E. coli. Rozne kmene E. coli si beZne dostup-
né, ako napriklad E. coli K12 kmefi MM294 (ATCC 3 1.446), E. coli X1 776 (ATCC 3 1.537), E. coli kmeti
W3 110 (ATCC 27.325) a K5 772 (ATCC 53.635). Medzi iné vyhodné prokaryotické hostiteI'ské bunky patr{
Enterobacteriaceae, ako je Escherichia, napr. E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmone-
lia, napr. Salmoneila typhimurium, Serratia, napr. Serratia marcescens a Shigeila, rovnako ako Bacilli, ako
je B. subtilis a B. licheniformis (napr. B. licheniformis 4 1 P opisany v DD266,7 10, publikovany 12. aprila
1989), Pseudomonas, ako je P. aeruginosa a Streptomyces. Tieto priklady sa skor daji povaZzovat za ilustra-
tivne ako za obmedzujice. Obzvlast vyhodny ako hostitel’ alebo zdkladny hostitel’ je kmeitt W3110, pretoze
ide o najbeznejsi hostitel'sky kmeti na fermentaciu produktov rekombinantnej DNA. HostitelI'skd bunka vy-
hodne vylu€uje minimédlne mnoZstvo proteolytickych enzymov. Napriklad preto, aby sa dosiahla genetickd
mutdcia v génoch kddujicich proteiny, endogénne proti hostitel'ovi, moéze byt modifikovany kmenit W3 110,
priCom priklady tychto hostitel'ov zahrfiuji E. coli W3110 kmeni 1A2, ktory md kompletny genotyp ronA,
E. coli W3110 kmeti 9E4, ktory md kompletny genotyp ton4 ptr3, E. coli W3 110 kmeni 27C7 (ATCC
55,244), ktory m4 kompletny genotyp tonA, ptr3 phoA EIS (argF-lac) 169 degP ompT/can’, E. coli W3110
kmeii 40B4, ¢o je kmeti 37D6 s delenou mutdciou degP nerezistentnou proti kanamycinu, a E. coli kmeii,
ktory ma mutovant periplazmicki protedzu, opisant v U. S. patente €. 4 946 783, vydanom 7. augusta 1990.
Alternativne st vhodné sposoby klonovania in vivo, napr. PCR alebo iné reakcie polymerdz nukleovych ky-
selin.

Vhodnymi klonujicimi alebo expresnymi hostitel'mi pre vektory fiizovanych protefnov si okrem proka-
ryotov eukaryotické mikréby, ako su vldknité huby alebo kvasinky. NajbeZnejSie pouZivanym niz§im euka-
ryotickym hostitel'skym mikroorganizmom je Saccharomyces cerevisiae. Medzi iné patri Schizosaccharomy-
ces pombe (Beach and Nurse, Nature 290: 140 — 3 (1981), EP 139 383 publikovany 2. médja 1995), Muyve-
romyces (US Patent ¢. 4 943 529, Fleer a kol., Bio/Technology 9 (10): 968 — 75 (1991)), ako je napriklad
K. lactis MW98-8C, CBS683, CBS4574) (de Louvencourt a kol., J. 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. drosopilarum (ATCC 36.906) (Van den Berg a kol., Bio/Technology 8 (2): 135 — 9 (1990)),
K. thermotoierans a K. marxianus, yarrowia (EP 402 226), Pichia pastoris (EP 183 (070) (Sreekrishna a kol.,
J. Basic Microbiol. 28 (4): 265 — 78 (1988)), Candida, Trichoderma reesia (EP 244 234), Neurospora crassa
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(Case a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (10): 5259 — 63 (1979)), Schwanniomyces ako je Schwanniomy-
ces occidentulis (EP 394 538 publikované 31. oktébra 1990) a vldknité huby, ako su napr. Neurospora, Peni-
cillum, Tolypocladium (WO 91,00357 publikované 10. janudra 1991) a Aspergillus hostitel’, ako je A. nidu-
lans (Ballance a kol., Biochem. Biophys. Res. Comm. 112 (1): 284 — 9 (1983)), Tilburn a kol., Gen 26 (2 aZ
3): 205 — 21 (1983), Melton a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (5): 1470 — 4 (1984)) a A. niger (Kelly and
Hynes, EMBO J. 4 (2): 475 — 9 (1985)). Metylotrofné kvasinky su zvolené z rodov, medzi ktoré patri Hanse-
nula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis a Rhodotoruia. Zoznam S$pecifickych druhov,
ktory je prikladom tejto triedy kvasiniek, mozno ndjst’ v publikacii C. Antony, The Biochemistry of Methy-
lotrophs 269 (1982).

Vhodné hostiteI'ské bunky na expresiu fizovanych proteinov podla vyndlezu si odvodené od viacbunko-
vych organizmov. Priklady buniek bezstavovcov sui bunky hmyzu, ako je Drosophila S2 a Spodoptera Sp,
Spodoptera high5, rovnako ako rastlinné bunky. Priklady vhodnych cicavéich hostitel'skych bunkovych lini{
st vaje¢niky Cinskeho Skrecka (CHO) a COS bunky. Konkrétnej$imi prikladmi si linie CV1 z opiéich obli-
Ciek, transformovand SV 40 (COS-7, ATCC CRL 1651), linia z obli¢iek I'udskych embryi (293 alebo 293
bunky subklonované pre rast v suspenznej kultire, Graham a kol., J. Gen Virol., 36 (1): 59 — 74 (1977)),
bunky vaje¢nikov ¢inskeho $krecka/-DHFR (CHO, Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77 (7):
4216 — 20 (1980)), bunky mys{ (sertoli) (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23 (1): 243 — 52 1980)), l'udské plticne
bunky (W138. ATCC CCL 75), l'udské peceniové bunky (Hep G2, HB 8065) a tumor mySej prsnej Zlazy
(MMT 060562, ATCC CCL 51). Domnievame sa, Ze vyber vhodnej hostitel'skej bunky je pre odbornika
v odbore T'ahky.

Fizny protein podla vynidlezu méZe byt rekombinantne vyrobeny priamo alebo ako protein, ktory ma
signalnu sekvenciu alebo iné d’alSie sekvencie, ktoré tvoria $pecifické Stiepne miesto na N-zakoncen{ zrelého
fiizneho proteinu. VSeobecne mozZe byt signdlna sekvencia zlozkou vektora alebo moZe byt Castou DNA koé-
dujicou flizovany protein, ktord je zavedend do vektora. Signdlna sekvencia moZe byt prokaryotickd signdl-
na sekvencia vybrand napriklad zo skupiny, do ktorej patri alkalické fosfatdza, penicilindza, Ipp alebo tepelne
stabilné enterotoxinové II zavddzace. Na vyluCovanie kvasiniek moZe byt signdlnou sekvenciou napr. zavéa-
dzal kvasinkovej invertazy, zavddzac a faktora (vratane zavadzaCov Saccharomyces a Kluyveromyces a-fak-
toru, pricom druhy zavadzac je opisany v U. S. Patente €. 5 010 182) alebo zavadzac kyslej fosfatazy, zava-
dza€ glukoamyldzy C. albicans (EP 362 179) alebo signdl, opisany v publikdcii WO 90/13 646. Pri expresii
cicavéich buniek mézu byt pouzité na kontrolu vylucovania protefnu cicavlie signdlne sekvencie, ako si
signdlne sekvencie z vyluCovanych polypeptidov rovnakych alebo pribuznych druhov, rovnako ako vylu€o-
vacie zavadzace virusov.

Expresné i klonovacie vektory obsahuji sekvenciu nukleovej kyseliny, ktord umoZfiuje, aby sa vektor
replikoval v jednej vybranej hostitel'skej bunke alebo viacerych vybranych hostitel'skych bunkach. Takéto
vhodny pociatok replikdcie z plazmidu pBR322, pociatok z plazmidu 2u je vhodny pre kvasinky a pre klonu-
juce vektory v cicavéich bunkdch si vhodné pociatky z réznych virusov (SV40, polyoma, adenovirus, VSV
alebo BPV).

Expresné a klonovacie vektory obvykle obsahuji selekény gén, rovnako oznaovany ako volitelny mar-
ker. Obvyklé selekéné gény kéduji proteiny, ktoré (a) ddvajui rezistenciu antibiotikdm alebo inym toxinom,
napr. ampicilinu, neomycinu, metotrexatu alebo tetracyklinu, (b) vyrovndvaju autotrofné nedostatky alebo (c)
doddvaju nevyhnutné Ziviny, ktoré nie st dostupné v komplexnom médiu, napr. gén kédujtici D-alanin rece-
mdzu pre mikroorganizmy Bacillus.

Prikladom vhodnych voliteI'nych markerov pre cicav¢ie bunky st tie, ktoré st schopné rozpoznat’ bunky
sposobilé prevziat nukleovi kyselinu kédujicu fizovany protein, ako je DHFR alebo tymidinkindza. Pokial’
je pouzity Standardny typ DHFR, je vhodnou hostiteI'skou bunkou bunkova linia CHO s nedostato¢nou akti-
vitou DHFR, vyrobend a §irend, ako je opisané (Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7): 4216
az 20 (1980)). Vhodnym selekénym génom na pouZitie v kvasinkach je trpi gén pritomny v kvasinkovom
plazmide YRp7 (Stinchcomb a kol., Nature 282 (5734): 39 — 43 (1979), Kingsman a kol., Gen 7 (2): 141 — 52
(1979), Tschumper a kol., Gen 10 (2): 157 — 66 (1980)). Tento trpi gén uskutoéiiuje selekény marker pre mu-
tovany kmen kvasiniek, ktorym chyba schopnost’ rastu v tryptofdne, napriklad ATCC ¢&. 44076 alebo PEPC1
(Jones, Gentics 85: 23 — 33 (1977)).

Expresné a klonovacie vektory obvykle obsahuji prométor operabilne napojeny na sekvenciu nukleove;j
kyseliny kédujiicej fiizovany protein, aby riadil syntézu mRNA. Prométory rozpozndvané radom potencidl-
nych hostitel'skych buniek si dobre zndme. Medzi prométory vhodné na pouzitie s prokaryotickymi hosti-
tel'mi patrf B-laktaméza a laktézové prométorové systémy (Chang a kol., Nature 275 (5681): 617 — 24 (1978),
Goeddel a kol., Nature 281 (5732): 544 — 8 (1979)), alkalickd fosfatdza a tryptofdn (up) prométorovy systém
(Goeddel, Nukleic Acids Res. 8 (18): 4057 — 74 (1980), EP 36 776 publikovany 30. septembra 1981), a hyb-
ridné promoétory, ako je tento promoétor (deBoer a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1): 21 — 5 (1983)).
Prométory na pouZitie v bakteridlnych systémoch tieZ obsahujui sekvenciu Shine-Dalgarno (S. D.) operabilne
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naviazani na DNA kédujtcu fizovany protein.

Medzi priklady vhodnych prométorovych sekvencii na pouZzitie s kvasinkovymi hostitel'mi patri 3-fosfo-
glycerdtkindza (Hitzeman a kol., J. Biol. Chem. 255 (24): 12073 — 80 (1980)) alebo iné glykolytické enzymy
[Hess a kol., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry 17 (23): 49007 (1978)], ako st eno-
laza, glyceraldehyd-3-fosfitdehydrogendza, hexokindza, pyruvdtdekarboxyldza, fosfofruktokindza, glukéza-
6-fosfatizomerdza, 3-fosfoglycerdtmutdza, pyruvdtkindza, triosofosfitizomerdza, fosfoglukézoizomeriza
a glukokindza.

Iné kvasinkové prométory, ktoré st indukovatel'nymi prométormi, ktoré maji d’al§ie vyhody spoéivajiice
v transkripcii riadenou rastovymi podmienkami, si prométorové regiony pre alkoholdehydrogendzu 2, izocy-
tochrém C, kysli fosfatdzu, degradativne enzymy spojené s metabolizmom dusika, metallotionein, glyceral-
delhyd-3-fosfatdehydrogendzu a enzymy zodpovedné za vyuZitie maltézy a galaktézy. Vhodné vektory
a promoétory pouZziteIné na expresiu kvasiniek si d’alej opisané v EP 73 657. Transkripcia mRNA kédujica
fiizovany protein z vektorov v cicav¢ich hostitel'skych bunkdch méZe byt riadend napriklad prométormi, zis-
kanymi z genémov virusov, ako st virus polyom, virus chripky hydiny, adenovirus, (ako je Adenovirus 2),
virus bovinného papilomu, virus vta€ieho sarkému, cytomegalovirus a retrovirus, virus hepatitidy B a Simian
Virus 40 (SW 40), z heterolégnych cicavéich prométorov, napr. aktinovy prométor alebo imunoglobulinovy
prométor a prométory vzniknuté tepelnym Sokom, za podmienky, Ze takéto promdtory sui kompatibilné so
systémom hostitel'skej buky.

Transkripcia polynukleotidu, kédujiceho fiizovany protein vy$§imi eukaryotmi moze byt zvySend vloze-
nim zosililovacej sekvencie do vektora. Zosilfiovace si elementy DN A pdsobiace cis mechanizmom, obvykle
od 10 do 300 bp, ktoré pdsobia na promotor tak, Ze zvysuji jeho transkripciu. Z cicavéich génov je znamych
mnoho zosilfiovacich sekvencii (globin, elastdza, albumin, a-ketoprotein a inzulin). Obvykle sa v tomto pri-
pade pouZije zosiliiova¢ z virusu eukaryotickych buniek. Medzi priklady patri zosililova¢ SV40 na posled-
nom replikatnom mieste (bp 100-270), skory promoétor zosiltiovaé SV40 na poslednom replikaCnom mieste
(bp 100-270, skory zosilflova¢ prométora cytomegalovirusu, zosiliova¢ polyému na poslednom mieste repli-
kaéného pociatku a zosililova¢ adenovirusu. Zosilfiova¢ méZe byt zapojeny do vektora v pozicii 5' alebo 3'
kédovacej sekvencie fizneho proteinu, ale je vyhodne umiestneny na mieste 5' od promotora.

Expresné vektory pouzivané v eukaryotickych hostitel'skych bunkich (kvasinky, huby, hmyz, rastliny,
zvieratd, Clovek alebo bunky s jadrom z inych mnohobunkovych organizmov) tieZ obsahuji sekvencie nutné
na ukoncenie transkripcie a na stabilizdiciu mRNA. Takéto sekvencie ale si vSeobecne dostupné z 5' a pri-
padne 3' netranslantovanych regiénov eukaryotov alebo DNA alebo cDNA virusov. Tieto regiény obsahuju
nukleotidové segmenty transkribované ako polyadenylované fragmenty v netranslatovanej Casti mRNA koé-
dujtcej fuzovany protein.

Z kultiva¢ného média alebo lyzdtov hostitel'skych buniek mozu byt ziskané rézne formy fizovanych pro-
tefnov. Pokial st viazané na membranu, mdZu z nej byt uvolnené s pouZitim vhodného roztoku detergentu
(napr. Triton-X 100) alebo enzymatickym Stiepenim. Bunky vyuZivané pri expresii fiizneho proteinu mdzu
byt porusené ré6znymi fyzikdlnymi alebo chemickymi prostriedkami, ako je cyklus zmrazovania a rozmrazo-
vania, posobenie ultrazvuku, mechanické rozruSenie alebo Cinidl4 na 1§zu buniek.

Cistenie heterol6gnych fiznych proteinov podl'a vyndlezu:

Len Co st heterolégne fiizne proteiny exprimované v zodpovedajtcej hostitel'skej bunke, je mozné izolo-
vat’ a Cistit’ analégy. Vhodnymi Cistiacimi proceddrami su: frakciondcia na karboxymetylceluldze, gélova fil-
trdcia, napr. na Sephadexe G-75, aniénovd vymena v Zivici, napriklad na DEAF alebo Mono-Q, katiénova
vymena napriklad na CM alebo Mono-S, protein A sefar6za na odstrdnenie kontaminantov, napriklad IgG,
kovové chelatatné koldény, ktoré viazu epitopom znacené formy polypeptidu, HPLC s reverznou fizou,
chromatofokusdcia, silikagél, zrdZanie etanolom a zrdZanie sfranom aménnym.

Na &istenie proteinov méZe byt pouZity rad spdsobov a tieto metddy si zndme v odbore a st opisané na-
priklad v Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83 — 9 (1990) a Scopes, Protein Purification: Principles
and Practice, Springer-Verlag, NY (1982). Vybrany(é) Cistiaci krok(y) zdvisia od povahy vybraného spésobu
vyroby a konkrétneho vyrdbaného fizneho proteinu. Napriklad, fiizne proteiny obsahujiice Fc fragment mdzu
byt’ Ginne Cistené s pouZzitim matrice afinity Protein A alebo Protein G. Na elidciu fizneho proteinu z afinit-
nej matrice mozno pouzit’ pufry s nizkym alebo vysokym pH. Mierne eluéné podmienky napomdhaji pred-
chidzaniu nevratnej denaturdcie fizneho proteinu. Rovnako mézu byt pouZzité pufry obsahujiice imidazol.
Priklad 3 opisuje niektoré tispesné Cistiace protokoly pre fiizne proteiny podla vyndlezu.

Charakterizdcia heterolégnych fiznych proteinov podla vyndlezu:

Na charakterizdciu fiiznych proteinov podla vyndlezu existuje rad spdsobov. Medzi tieto spdsoby patri:
SDS-PAGE spojend s metédami farbenia proteinu alebo imunobloting s pouzitim anti-IgG alebo anti-HSA
protildtky. Iné spdsoby zahriiuji matricou asistovanu laserovi desorpciu/ionizaénid hmotnostni spektromet-
riu (MALDI-MS), kvapalinovi chromatografiu/hmotnostnt spektrometriu, izoelektricku fokusdciu, analytic-
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ki vymenu aniénov, chromatofokusaciu a cirkuldrny dichroizmus, ¢o je iba struény vypoclet. Reprezentativne
mnoZstvo heterolégnych flizovanych proteinov bolo charakterizované s pouZitim metédy SDS-PAGE spoje-
nej s imunoblotingom, rovnako ako hmotnostnou spektrometriou (pozri priklady 4 a 5 a obrdzok 3 a 4).

Napriklad tabul'ka 3 (pozri priklad 5) ilustruje vypoc€et molekuldrnej hmotnosti reprezentativneho poctu
fiznych proteinov a rovnako tak hmotnost’ stanoventi hmotnostnou spektrometriou. Okrem toho obrazky 3
a 4 ilustruji molekuldrne hmotnosti reprezentativneho poctu fiiznych proteinov, ako boli stanovené metédou
elektroforézy na polyakrylamidovom géle (SDS PAGE). VSetky skiSané heterologne fuzne proteiny boli
okamzZite exprimované a vylucované. Aby boli ziskané proteiny s presnym N-zakonCenim, bola $tiepend sig-
ndlna sekvencia Igx.

Dalej tabul’ka 3 ilustruje, 7e v niektorych pripadoch je hmotnost’ stanovend hmotnostnou spektrometriou
cia fuzovanych proteinov nasledovand HPLC s rezervnou fdzou a hmotnostnou spektrometriou moZe identi-
fikovat peptidové frakcie, ktoré obsahujui sacharidové skupiny. Tieto frakcie potom mdzu byt N-koncovymi
aminokyselinami sekvencované, aby sa identifikovalo potencidlne glykozylatné miesto. Napriklad charakte-
rizdcia Exendinu-4-Fc (SEQ ID NO: 29) ukazuje, Ze serin v pozicii 39 a treonin v pozicii 50 md glykozylo-
vanu O-vizbu a asparagin v pozicii 122 mé glykozylovanu N-vizbu.

Reprezentativny pocet GLP-1 flizovanych proteinov bol tieZ skiSany na aktivitu. Na detekciu GLP-1 ak-
tivity in vitro a in vivo existuje rad metdd (pozri priklady 6, 7, 8 a 9). Tabulka 4 (priklad 6) ilustruje aktivitu
GLP-1 receptora spojeného s niekol’kymi GLP-1 fiiziami. Cisla st vyjadrené relativne k aktivite, spojené
s Val®-GLP-1(7-37)OH. Vsetky testované fiizne protefny mali aktivitu GLP-1 receptora. Nizka hodnota akti-
vity in vitro neznamend nutne slaby efekt in vivo. Vzhl'adom na vyrazné zvySenie pol€asu Zivotnosti pri tych-
to fiizovanych proteinov neznamend mald aktivita in vitro v§eobecne predpoved’ malej Gcinnosti in vivo. Ob-
rizok 7 a priklad 7 ilustruji prediZeny &as Zivotnosti, spojeny s flizovanymi proteinmi podl'a vynalezu. Na-
priklad, Val®*-GLP-1-Fc m4 pol¢as Zivotnosti u opic priblizne 45 hodin, Val®*-GLP-1-HSA m4 pol&as Zivot-
nosti u opic priblizne 87 hodin, Gly*-Glu*-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 m4 polas Zivotnosti po IV poddvani
u psov priblizne 55 hodin a Gly®*-Glu?>-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 mé pol&as Zivotnosti po poddvani subku-
tdnne u psov pribliZzne 38 hodin.

Zmesi podl'a vynalezu:

Podstatnym znakom lieCivych proteinovych pripravkov je tieZ fyzikdlna stabilita. GLP-1 zliCeniny je
tazké vyrobit’ a formulovat’ v ddsledku Strukturdlnych zmien, ktoré sa objavuji v priebehu vyroby. Napriklad
niektoré GLP-1 zliCeniny maji vSeobecne sklon k zhlukovaniu. NavySe bolo ukdzané, Ze niektoré GLP-1
zliCeniny konvertujui z rozpustnej a ucinnej o-helixovej formy na nerozpustni potencidlne netGinnd B-vrst-
vovi. Fizia GLP-1 zlicenin na vel'ké proteiny, ako je Fc region IgG alebo albuminu, neprispieva len k pre-
dizeniu pol€asu Zivotnosti GLP-1 zli€eniny, ale tieZ prispieva k fyzikdlnej a konformacnej stabilite GLP-1
zhi¢eniny. Napriklad, Val®-GLP-1-Linker-HSA v PBS je stabilny pri 37 °C pogas priblizne aZ 30 dni.

Heterolégne fiizne protefny podla vyndlezu mozu byt formulované s jednou prisadou alebo viacerymi
prisadami. U¢inné fiizne proteiny podl'a vyndlezu mozu byt kombinované s farmaceuticky prijatelnym puf-
rom a pH upravenym na takd hodnotu, ktord zaist{ prijatelni stabilitu a pH prijatelné na poddvanie, ako je
parenterdlne poddvanie.

Pripadne mo6Ze byt pridany jeden farmaceuticky prijatel'ny antimikrobidlny prostriedok alebo viac farma-
ceuticky prijatel'nych antimikrobidlnych prostriedkov. Vyhodnymi farmaceuticky prijatel'nymi mikrobidlny-
mi prostriedkami si meta-krezol a fenol. Na upravenie ionovej sily a tonicity moZze byt pridand jedna farma-
ceuticky prijatel'nd sol’ alebo viac farmaceuticky prijateI'nych soli. Na dal§iu tpravu izotonicity pripravku
mdZe byt pridand jedna prisada alebo viacero prisad. Prikladom prisady, ktord upravuje izotonicitu, je glyce-
rin. Farmaceuticky prijatel'né znamend, Ze tento prostriedok je vhodny na poddvanie I'ud’om alebo inym Zi-
voéichom, a teda neobsahuje toxické prvky alebo neZiaduce kontaminanty a nerusi v nich i¢innost’ aktivnych
zloZziek.

V tomto vyndleze sa d4 pouzit’ farmaceuticky prijatel'nd soI'nd forma heterolégnych fiizovanych proteinov
podl'a vyndlezu. BeZne pouzivanymi kyselinami na vyrobu adi¢nych soli s kyselinami si anorganické kyseli-
ny, ako je kyselina chlorovodikovd, kyselina bromovodikovd, kyselina jodovodikovd, kyselina sirovd, kyse-
lina fosfore¢nd a podobne, a organické kyseliny, ako je p-toluénsulfénova kyselina, metdnsulfénova kyselina,
kyselina §tavel'ovd, p-bromfenylsulfénova kyselina, kyselina uhli¢itd, kyselina jantdrovd, kKyselina citrénova,
kyselina benzoovd, kyselina octova a podobne. Vyhodné adi¢né soli s kyselinami st tie, ktoré tvoria minerdl-
ne kyseliny, ako je kyselina chlorovodikovd a bromovodikova.

Medzi adicné soli s bazami patria tie, ktoré st odvodené od anorganickych zdsad, ako su hydroxidy, uhli-
¢itany, hydrogenuhli¢itany aménne, alkalické alebo kovov alkalickych zemin a podobne. Zasady pouzivané
na vyrobu solf podl'a vyndlezu zahriiuji hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid aménny, uhlicitan dra-
selny a podobne.
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Podédvanie zmes:

Podévanie moZe byt uskutoénené akoukol'vek cestou, o ktorej je i stredne skiisenému lekdrovi zndme, Ze
je G¢innd. Metédy poddvania mbéZu byt vonkajSie a vnitorné. Parenterdlnym poddvanim sa vSeobecne v le-
kérskej literatire rozumie injekcia ddvky do tela sterilnou striekackou alebo inym mechanickym zariadenim,
ako je infizna pumpa. Periférne parenterdlne cesty zahriiujd intravendzne, intramuskuldrne, subkutdnne a in-
traperitonedlne cesty poddvania.

Heterolégne flizne proteiny podl'a vyndlezu mozu byt rovnako poddvané orédlne, rektilne, nazdlne, nizZsi-
mi dychacimi cestami, Co st neparenterdlne cesty. Medzi tymito neparenterdlnymi cestami je vyhodna cesta
cez niZSie dychacie cesty a ordlna cesta.

Fizne proteiny podl'a vyndlezu mézu byt pouZité na lieCenie radu ochoreni a stavov. Fizne proteiny pod-
I'a vyndlezu primdrne prejavuji svoj biologicky tcinok pdsobenim na receptor, o ktorom sa tu hovori ako
o GLP-1 receptore. Subjekty s chorobami a/alebo stavmi potom odpovedaji na stimuldciu GLP-1 receptora
alebo na poddvanie GLP-1 zli€eniny priaznivo a mbéZu tak byt lieCené pomocou GLP-1 fizovanych protei-
nov podl'a vyndlezu.

O tychto subjektoch sa hovori ako o tych, ktoré potrebuji lieCenie Glp-1 zli¢eninami alebo potrebuji
stimuldciu GLP-1 receptora. Medzi tieto subjekty patria subjekty s diabetom, ktory nevyZaduje lie¢bu inzuli-
nom, diabetes, ktory vyzaduje lie¢bu inzulinom (pozri WO 00/16797), infarkt myokardu (pozri WO
98/08531), obezita (pozri WO 8/19698), katabolické zmeny po chirurgickom zdsahu (pozri U. S. Patent €.
6 006 753), funkéné dyspepsie a syndrom drdzdivého tracnika (pozri WO 99/64060). Medzi subjekty rovna-
ko patria tie, ktoré potrebuju profylakticku liecbu GLP-1 zli¢eninami, napr. subjekty, u ktorych je nebezpe-
Cie, Ze sa u nich vyvinie diabetes nezavisly od inzulinu (pozri WO 00/07617). Medzi subjekty, u ktorych je
riziko rozvinutia diabetes nezdvislého od inzulinu, patria subjekty s poruSenou toleranciou glukézy alebo
s poruchou glykémie, subjekty, ktorych telesnd hmotnost’ je o priblizne 25 % nad normélnou telesnou hmot-
nost'ou, zodpovedajicou vyske a telesnej stavbe subjektu, d’alej subjekty s Ciasto¢nou pankreatektémiou,
subjekty, ktorych jeden rodi¢ alebo obaja rodi¢ia mali diabetes nezdvisly od inzulinu, subjekty s tehotenskym
diabetom a subjekty s akttnou alebo chronickou pankreatitidou.

U¢inné mnoZstvo GLP-1 zli¢eniny je mnoZstvo, ktoré ma za nisledok poZadovany lie¢ebny a/alebo pro-
fylakticky dcinok, bez toho, aby spdsobil neZiaduce vedlajsie tifinky pri podadvani subjektu, ktory potrebuje
stimuldciu GLP-1 receptora. Pozadovany terapeuticky tcinok predstavuje jeden dej alebo viac nasledujticich
dejov: 1) zlepSenie priznakov spojenych s chorobou alebo stavom, 2) zdrZanie nédstupu priznakov spojenych
s chorobou alebo stavom, 3) prediienie diiky Zivota pri porovnani s absenciou lie€by a 4) vys8ia kvalita Zivo-
ta pri porovnani s absenciou liecby. Napriklad G¢inné mnoZstvo GLP-1 zliceniny na lieCenie diabetu je
mnoZstvo, ktoré méZe mat’ za nésledok lepSie riadenie koncentracie krvnej glukézy v porovnani s absenciou
lie€by, v dosledku Coho dojde k oneskorenému ndstupu komplikacif diabetu, ako je retinopatia, neuropatia
alebo choroby obli¢iek. U¢inné mnozstvo GLP-1 zligeniny pri prevencii diabetu je mnoZstvo, ktoré spomalf
v porovnan{ so situdciou, ked’ sa nelieci, ndstup vyssich hladin krvnej glukézy, ktoré vyzaduju lieenie po-
mocou antihypoglykemickych lieciv, ako st sulfonylmocoviny, tiazolidindiény, inzulin a/alebo bisguanidiny.

Dévka fiizneho proteinu, ktord je dostatocnd na normalizdciu hladiny glukézy, zdvisi od mnohych fakto-
rov, medzi ktoré patri, bez toho, aby na ne boli obmedzené, pohlavie subjektu, vdha a vek, zdvaznost’ ne-
schopnosti regulovat’ krvnd glukézu, spdsob poddvania a biologickd dostupnost’, farmakokineticky profil
fizneho proteinu, i¢innost’ a formuldcia.

Tento vyndlez zahrfiuje GLP-1 zliCeniny, ktoré maji zlepSené biochemické a biofyzikdlne vlastnosti
vd'aka tomu, Ze st flizované na albuminovy protein, albuminovy fragment, albuminovy analdg, Fc protein,
Fc fragment, alebo Fc anal6g. Tieto heterol6gne proteiny méZzu byt tispe$ne exprimované v hostitel'skej bun-
ke, pricom zachovévaju signdlnu aktivitu spojent s aktivaciou GLP-1 receptora a maju prediieny polcas Zi-
votnosti.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Nasledujice priklady si uvddzané s takym ciel'om, aby bol opisany tento vyndlez. Rozsah tohto vyndlezu
sa neobmedzuje na tieto priklady. Odbornik v odbore rozpoznd, Ze konkrétne opisané reakéné €inidld, zaria-
denia a postupy st iba ilustrativne a nie si mienené tak, Ze by mali obmedzovat’ v nejakom smere rozsah vy-
ndlezu akymkol'vek sposobom.

Priklad 1: KonStrukcia DNA koédujica heterologne fiizne proteiny
Priklad 1a: Kon§trukcia DNA koédujica Val®-GLP-1(7-37)Fc

Podiel Fc I'ndského IgG1 bol izolovany z kniZnice cDNA a obsahoval plny pantovy regién a CH, a CH;
domény. Fragment obsahujici 696 parovych bdz tohto Fc podielu I'udského IgG1 bol subklonovany do miest
Nhel a Eco47III cicavCieho expresného vektora pJB02, aby sa vytvoril pJB02/Fc (pozri obrdzok 5). DNA
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kédujica IgK sekrent signdlnu sekvenciu fiizovant na Val®-GLP-1(7-37) bola vytvorend in vitro hybridiza-
ciou Styroch prekryvajucich sa a komplementarnych oligonukleotidov:

5"-CTAGCCACCAT~GAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTC
TGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACCAGTG-3" (SEQ ID NO: 12)

5-GAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGAGGGCCAGGC
CGCCAAGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGAAGAGGC-3" (SEQ D
NO: 13)

5 -TGAAGGTGCCCTCCACGTGGTCACCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGCA
GCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTGG-3" (SEQ ID NO:
14}

5-GCCTCTTCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCCTGGCC
CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGG-3" (SEQ ID NO: 15)

Hybridiza¢nd reakcia bola uskutoénend s pouZitim ekvivalentnych mnoZstiev kazdého oligonukleotidu
(pri koneCnej koncentracii 1 pm/pl kazdého oligonukleotidu). Zmes oligonukleotidov bola zahrievand 5 min
pri 100 °C v liga¢nom pufri (50 mmol Tris-HCl, pH 7,5, 10 mmol MgCl, 10 mmol DTT, 1 mmol ATP,
25 pg/ml albumin bovinného séra), a potom chladeny po¢as najmenej 2 hodin na 30 °C.

Vysledny hybridizaény produkt bol ligovany pocas 2 hodin pri izbovej teplote alebo cez noc pri 16 °C k
pJB02/Fc hlavnému retazcu vektora, ktory bol digestovany pomocou Nhel a Eco47111. Produkty ligacie boli
potom pouZité, aby sa transformovali vhodné modré bunky XL-1 (Stratagen). Rekombinantné plazmidy boli
vySetrované na pritomnost’ peptidu kédujiceho inzerty natrdvenim klonov pomocou Ncol (kédujiica sekven-
cia Kozak a prvy Met signdlneho peptidu) a sekvencované. Vysledny expresny plazmid, pouZity pre trans-
fekEné testy, bol oznaceny pJB02-V8-GLP-1-Fc (obrdzok 5).

Priklad 1b: KonStrukcia DNA kédujtca ValS-GLP-1(7-37)HSA

Plazmid HSA/pcDNA3.1GS bol ziskany od Invitrogen (Catalog # H-M12523M-pcDNA3.1/GS) a pouZzity
ako §abldna na izolaciu cDNA kédujicej albumin 'udského séra (HSA). cDNA HSA bola pripravend s pou-
zitfm PCR, kde boli z konca 5' odstrdnené DNA koédujtice hlavni sekvenciu, rovnako ako pro-peptid so Sies-
timi aminokyselinami. NavySe boli pridané stop kodony priamo na koniec 3' HSA kédovacej sekvencie. Na-
koniec boli na koncoch 5' a 3' vytvorené miesta reStrikénych enzymov, aby sa docielilo klonovanie. DNA
sekvencia HSA pritomnd v pdvodnom vektore, ziskanom od firmy Invitrogen, obsahovala samostatni bdzu
zmenenu v regidne 3' géne (pozicia 667), v porovnani s nativnou l'udskou sekvenciou. Tédto zmena md za né-
sledok vznik kodénu pre Asn namiesto Asp. PouZitim diskutovanej PCR mutagénnej met6dy s prekryvom
retazcov bol teda kodén zmeneny tak, aby kédoval Asp na tejto pozicii. Vysledny HSA kddujici DNA bol
klonovany na Nhel a HindIII miesta pJB02, aby vzniklo pJBO2-HSA (obrizok 6).

Hlavn4 sekvencia Igk fizovand na Val*-GLP-1(7-37) sekvenciu bola vytvorend, ako bolo uvedené v pri-
klade la. Tdto DNA bola ligovan na Nhel a FspI miesta pJB02-HSA, aby vznikol pJB02-Val®*-GLP-1-HSA.

Priklad 1c: KonStrukcia DNA kodujica Valg-GLP-1(7-37) linker-HSA

Vektor pJB02-HSA bol pripraveny, ako bolo uvedené v priklade 1b. DNA kédujuca linkerovi sekvenciu
(GGGGS); bola ligovand v rdmci na 5' koniec HSA kédujici DNA, aby vznikol pJB02-linker-HSA (obrdzok
7). DNA kédujtica hlavnt sekvenciu Igk a fizovand na sekvenciu Val®-GLP-1(7-37) a 5' &ast’ linkerovej sek-
vencie bola vytvorend, ako bolo uvedené v priklade la. Tato DNA bola ligovand na Nhel a BspEI miesta
pJB02, aby vznikol pJB02-Val®-GLP-1-linker-HSA.

Priklad 1d: KonS$trukcia DNA kédujtica Exendin-4-Fc

Plazmid pJBO2/Fc bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1a. DNA kdédujiica Igk signdlnu sekvenciu,
fizovanu na Exendin-4, bola vytvorend in vitro hybridiziciou nasledujucich prekryvajucich sa a komplemen-
tdrnych oligonukleotidov:
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5’- CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTC
TGGGTTCCAGGTTCCACCGGTCAC-3" (SEQ ID NO: 16)

5- GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGG
AGGCCGTGAGACTG-3" (SEQ ID NO: 17)

5- TTCATCGAGTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCGGAGCCCCTCC
TCCTAGC-3" (SEQ ID NO: 18)

5'- GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGT
CTCCATGGTGG-3" (SEQ ID NO: 19)

5- CTCCTCCTCCATCTGCTTGCTCAGGTCGCTGGTGAAGGTTCCCTCTCC
GTGACCGGTG-3" (SEQ ID NO: 20)

5°- GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTTGGTCCTCCGTTCTTCAGCCACT
CGATGAACAGTCTCACGGC-3" (SEQ ID NO: 21)

Hybridiza¢nd reakcia bola uskuto€nend, ako je opfsané v priklade la. Hybridizovany produkt bol ligova-
ny na pJBO2 vektor, ktory bol natrdveny pomocou Nhel a Eco47IIl, ako je opisané v priklade 1a, aby vznikol
pJB02-Exendin-4-Fc.

Priklad le: KonStrukcia DNA koédujica Exendin-4-HSA

Plazmid pJB02-HSA bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1b. DNA kddujuica Igk signdlnu sekven-
ciu, fizovand na Exendin-4, bola vytvorend in vitro hybridizdciou rovnakych prekryvajicich sa a komple-
mentdrnych oligonukleotidov, ako st opisané v priklade 1d. Hybridizacné reakcie boli rovnako uskuto€iiova-
né, ako je opfsané vy$§ie. DNA bola klonovand na unikdtne Nhel a Fspl miesta v pJB02-HSA, aby vznikol
pIB02-Exendin-4-HSA.

Priklad 1f: Kon$trukcia DNA kédujica Exendin-4-linker-HSA

Plazmid pJB02-linker-HSA bol kon$truovany, ako je opisané v priklade 1c. DNA kédujiica Igk signdlnu
sekvenciu, fizovani na Exendin-4 a 5' Cast’ linkerovej sekvencie, bola vytvorend ako v priklade 1d. Tato
DNA bola klonovand na unikdtne Nhel a BspEI miesta v pJB02-linker-HSA, aby vznikol pJB02-Exendin-4-
-linker-HSA.

Priklad 1g: Kontrukcia DNA kédujiica Val®-GLP-1/C-Ex-Fc
Plazmid pJB02-Exendin-4-Fc bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1d. Exendin-4 kédujici DNA bol

odstraneny z vektora pomocou Agel a Eco4711L. Val®-GLP-1/C-Ex kédujiica DNA bola vytvorena in vitro
hybridizdciou nasledujucich prekryvajicich sa a komplementdrnych oligonukleotidov:

5- CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGG
AGGGCCAGGCCGCCA-3" (SEQID NO: 22)

5~ AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGGAGC
CCCTCCTCCTAGC-3" (SEQ ID NO: 23)

5°- CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCACGTGA-
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3" (SEQ ID NO: 24)

5’- GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAG
GCGATGAATTCCTTGGCGGCCTGGCC-3™ (SEQ ID NO: 25)

Hybridizatn4 reakcia bol uskuto¢nend, ako je opisané v priklade 1a. Hybridizovany produkt bol ligovany
na mieste Exendinu-4 v pJB02-Exendin-4-Fc expresnom vektore, aby vznikol pJB02-Val®-GLP-1/C-Ex-Fc.

Priklad 1h: Kontrukcia DNA kédujiica Val®-Glu**-GLP-1-Fc

Plazmid pJB02-Exendin-4-Fc bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1d. Exendin-4 kédujiica DNA bo-
la odstrédnend z vektora pomocou Agel a Eco47111. Val*-Glu*-GLP-1 kédujiica DNA bola vytvorend in vitro
hybridizéciou nasledujucich prekryvajucich sa a komplementdrnych oligonukleotidov:

5-CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCG
AGGAGCAGGCCGCCA-3' (SEQ ID NO: 26)

5-AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGC-3° (SEQ ID NO:
27)

5 -GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCCTGE
TC-3" (SEQ ID NO: 28)

5" -CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCACGTGA-3’
(SEQ ID NO: 29)

Hybridizaénd reakcia bola uskuto€nend, ako je opisané v priklade la. Hybridizovany produkt bol ligova-
ny v mieste Exendin-4 v pJB02-Exendin-4-Fc expresného vektora, aby vznikol pJB02-Val®-Glu**-GLP-1-Fc.

Priklad 1i: Konitrukcia DNA kédujiica Val®-Glu*>-GLP-1/CEx-Fc

Plazmid pJB02-Exendin-4-Fc bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1d. Exendin-4 kédujica DNA bo-
la vyseknut z vektora pomocou Agel a Eco47IIL. Val®*-Glu*-GLP-1/C-Ex kédujica DNA bola vytvoreni
in vitro hybridizéciou nasledujucich prekryvajicich a komplementarnych oligonukleotidov:

5- CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCG
AGGAGCAGGCCGCCA-3" (SEQ ID NO: 30)

5'- AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGGAGC
CCCTCCTCCTAGC-3" (SEQ ID NO: 31)

5 -CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCACGTGA-3
(SEQ ID NO: 32)

5"- GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAG
GCGATGAATTCCTTGGCGGCCTGCTC-3" (SEQ 1D NO: 33)

Hybridiza¢nd reakcia bola uskutoCnend, ako je opisané v priklade 1a. Hybridizovany produkt bol ligova-
ny v mieste Exendinu-4 v pJB02-Exendin-4-Fc expresnom vektore, aby vznikol pJB02-Val®*-Glu**-GLP-1/C-
-Ex-Fc.

Priklad 1j: Kontrukcia DNA kédujiica Gly®-GLP-1-Fc

Plazmid pJB02-Exendin-4-Fc bol pripraveny, ako je opisané v priklade 1d. Exendin-4 kédujiica DNA bo-
la odstrénend z vektora pomocou Agel a Eco47111. Gly*-GLP-1 kédujiica DNA bola vytvorend in vitro hybri-
dizéciou nasledujucich prekryvajucich sa a komplementarnych oligonukleotidov:
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5’-CCGGTCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGTCCTCCTATCTGG
AGGGCCAGGCCGCCA-3" (SEQ ID NO: 34)

5-AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGC-3° (SEQ 1D NO:
35)

5-CTCCAGATAGGAGGACACGTCACTAGTGAAGGTGCCCTCGCCGTGA-3
(SEQ ID NO: 36)

5'-GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCCTGG
CC-3" (SEQ ID NO: 37)

Hybridiza¢na reakcia bola uskuto¢nend, ako bolo opisané v priklade la. Hybridizovany produkt bol ligo-
vany v mieste Exendinu-4 v expresnom vektore pJB02-Exendin-4-Fc, aby vznikol pJB02-Gly*-GLP-1-Fc.

Priklad 2: Expresia heterol6gnych fiiznych protefnov

Expresia fizovanych proteinov kédovanych DNA, konStruovanych v priklade 1, bola uskuto¢nend pre-
chodnymi transfektnymi bunkami HEK 293EBNA (ako prisadnuté, tak v suspenzii). Bunky boli pocitané
a oCkované 24 hodin pred transfekciou. Transfekcny kokteil bol pripraveny zmieSanim transfekéného ¢inidla
FuGene™6 (Roche Molecular Biochemicals, katalég €. 1814443) s OptiMEM (Gibco/BRL) a inkubovany
pri izbovej teplote 5 min., naco bola pridand DNA a kokteil bol inkubovany dal§ich 15 min. Bezprostredne
pred transfekciou bolo na dosku nanesené Cerstvé kultivaéné médium. Dalie detaily transfekcie st uvedené
v tabul’ke 1 a 2.

Tabul’ka 1: Cinidld pouZité pri transietnej transfekcii buniek 293EBNA

Tkanivova Pocet OptiMEM
kultiva&nd naotkovanych | DA | FuGene rﬁédium Objem kult. média (ml)
nddoba buniek () | (WD (ml)
35 mm 5.10° 1,5 9 0,102 2
100 mm 2.10° 12 73 0,820 10
700 cm” (RB) 2.10’ 65 400 4,0 100
Tabulka 2: ZloZenie média
Rastové a transfekCné médium Kultivaéné médium
DMEMFI123:1 bdza Hybritech
5 % FBS 1 mmol Ca™
20 mmol HEPES 20 mmol HEPES
2 mmol L-glutamin 1 pg/ml Nuselin (T'udsky inzulin)
50 pg/ml geneticin (G418 NEO) 1 pg/ml I'udsky transferin
50 ng/ml tobramycin 50 pg/ml tobramycin

Pri transfekcidch malého rozsahu (35 mm — 10 mm nédoby) boli bunky prepldchnuté PBS a prevedené do
kultivaéného média 24 hodin po transfekcii a médium bolo zhromaZzdené a vymenené za Cerstvé kazdych 24
hodin podas niekolkych dni. V pripade transfekcie velkého rozsahu (700 cm® valcova banka) boli valcové
banky vyplachnuté PBS 48 hodin po transfekcii a bunky boli prevedené do vytazkového média. Médium bo-
lo zhromazd'ované a vymiefiané za Cerstvé kazdych 24 hodin pocas najmenej 10 po sebe nasledujicich dni.
Obvykle bolo na ndsledné Cistenie proteinu pouZitych 10 zberov.

Priklad 3: Cistenie heterol6gnych fliznych proteinov
Priklad 3a: Cistenie Val®*-GLP-1-Fc

PribliZzne 4,5 litra ustdleného média (pri hladine expresie fliznych protefnov priblizne 20 pg/ml) z trans-
fekcie velkého rozsahu bolo filtrované s pouZitim filtraného systému CUNO a koncentrované na 250 ml
s pouZitim filtraéného systému ProFlux s tangencidlnym tokom s 10 K filtra¢nou membranou. Val®*-GLP-1-
-Fc boli zachytené na koléne 5 ml HiTrap protein A v 1x PBS, pH 7.4 pri prietoku 2 ml/min a eluované
50 mmol kyseliny citrénovej s hodnotou pH 3,3. Frakcie (1 ml) boli zhromazdené v skimavkdch obsahuju-
cich4 ml 1x PBS a 100 pl 1 mol Tris s hodnotou pH 8.
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Frakcie obsahujtice fuzny protein, ako bol stanoveny pomocou elektroforézy na polyakrylamidovom géli
(SDS-PAGE) a HPLC s reverznou fdzou na Zorbax C8, boli spojené a nanesené na kolénu Superdex 75
60/60 v 1x PBS s hodnotou pH 7,4 s prietokom 10 ml/min. Pozitivne frakcie (20 ml/skimavku) boli zhro-
mazdené a spojené. Spojené frakcie boli potom podrobené chromatografii s C4 reverznou fazou v 0,1 % TFA
vo vode pri prietoku 3 ml/min. Val*-GLP-1-Fc bol eluovany s gradientom od 5 % B (0,1 % TFA v acetonitri-
le) do 100 % B v priebehu 70 min. Eluované frakcie (3 ml/skimavka) boli zhromaZdené. Acetonitril bol od-
straneny vikuovym suSenim a bol pridany 1 ml H,O. Vy¢istend vzorka (priblizne 32 ml) bol dvakrat dialy-
zovany 4 litrami 1x PBS pH 7.4.

Dialyzovand vzorka bola potom filtrovand s pouZitim filtracnej jednotky MILLEX-GV 0,22 pm a kon-
centricia bola stanovend s pouZitim absorpcie pri 280 nm.

Priklad 3b: Cistenie Val®-GLP-1-HSA alebo Val®-GLP-1-Linker-HSA

Priblizne 6,5 litra ustdleného média (stupeil expresie fizovanych proteinov priblizne 10 pg/ml) bolo fil-
trované s pouzitim filtratného systému CUNO a koncentrované na 380 ml s pouzitim filtraCného systému
ProFlux s tangencidlnym tokom s 10 K filtracnou membranou.

Fizny protein bol zachyteny s pouZitim 50 ml Q kolény s rychlym tokom (Pharmacia) v 20 mmol Tris
s hodnotou pH 7.4 pri prietoku 5 ml/min. Protein bol eluovany s pouZzitim gradientu: od 0 % do 50 %
20 mmol Tris s hodnotou pH 7,4, 1 mol NaCl v 10 CV, potom na 100 % B v 2 CV.

Frakcie obsahujtce flizny protein boli spojené a podrobené C4 chromatografii s reverznou fizou v 0,1 %
TFA vo vode pri prietoku 5 ml/min. Fizny protein bol eluovany s gradientom od 20 % B (0,1 % TFA v ace-
tonitrile) do 90 % B v priebehu 120 min. Frakcie (3,5 ml/skimavka) boli zhromaZdené. Acetonitril bol od-
stredeny vdkuovym suSenim.

Priblizne 9 ml zhromaZdenej vzorky bolo zriedenych 1x PBS s hodnotou pH 7.4 na 40 ml a dialyzovan
s 4 litrami 1x PBS pH 7,4 cez noc. Vzorka bola filtrovand a koncentracia bola stanovend s pouZitim absor-
pcie pri 280 nm.

Priklad 3c: Cistenie Exendinu-4-Fc

Priblizne 4 litre ustidleného média (stupeti expresie fliznych proteinov priblizne 8§ pg/ml) boli filtrované
s pouzitim filtracného systému CUNO a koncentrované na 250 ml s pouzitim filtraéného systému ProFlux
s tangencidlnym tokom s 30 K filtra¢nou membranou.

Exendin-4-Fc bol zachyteny 5 ml kolény HiTrap proteinu A v 1x PBS s pH 7,4 pri prietoku 2 ml/min
a eluovany v 50 mmol kyseliny citrénovej s hodnotou pH 3,3. Frakcie obsahujice fizny protein boli zhro-
mazdené, filtrované a dialyzované so 4 litrami 1x PBS cez noc. Dialyzovana vzorka bola potom nanesend na
kolénu Superdex 75 60/60 v 1x PBS s hodnotou pH 7.4, 0,5 mol NaCl pri prietoku 10 ml/min. Frakcie
(20 ml/skiimavka) obsahujtce fizny protein boli zhromazdené, koncentrované na priblizne 1 mg/ml. Kon-
centrované vzorky boli potom filtrované s pouzitim 0,22 filtra¢nej jednotky MILLEX-GV.

Priklad 3d: Cistenie Exendin-4-HSA a Exendin-4-linker-HSA

Priblizne 1,1 litra ustdleného média (stupeil expresie fliznych protefnov priblizne 6 pg/ml) bolo filtrovany
s pouzitim filtraného systému CUNO a koncentrované na 175 ml s pouZitim filtraéného systému ProFlux
s tangencidlnych tokom s 30 K filtracnou membranou.

Fizny protein bol zachyteny s pouZitfm 5 ml kolény HiTrap-Sepharose (Pharmacia) v 20 mmol Tris
s hodnotou pH 7,4 pri prietoku 2 ml/min. Protein bol eluovany s gradientom od 0 % do 50 % 20 mmol Tris
s hodnotou pH 7.4, 1 mol NaCl v 12 CV a potom na 100 % B v 4 CV.

Frakcie obsahujuce fuzny protein boli zhromazdené a podrobené C4 chromatografii s reverznou fizou
v 0,1 % TFA vo vode pri prietoku 5 ml/min. Fizny protein bol eluovany s gradientom od 10 % B (0,1 %
TFA v acetonitrile) do 100 % B v priebehu 70 min. Frakcie (10 ml/sktimavka) obsahujice fizny protein boli
zhromaZdené. Acetonitril bol odstrdneny s pouZzitim vakuovej susicky.

PribliZzne 8§ ml zhromaZdenych vzoriek bolo dialyzovanych so 4 litrami 1x PBS pH 7,4 cez noc. Vzorka
bola filtrovand a koncentrdcia bola stanovend absorpciou pri 280 nm. Dialyzovand vzorka bola potom nane-
send na kolénu Superdex 200 26/60 v 1x PBS pH 7.4, 0,5 mol NaCl pri prietoku 2 ml/min. Frakcie
(3 ml/skimavka) obsahujtce fuzny protein boli zhromazdené, koncentrované a filtrované.

Priklad 4: Charakterizdcia fiznych proteinov metddou elektroforézy na polyakrylamidovom géli (SDS-
-PAGE)

Na analyzu Cisteného fizneho proteinu a ustdleného média z buniek transfektovanych réznymi expres-
nymi vektormi fliznych protefnov boli pouZité SDS-PAGE s ndslednym imunoblotingom. SDS-PAGE bol
uskutocneny v systéme Novex Powerease 500 s pouZitim Novex 16 % Tris-glycinovych vopred vyrobenych
gélov (EC6498), prevddzkového pufra (10x, LC2675) a vzorkového pufra (L 2676). Vzorky boli redukované
8 50 mmol DTT a zahrievané 3 — 5 min pri 95 °C pred naplnenim.
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Po pouZiti SDS-PAGE gélu bola pouZitd voda a transferovy pufer (1X Tris-Glycin Seprabuff (Owl Scien-
tific kat. ¢. ER26-S) s 20 % metanolom na vymytie SDS z gélov. Bolo pouZité transferové zariadenie Novex
s PVDF (BioRad, kat. ¢. 162 — 0174) a nitrocelulézové membrany (BioRad, kat. ¢. 1703965 alebo 1703932).
Transfer bol uskutoCneny pri izbovej teplote pocas 90 min pri 30 — 35 V. Membrény boli uzavreté v 1X PBS
s 0,1 % Tween-20 (Sigma, kat. ¢. P7949) a 5 % mlieka (BioRad, kat. ¢. 170-6404) po¢as 1 — 12 hodin pri
4 °C. Protildtky boli zriedené v 1X PBS + 5 % mlieka a bloty boli inkubované v tychto roztokoch pocas 1 —2
hodin pri 4 °C. Medzi inkubdciami boli bloty premyté 4-krdt po¢as 5 min, vzdy s 1X PBS a 0,2 % Tween-20
pri izbovej teplote. PBS bol vyrobeny bud’ z GIBCO 10X PBS (kat. €. 70011), aby vznikla kone¢nd kompo-
zicia 1 mmol jednosytneho fosforeCnanu draselného, 3 mmol monohydrogénfosforeCnanu sodného, 153
mmol chloridu sodného s hodnotou pH 7,4 alebo s PBS ziskanym od Sigma (kat. ¢. 10003), o poskytlo 120
mmol NaCl, 2,7 mmol KCI a 10 mmol fosforecnanu s hodnotou pH 7,4 pri 25 °C.

Primérne protildtky boli bud’ polyklondlny kozi anti-IgG1, alebo kréli¢i anti-HSA. Sekunddrne protilatky
boli bud’ antikozi{ IgG HRP, alebo antikrdli¢ie TgG HRP. Sekunddrna protildtka bola zriedend 1 : 5000.
Na vyvijanie blotov bol pouzity ECL systém (Amersham Pharmacia Biotech, kat. ¢. RN 2108 a kat. &.
RPN1674H).

Obrizok 3A porovndva Cisteny Fc protein s ustilenym médiom z pJB02-Val®-GLP-1-Fc a pJB02-
Exendin-4-Fc transfektovanych buniek. ZvySenie mobility je konzistentné so zvySujticou velkostou v do-
sledku GLP-1 casti fiizneho proteinu. Obrdzok 3B podobne porovndva Cisteny HSA s ustdlenym médiom
z buniek transfektovanych pJB02-Val®-GLP-2-HSA, pJB02-Val®-GLP-1-linker-HSA, pJB02-Exendin-4-
-HSA alebo pJB02-Exendin-4-linker-HS A. Obrizok 4 ukazuje Cistené fizne proteinové pripravky.

Priklad 5: Charakterizécia fiiznych proteinov s pouZitim hmotnostnej spektrometrie

Vsetky experimenty boli uskuto¢fiované na hmotnostnom spektrometre Micromass TofSpec 2E vybave-
nom elektronikou na vyrovndvanie Casovej prestdvky, reflektronom (pouZitom pri analyze 0-8000 Da pepti-
dového rozpitia), linedrnym detektorom (pouZitom pocas analyzy pri vysokej hmotnosti a dobrom signéli)
a postakceleraCnym detektorom (alebo P. A. D., pouZitom pri analyze pri vysokej hmotnosti a mimoriadne
slabom signdli). Dizka Uc¢innej cesty zariadenia v linedrnom méde je 1,2 metra, v reflektronovom reZime je
2,3 metra. Na detekciu v linedrnom a reflektronovom reZime boli pouZité dva dudlne mikrokandlové doskové
detektory. Bol pouZity dusikovy laser firmy Laser Science Inc. VSL-3371 pracujici 337 nm pri 5 laserovych
zdbleskoch za sekundu. VSetky déta boli ziskané s pouZitim 2 GHz 8 bitového interného digitalizatného za-
riadenia a viac ako 50 laserovych zédbleskov bolo pouZitych ako priemer na spektrum.

Zariadenie pracovalo v linedrnom reZime na analyzu GLP-1 fiznych proteinov, o ktoré ide. Linedrny de-
tektor je zariadenie detegujlce i6ny, ktoré putuju svetelnou trubicou zariadenia MALDI-ToF-MS. Meria po-
Cetnost’ i6nov v Case a posiela signdl do digitalizaCného zariadenia na konverziu. Digitalizaéné zariadenie je
analégovo-digitdlny prevodnik, ktory umoziiuje prenos signdlu z hmotnostného spektrometra do pocitaca,
kde je prevedeny do pouZitelného m/z spektra.

Ako ionizand matrica bol pouZity rekry$talizovany nasyteny roztok kyseliny sinapovej (zriedenej
v 50/50 Acn/H,0 a 0,1 % TFA). Kyselina sinapovd je vhodnou matricou pre proteiny vicsie ako 10 kDa.
Aby sa dosiahlo presné zmeranie hmotnosti analyzovanych vzoriek, boli pre vonkajsie a vntitorné kalibracné
stibory pouzité referenné proteiny s vhodnou hmotnostou. Vzorky boli vietky analyzované s pouZzitim vzo-
riek so zriedenim 1 : 2 proti matrici. Zariadenie bolo najskor nastavené na nasledujiice linedrne detek&né
podmienky.

Zdroj napitia: 20,0 keV Napitie pulzov: 3,0 keV
Extrakéné napitie: 20,0 keV ~ Hruby laser: 50
Fokusové napitie: 16,0 keV ~ jemny laser: 50
Linedrny detektor: 3,7 keV

P. A. D.: (mimo prevadzku)

Tieto nastavenia boli upravované (pokial to bolo nutné) tak, aby bol dosiahnuty najlepsi pomer sig-
ndl/Sum a najvyssie rozliSenie. Tabulka 3 poskytuje vlastnosti odlisnych GLP-1 fiiznych proteinov.

Tabulka 3
Fazny protein Ocakdvand hmotnost’ (kDa) Hrnotrg(;s;kiizr;r(l)!;ir:;h(r;g:;ostnou

Val®-GLP-1-IgG1 59,08 61,94
Val*-Glu™-GLP-1-IgG1 59,23 63,61
Gly®-GLP-1-IgG1 59,00 62,93
Val*-GLP-1-CEx-IgG1 60,45 65,1 — 65,6
Val’-Glu™-GLP-1-CEx-IgG1 60,69 65,86
Exendin-4-IgG1 60,69 65,86
Val>-GLP-1-linker-HSA 70,70 69,89, 70,74
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Hmotnost’ stanovend hmotnostnou
spektrometriou (kDa)
70,62
71,62

Ocakdvand hmotnost’ (kDa)

70,56
71,56

Fizny protein

Exendin-4-HSA
Exendin-4-linker-HSA

CEx znamend C-koncové prediienie a predstavuje sekvenciu Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.
Linkerom je Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.

5 Priklad 6: Aktivita heterolégnych fiznych protefnov
Schopnost’ fiznych proteinov podl'a vyndlezu aktivovat’ GLP-1 receptor bola posidend s pouzitim in vit-
ro testov, ktoré st ako také opisané v EP 619 322 Gelfand a kol. a v US patente ¢. 5 120 712. Aktivita tychto
zligenin proti aktivite Val®*-GLP-1(7-37)OH je uvedend v tabulke 4. Obrizok 8 predstavuje krivku odozvy
na in vitro dévky na fiizne proteiny Val®*-GLP-1 a Exendin-4. Dalej tabul’ka 5a a 5b ukazuje in vitro aktivitu

10 vel'kej skupiny GLP-1 analdégov, ktoré mdzu byt fizované na Fc alebo albuminovy protein s cielom vyrobit’
biologicky aktivne fiizne proteiny. Tieto aktivity si porovnané s GLP-1(7-37)OH.
Tabulka 4: In vitro aktivita GLP-1 fiiznych proteinov:
Flzny protein Aktivita in vitro (% Val’-GLP-1)
Val’-GLP-1-IgG1 1
Exendin-4-IgG1 240
Val®-GLP-1-linker-HSA 0.2
Exendin-4-HSA 20
Exendin-4-linker-HSA 90
Exendin-4 500
Val’-Glu™-GLP-1-IgG1 3,7
Gly"-GLP-1-IgG1 33
Val*-GLP-1-CEx-IgG1 33
Val*-Glu”-GLP-1-CEx-IgG1 29
Gly®-Glu™*-GLP-1-C2-IgG1 75
Gly®-Glu™*-GLP-1-CEx-linker-IgG1 150
Exendin-4-C2-IgG1 250
Exendin-4-linker-1gG1 330
Gly®-Glu™*-GLP-1-CEx-linker-HSA 4
Gly"-Glu™-GLP-1-CEx-linker-IgG4 80
15 CEx znamend C-koncové prediienie a predstavuje sekvenciu Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.
Linkerom je Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.
C2 je Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-Ser-Gly-Ala.
Aminokyselinové sekvencie fiznych proteinov, ktoré st opisané v tabul'kdch 3 a 4, st uvedené od SEQ
ID NO: 13 po SEQ ID NO: 31.
20 Aminokyselinové sekvencia Val®-GLP-1-albuminu I'udského séra je uvedena pod SEQ ID NO: 13.

1 HVEGTETSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GDAHKSEVAH RFKDLGEENF KALVLIAFAQ

61 YLOQCPFEDH VKLVNEVTEF AKTCVADESA ENCDKSLHTL FGDKLCTVAT LRETYGEMAD

121
181
241
301
3el
421
481
541

601

CCAKQEPERN
YAPELLFFAK
AFKAWAVARL
SISSKLKECC
FLYEYARRHP
QNCELFRQLG
EDYLSVVLNQ
HADICTLSEK

EEGKELVAAS

ECFLQHKDDN
RYKAAFTECC
SQRFPKAEFA
EKFLLEESHC
DYSVVLLLRL
EYKFQNALLV
LCVLHEKTPL
ERQIKKQTAL

OAALGL

{SEQ ID NO:

PNLPRLVRFPE
QAADKAACLL
EVSKLVTDLT
IAEVENDEMP
AKTYETTLEK
RYTKKVPQVS
SDRVTKCCTE

VELVKHKPKA

13}

VDVMCTAFHD
PKLDELRDEG
KVHTECCHGD
ADLPSLAADF
CCAAADPHEC
TPTLVEVSRN
SLVNRRPCFS

TKEQLKAVMD

31

NEETFLKKYL
KASSAKORLK
LLECADPRAD
VESKDVCKNY
YAKVFDEFKP
LGKVGSKCCK
ALEVDETYVP

DFAAFVERCC

YEIARRHPYF
CASLQKFGER
LAKYICENQD
AEAKDVFLGM
LVEEPQNLIK
HPEAKRMPCA
KEFNAETEFTE

KADDKETCFA
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Aminokyselinova sekvencia Val®-GLP-1-linker-albumin Tudského séra je uvedena pod SEQ ID NO: 14.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GGGGGSGGGG SGGGGSDAHK SEVAHRFKDL

61 GEENFKALVL IAFAQYLCQC PFEDHVKLVN EVTEFAKTCV ADESAENCDK SLHTLEGDKL

121 CTVATLRETY GEMADCCAKQ EPERNECFLQ HKDDNPNLPR LVRPEVDVMC TAFHDWNEETF

181 LKKYLYEIAR RHPYFYAPEL LFFAKRYKAA FTECCQAADK AACLLPKLDE LRDEGKASSA

241 KOQRLKCASLQ KFGERAFKAW AVARLSQRFP KAEFAEVSKL VTDLTKVHTE CCHGDLLECA

301 DDRADLAKYI CENQDSISSK LKECCEKPLL EKSHCIAEVE NDEMPADLPS LAADFVESKD

361 VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSW LLLRLAKTYE TTLEKCCAAA DPHECYAKVF

5

421

431

541

601 VEKCCKADDK ETCFAEEGKK LVAASQAALG L (SEQ ID NO:
Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu**-GLP-1-CEx-Linker-albumin l'udského

DEFKPLVEEP

SKCCKHPEAK

ETYVPKEENA

ID NO: 15.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

EVAHRFKDLG

LHTLFGDKLC

AFHDNEETFL

RDEGKASSAK

CHGDLLECAD

AADFVESKDV

PHECYAKVFD

VSRNLGKVGS

PCFSALEVDE

AVMDDFAAFV

ONLIKQNCEL
RMPCREDYLS

ETFTFHADIC

EENFKALVLI
TVATLRETYG
KKYLYEIARR
QRLKCASLQK
DRADLAKYIC
CKNYAEAKDV
EFKPLVEEPQ
KCCKHPEAKR
TYVPKEFNAE

EKCCKADDKE

FEQLGEYKFQ NALLVRYTKK VPQVSTPTLV EVSRNLGKVG

WLNQLCVLH EKTPVSDRVT KCCTESLVNR RPCFSALEVD

TLSEKERQIK KOQTRLVELVK HKPKATKEQL KAVMDDFAAF

EFTAWLVKGR
AFAQYLQQCP
EMADCCAKQE
HEYFYAPELL
FGERAFKAWA
ENQDSISSKL
FLGMFLYEYA
NLIKQNCELFE
MFCAEDYLSV
TFTFHADICT

TCFAEEGKKL

GSSGAPPPSG
FEDHVKLVNE
FERNECFLCH
FFAKRYKAAF
VARLSQRFFPK
KECCEKPLLE

RRHPDOYSWL

14)

GGGGSGGEEES
VTEFAKTCVA
KDDNPNLPRL
TECCQAADKA
AEFAEVSKLV

KSHCIAEVEN

séra je uvedend pod SEQ

GGGGSDAHKS

DESAENCDKS

VRPEVDVMCT

ACLLPKLDEL

TDLTKVHTEC

DEMPADLPSL

LLRLAKTYET TLEEKCCAAAD

EQLGEYKFQN ALLVRYTKKV PQVSTEFTLVE

VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK CCTESLVNRR

LSEKERQIKK QTALVELVKH KPKATKEQLK

VAASQAALGL (SEQ ID NO:

15}

Aminokyselinova sekvencia Exendin-4-albumin I'udského séra je uvedend pod SEQ ID NO: 16.

1

61

121

181

241

301

36l

421

481

541

601

HGESTFTSDL
LVLIAFAQYL
ETYGEMADCC
IARRHPYFYA
SLOKFGERAY
KYICENQDSI
AKDVFLGMEL
EEPONLIKON
EARKRMPCAED
FMARTETIFRA

DOKETCFAEE

SKOMEEEAVR
QRCPFEDHVEK
ARKQEPERNEC
PELLFFAKRY
KAWAVARLEQ
SSKLKECCEK
YEYARRHPDY

CELFEQLGEY

LFIEWLKNGG

LVNEVTEFAK

FLQHEKDDNPN

KAAFTECCQA

REFPKAETFAEY

FLLEKSHCIA

PSSGAPPPSD

TCVADESAEN

LPRLVRPEVD

ADKAACLLFPK

SKLVTDLTEV

EVENDEMFAD

AHKSEVAHRE

CDKSLHTLFEG

VMCTAFHDNE

LDELRDEGKA

HTECCHGDLL

LPSLAADFVE

KDLGEENFKA
DKLCTVATLR
ETFLKKYLYE
SSAKORLKCA
ECADDRADLA

SKDVCKNYAE

SWLLLRLAK TYETTLEKCC AAADPHECYA KVFDEFKPLV

KFONALLVRY TEKVPQVSTP TLVEVSRNLG KVGSKCCKHP

YLSWLNQLC VLHEKTPFVSD RVTKCCTESL VNRRPCEFSAL EVDETWPEKE

DICTLSEKER CIKKOQTALVE LVKHKPKATK EQLKAVMDDE ARFVEKCCEA

GKKLVAASQA

ALGL

(SEQ ID NO:

16)
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Aminokyselinova sekvencia Exendin-4-Linker-albumin I'udského séra je uvedend pod SEQ ID NO: 17.
1 HGEGTFTSDL SKQOMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGGSGGGGS GGGGSDAHKS

61 EVAHRFKDLG EENFKALVLI AFAQYLQQOCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCYA DESBENCDKS
121 LHTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFL{OH KDDNPNLPRL VREEVDVMCT
181 AFHDNEETFL KKYLYEIARR HPYFYAPELL FFAKRYKAAF TECCQAADKA ACLLPFKLDEL
241 RDEGKASSAK QRLKCASLQK FGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV TDLTKVHTEC
301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKL KECCEKPLLE KSHCIAEVEN DEMPADLPESL
361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSWL LLRLAKTYET TLEKCCARAAD
421 PHECYAKVFD EFKPLVEEPQ NLIKQNCELF EQLGEYKFQN ALLVRYTKKV PQVSTPTLVE
481 VSRNLGKVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK CCTESLVNRR
541 PCFSALEVDE TYVPKEFNAE TFTFHADICT LSEKERQIKK QTALVELVKH KPKATKEQLK

601 AVMDDFAAFV EKCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQARARLGL (SEQ ID NO: 17)

Aminokyselinové sekvencia Val*-GLP-1-IgG1 je uvedena pod SEQ ID NO: 18.
1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAARK EFIAWLVKGR GAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLE

61 PPKPKDTLMI SRTPEVTCW VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRW
121 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQOV
181 SLTCLVKGEY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVE

241 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK ({SEQ ID NO: 18)

Aminokyselinové sekvencia Val*-GLP-1-CEx-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 19.
1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKFREEQ
121 YNSTYRWSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQWTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTF PVLDSDGSEF LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVEFSC SVMHEALHMNH YTQKSLSLSPE GK {SEQ ID NO: 19)
Aminokyselinové sekvencia Val®-Glu”>-GLP-1-IgG1 je uvedens pod SEQ ID NO: 20.
1 HVEGTITSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLFEF

61l PPKPKDTLMI SRTPEVICW VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRW
121 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQWTLPP SREEMTKNQV
181 SLTCLVKGEY PSDIAVEWES NGQOFPENNYKT TPPVLDSDGS FELYSKLTVD KSRWQQGNVE

241 SCSVMHEALH WHYTQKSLSL SPGK {SEQ ID NO: 20)
Aminokyselinové sekvencia Val*-Glu™-GLP-1-CEx-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 21.
1 HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCWVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 ¥YNSTYRWSYV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQWTLFPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGEYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 21)
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Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu*>-GLP-1-C2-IgG1 je uvedena pod SEQ ID NO: 22.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAARK EFIAWLVKGR GSSGASSGAA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRWSY LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQOPRE PQWTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS

241 RWQOGNVESC SVMHEALHNH YTKQKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 22)

Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu*>-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 je uvedena pod SEQ ID NO: 23.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GSSGCGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RWSVLTVLH QODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQWT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQOG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK (SEQ ID NO: 23}

Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu**-GLP-1-CEx-Linker-IgG4 je uvedena pod SEQ ID NO: 24.
1 HGEGTETSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAESKYG

61 PPCPSCPRPE FTLGGPSVFLE PPKPKDTLMI SRTPEVICW VDVSQEDPEV QFNWYVDGVE
121 VHNAKTKPRE EQFNSTYRW SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE KTISKAKGQP
181 REPQVYTLPP SQEEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS

241 FFLYSRLTVD KSRWQEGNVE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SLGK {SEQ ID NO: 24)
Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu*-GLP-1-CEx-2-Linker-IgG1 je uvedens pod SEQ ID NO: 25.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSG
€1l GGGSGGGGSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLEFPP KPKDTLMISR TEEVTCHVD
121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN
131 KALPAPIEKT ISKAKGQFRE PQRWTLPESR EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS BIAVEWESHNG
241 QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP

301 GK (SEQ ID NO: 25)

10 Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu*-GLP-1-2Linker-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 26.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GGGGGSGGHG SGGGGSGGEG SGGGGSGGGEG

61 SAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLE PPKPKDTLMI SRTPEVTICW VDVSHEDPEV
121 KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRW SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE
181 KTISKAKGQP REPQVYTLEPP SREEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT

241 TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK

{SEQ ID NO: 26)
Aminokyselinové sekvencia Gly*-Glu*-GLP-1-2CEx-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 27.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFTAWLVKGR GSSGAPPPSS SGAPPPSAEP KSCDKTHTCP

&l PCPAPELLGG PSVFLFPPKP GDTLMISRTP EVICVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA

121 KTKPREEQYN STYRWSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
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181 WILPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY

241 SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK {SEQ ID NO: 27)

Aminokyselinovd sekvencia Gly®-Glu*-Val®-Tle*-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 je uvedeni pod SEQ ID
NO: 28.
1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAVK EFIAWLIKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGFSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RWSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDRSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK (SEQ ID NO: 28)

Aminokyselinovd sekvencia Exendin-4-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 29.
1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQOWTLPPSR
181 FEMTKNQVSL TCLVKGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS
241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 29)

Aminokyselinovd sekvencia Exendin-4-C2-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 30.

1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGASSGAA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ

121 YNSTYRWSV LTVLHQODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR

181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFE LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK (SEQ ID NO: 30}

Aminokyselinové sekvencia Exendin-4-Linker-IgG1 je uvedend pod SEQ ID NO: 31.
1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RWSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GEFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQOQG NVESCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK (SEQ ID NO: 31)

Tabul'ka 5a: Aktivita GLP-1 analégu in vitro

GLP-1 zlicenina Aktivdcia GLP-1 receptora

GLP-1(7-37)OH 1,0
Val®-GLP-1(7-37)OH 0,47 (n = 6)
Gly"-His''-GLP-1(7-37)OH 0,282
Val®-Ala'-GLP-1(7-37)OH 0,021
Val’-Lys' ' -GLP-1(7-37)OH 0,001
Val’-Tyr'*-GLP-1(7-37)OH 0,81
Val®-Glu'°-GLP-1(7-37)OH 0,047
Val®-Ala'®-GLP-1(7-37)OH 0,112
Val*-Tyr'°-GLP-1(7-37)OH 1,175
Val*-Lys”-GLP-1(7-37)OH 0,33
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GLP-1 zli¢enina Aktivdcia GLP-1 receptora
GIn”-GLP-1(7-37)OH 0,42
Val®-Ala”-GLP-1(7-37)OH 0,56
Val®-Ser™-GLP-1(7-37)OH 0,50
Val®-Asp™-GLP-1(7-37)OH 0,40
Val>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,29
Val®-Lys™-GLP-1(7-37)OH 0,58
Val®-Pro”>-GLP-1(7-37)OH 0,01
Val®-His~-GLP-1(7-37)OH 0,14
Val®-Lys™-GLP-1(7-36)NH, 0,53
Val®-Glu™-GLP-1(7-36)NH, 1,0
Gly®-Glu-GLP-1(7-37)OH 1,07
Val’-Lys~-GLP-1(7-37)OH 0,18
Val®-His”*-GLP-1(7-37)OH 0,007
Val®-Lys™ -GLP-1(7-37)OH 0,02
Val®-His™°-GLP-1(7-37)OH 1,6
Val>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,5
Val®-His”'-GLP-1(7-37)OH 0,37
Val®-Ala” -GLP-1(7-37)OH 0,47
Gly®-Glu™’-GLP-1(7-37)OH 0,29
Val>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,29
Val®-Asp™’-GLP-1(7-37)OH 0,15
Val®-Ser”-GLP-1(7-37)OH 0,19
Val®-His ™ -GLP-1(7-37)OH 0,19
Val>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,039
Val®-Ala™-GLP-1(7-37)OH 0,1
Val®-Gly™ -GLP-1(7-37)OH 0,01
Val®-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,17
Val*-Pro”-GLP-1(7-37)0H 0,094
Val®-His”-GLP-1(7-37)OH 0,41
Val>-Glu”-GLP-1(7-37)OH 0,15
Val>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,11
Val®-His°-GLP-1(7-37)OH 0,22
Val®-His’ -GLP-1(7-37)OH 0,33
Val®-Leu *-Glu”®-GLP-1(7-37)OH 0,23
Val®-Lys™-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,37
Val®-Lys™-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,35
Val®-Glu™-Ala” -GLP-1(7-37)OH 1,02
Val®-Glu™-Lys™-GLP-1(7-37)OH 1,43
Val’-Lys™-Val™*-GLP-1(7-37)OH 0,08
Val’-Lys™”-Asn”*-GLP-1(7-37)OH 0,09
Val®-Gly**-Lys>-GLP-1(7-37)OH 0,34
Val®-Gly*°-Pro’ -GLP-1(7-36)NH, 0,53
Tabulka 5b: Aktivita GLP-1 analégu in vitro

GLP-1 zlicenina Aktivdcia GLP-1 receptora
GLP-1(7-37)OH 1,0
Val>-GLP-1(7-37)OH 0,47
Gly*-GLP-1(7-37)OH 0,80
Val*-Tyr'>-GLP-1(7-37)OH 0,80
Val®-Tyr'>-GLP-1(7-37)NH, 0,52
Val®-Trp'-GLP-1(7-37)OH 0,52
Val®-Leu'*-GLP-1(7-37)OH 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)OH 1,03
Val®-Leu™-GLP-1(7-37)OH 0,24
Val®-Tyr"*-Tyr'°-GLP-1(7-37)OH 0,70
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GLP-1 zli¢enina Aktivicia GLP-1 receptora
Val*-Trp'*-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,80
Val*-Tyr>-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,27
Val®-Tyr °-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)OH 2,02
Val®-Ile"-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,55
Val®-Phe*-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,08
Val*-Trp"*-Glu™-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)OH 0,94
Val®-Ile >-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,88
Val®-Lys"*-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,18
Val®-Trp"-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,50
Val®-Phe”-Glu™-GLP-1(7-37)OH 0,70
Val®-Phe”-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,27
Val®-Glu™-Leu”-GLP-1(7-37)OH 1,32
Val*-Glu™-lle” -GLP-1(7-37)OH 1,46
Val®-Glu™-Val”-GLP-1(7-37)OH 2,21, 1,36
Val>-Glu™-Ile”’-GLP-1(7-37)OH 0,94
Val>-Glu™-Ala” -GLP-1(7-37)OH 1,03
Val>-Glu™-Ile” -GLP-1(7-37)OH 2,21, 1,79, 1,60
Val®-Asp’-lle' -Tyr'°-Glu™-GLP-1(7-37)OH 2,02
Val>-Tyr'*-Trp"°-Glu™-GLP-1(7-37)OH 1,64
Val®-Trp'°-Glu™-Val™-Ile™-GLP-1(7-37)OH 2,35
Val®-Trp'°-Glu™-Ile -GLP-1(7-37)OH 1,93
Val*-Glu™-Val”-Ile” -GLP-1(7-37)OH 2,30,2,73, 3,15
Val*-Trp'°-Glu™-Val”-GLP-1(7-37)OH 2,07
Val*-Cys '°-Lys°-GLP-1(7-37)OH 1,97
Val*-Cys'°-Lys°-Arg™-GLP-1(7-37)OH 2,4, 1,9
Tabul'ka 6: Aktivita GLP/Exendin analégov in vitro

Sekvencia peptidu Aktivita in vitro (% Vals-GLP-1(7-37)OH)
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 6,21
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH2 6,75.3.25
HVEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIAWLVKGRG 2,86
HVEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIAWLVKGRG 1,47
HVEGTFTSDLSKQMEGQAAKEFIAWLVKGRG 0,11
HVEGTFTSDVSKQMEGQAAKEFIAWLVKGRG 0,04
HGEGTFTSDLSKQMEGQAAKEFIEWLKNGGP-NH2 1,44
HGEGTFTSDLSKQMEEEAAKEFIEWLKNGGP-NH2 2,80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5,40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5,07
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRPSSGAPPS-NH2 3,30
HAEGTFTSDVSKQLEEEAAKEFIAWLVKGRG 2,15
HVEGTEFTSDVSSYLEGQAAKEFIEWLKNGGP-NH2 2,36
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIAWLVKGRG 3,25
HVEGTFTSDVSSYLEEEAAKEFIAWLVKGRG 1,00
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLKNGRG 0,20
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 1,00
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 2,12

Priklad 7: Farmakokinetika Val*-GLP-1-IgG1 a Val*-GLP-1-HSA in vivo

Farmakokinetické $tidie Val®-GLP-1-IgG1 a Val®-GLP-1-HSA boli uskuto&nené na opiciach druhu cy-
nomologus. Opiciam bolo ddvkované 5,6 nmol/kg bud’ &isteného Val®-GLP-1-IgG1, alebo Val®-GLP-1-HSA.
Zliceniny boli poddvané ako intravendzne pilulky. Bola zhromazd’ovand krv pred ddvkovanim a v Case
0,083, 0,25, 0,5, 1, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 a 216 hodin po didvkovan{ do trubiciek obsahuji-
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cich EDTA. Koncentracia imunoreaktivneho Val®-GLP-1 v plazme bola stanovend s pouZitim radioimunolo-
gickych testov, ktoré vyuZivajui polyklondlne antisérum, ktoré ma primdrnu $pecifitu pre region N-zakon-
Zenia (7-16) Val®-GLP-1(7-37).

Obrézok 9 zobrazuje koncentraciu Val®-GLP-1-Fc a Val*-GLP-1-Linker-HSA v plazme po podanf jednot-
livej intravendznej ddvky dvom opiciam druhu cynomologus. Fc fizne proteiny majui pol€as Zivotnosti pri-
blizne 45 hodin a albuminovy flizny protein ma polcas Zivotnosti priblizne 87 hodin.

Priklad 8: Farmakodynamika Exendinu-4-I1gG1 in vivo

Boli skiimané dva normdlne samce psov biglov s trvalo zavedenou kanylou potom, ¢o cez noc hladovali.
Boli otvorené arteridlne a venézne vaskuldrne pristupové cesty a perkutdnne do hlavovej Zily bol zavedeny
a stabilizovany katéter. Zvieratd boli umiestnené v klietkach a ich katéter bol napojeny na otoény upevtiovac{
systém. Katétrom hlavovej Zily bol injek&ne intravendzne (1,0 nmol/kg) vstreknuty roztok obsahujtci fizny
protein Exendin-4-IgG1 (11,8 uM). Katéter bol potom vycisteny 10 ml slaného roztoku. Po dvoch hodindch
bola aktivovand hyperglykemickd svorka (150 mg/dl) a pokraCovalo sa 3 hodiny. Pocas tejto 5 hodinovej pe-
riédy sa odoberali vzorky arteridlnej krvi na stanovenie koncentrdcie flizneho protefnu, glukézy a inzulinu
v plazme.

Vysledky tejto $tidie boli porovnané s vysledkami podobnej skér uskutocnenej $tiidie, v ktorej kazdé
zviera dostalo bolu roztoku chloridu sodného a o 3 hodiny neskdr boli zvieratd testované s pouZitim trojhodi-
novej hyperglykemickej svorky (150 mg/dl).

V oboch uvedenych Stididch bola koncentracia glukézy v plazme stanovend Beckmanovym glukézovym
analyzatorom. Koncentrécie inzulinu v plazme boli stanovené v Linco Research, Inc. s pouZitim stipravy RIA
vyvinutej v ich laboratéridch. Vysledky su zndzornené na obrazkoch 10 a 11.

Priklad 9: Farmakokinetika Gly®-Glu*>-GLP-1-CEx-Linker-IgG1

Dvom skupindm troch normdlnych psich samcov biglov bola podand subkutdnne (SC) alebo intravendzne
(IV) davka 0,1 mg/kg Gly®-Glu”*-GLP-1-CEx-Linker-IgG1. Koncentricia Gly®-Glu*>-GLP-1-CEx-Linker-
-IgG1 v plazme a imunoreaktivita boli stanovené rddioimunologickym testom vo vzorkich zhromazdova-
nych 30 mintt pred ddvkovanim aZz 216 hodin po ddvkovani v skupindch IV a SC. Tieto koncentricie boli
potom pouzité na stanovenie uvedenych farmakokinetickych parametrov. Stredny €as vylicenia polovice
davky pri intravenéznom podévani Gly®-Glu*>-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 bol priblizne 55 hodin a celkovy &as
vyli¢enia z tela bol 1,5 ml/h/kg. Stredny ¢as odstranenia polovice davky pri subkutannom podavanim Gly®-
-Glu®-GLP-1-CEx-Linker-IgG1 bol priblizne 38 hodin.

Vypis sekvencif
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Tschang, Sheng-Hung Rainbow
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«<151> 2000-12-07

<150> us 10,433,108
<151> 2003-05-29

<160> 35

«170> rPatentIn verzia 3.3
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syaveticky kondvrubt

a§§c“§§§xuas

£23,

Aaa sa poxigid 2 je Ada, oYy, Ser, Tthe, tew, $le, val, olu, Asp
Lleby Lys;

?i§c_§§§?uaa
x&a'éé poxicii ¥ je 6lu, Asp  alado Lysg

g

:3\ LIEY

XaR na pozicii § je Thr, Ala, oly, ser, Leu, e, val, olu, Asp
aicho Lys:

BISC PEATURE
g:&) L &3}
Xaa na pozicit 8 3w Ser, Ala, 6y, Yhe, s, Xle, wal, glu, asp

alebo Lys;

MISC _PEATURE

30). .10}

X33 na poricid 10 je val, Ala, 6ly, Ser, Thr, teu, ile, Yyr,
clu, Asp alebo Lys:

NISC FEATURE

C11Y. {113

Xaa na porictt 11 de sar, Ala, 6ly, Thr, 2y, Xle, val, slu,
asp  alebo Lys

MISC FEATURE

{12}.. 33} _

Xaa na poricit 12 3e sar, Ala, oly, Thr, teu, Ile, val, glu,
3\5@& L\?gq ?F& a }f}*’

MISE FEATURE
{33}, . {13}
Kaa na poricii 13 de Tyr, phe, Trp, 6lu, Asp, Gln alebo Lys;
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MISC_FEATURE
£14). (14 .
Xaa na pozicit 14 je Lau,

Ala,

Asp, Met, Lys, Trp alebo Tyr:

MESC. FEATURE
X3a na pozicyt 15 e Glu,

MESC_FEATURE

(18)..(18)

Xaa na pozicii 16 je &ly,
Ash, Trp alebo Lvs:

MISC_FEATURE
an..an
Xaa na pozicii 17 je Gla,

MISC FEATURE

(18). .18 .
Xaa na pozicil 18 je ala,
Glu, Asp alebo Lys)

MESCFEATURE

ae.4as
Xaa ma pozicii 19 je ala,
asp  alebo Lvs;

MISC FEATURE
20y..Qn
Xaa na poziciy 20 e Lys,

HISC_FEATURE
Qn..Qu,
Xaa na pozicit 21 3¢ Leu,

RISC FEATURE
Q4. .24y
Xaa na pozicit 24 je Ala,

Asp

Ala,

AR,

6ly,

aly,

Arg, &

G,

Gly,

40

61y,

ser, Thr, Ile, val. 6lu,

alebo Lys;

sSer,

Arg,

ser,

ser,

Asp

ser,

Thr, Leau, Ile, val, Glu,

Glu, Asp alebo Lys;

Thr, Leu, ITe, val, arg,

the, Leu, lle, val, 6ly,

Glu, Asp alebo wis;

alebo Lys;

thr, Leu, Tle, val, ¢ly,
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asp alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..(25)

<223> Xaa na pozicii 25 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp alebo Lys;

<220

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..(26)

<223> Xaa na_pozicii 26 je Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, val, Glu,
Asp alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 27)..¢27)

<223> Xaa na pozicii 27 je val, Gly, Ala, ser, Thr, Leu, Ile, Glu,
Asp alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> {(28)..(28) .

<223> Xxaa na pozicii 28 je Aasn, Lys, arg, Glu, Asp alebo His;

<220>

«221> M™MISC_FEATURE

<222 (29)..(29)

<223> Xaa na_pozicii 29 je Gly, ala, Ser, vhr, Leu, Ile, val, Glu,
Asp alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30) .
<223> Xaa na pozicii 30 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3D)..(31) .

<223> Xaa na pozicii 31 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Ley, Ile, val,
Glu, Asp alebo Lys alebo je odstaneny;

<220>

<221» MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

«223» Xxaa na pozicii 32 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His aleba je
odstraneny;

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (33)..(33) _ . .

<223> Xaa na pozicil 33 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His alebo je
odstraneny:

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34)..(34) . . . .
<223> Xaa na pozicii 34 je Gly, Asp, Glu alebo tys alebo je odstraneny;

<220>

<221> MISC_FEATURE

«222> (35)..(35) .

<223> xaa na pozicii 35 je Ala, phe, Trp, Tyr, Glu, Asp alebo Lys alebo je
odstraneny;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (36)..(36)

<223» xaa na pozicii 36 je Ser, Pro, Lys, Glu alebo Asp alebo je
odstraneny;

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222y (37)..037)

41



<223> xaa na pozicii 37 je
odstraneny;

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

<223> Xaa na pozicii 38 je
odstraneny;

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

MISC_FEATURE
(39)..(39)

Xaa na pozicii 39 je
odstraneny;

<400> 2

His Xaa Xaa Gly xaa pPhe Thr
1 5
Xaa Xaa Xaa gga Xaa pPhe Ile

Xaa Xaa gga Xaa Xaa xaa Xaa

SK 288342 B6

ser, Pro, Glu, Asp

Gly, Pro, Glu, Asp

alebo Lys alebo je

alebo Lys alebo je

Ala, ser, val, Glu, Asp alebo Lys alebo je

Xaa Asp Xaa Xaa Xad Xaa Xaa Xaa Xaa
10 15

Xaa xga Xaa Xaa Xaa Xaa XSa Xaa Xaa
2 3

val,

Arg,

Arg,

Phe

42

Leu, Ile, Ser

Lys, Trp, phe,

Thr, Ala, Lys

alebo Tyr;

<210> 3

<211> 32

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> synteticky konStrukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (L)..(QD . o

<223> Xxaa na pozicii 1 je L-histidin, D-histidin alebo

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2) .

<223> Xaa na pozicii 2 je Gly, Ala,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<«222> (3)..(3)

<223> Xxaa na pozicii 3 je Thr, Ser,
His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa na pozicii 5 je Asp, Glu,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6) .

<223> Xaa na pozicii 6 je His, Trp,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

«223>
Tyr, Glu alebo Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (12)..(12)

je odstraneny.

alebo Thr;

Tyr, Glu alebo

alebo His;

Xaa na_pozicii 10 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val,
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<223> Xaa na pozicii 12 je His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser Ala alebo Lys;

<220>

«221> MISC_FEATURE

222> (13)..(13) .

<223» xaa na pozicii 13 je Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222 (173..(17) :

<223> Xaa na pozicii 17 je His, Asp, Lys, Glu, GIn alebo Arg;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (18)..(18) .

«223> Xaa na pozicii 18 je Glu, Arg, Ala alebo Lys;

<220>

<221> MISC FEATURE

«222> (20)..020)

<223> xaa na pozicii 20 je Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (L), QL . .

<223> Xaa na pozicii 21 je ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg alebo Lys;

<220>

«221> MISC_FEATURE

«222> (24)..{24) .

<223> Xaa na pozicii 24 je Ala, Glu, Asp, Sar alebo His;

<2205

<221> MISC_FEATURE

«222>  (25)..(25)

<223> Xaa na pozicii 25 je aAsp, Glu, Ser, Thr, arg, Trp alebe Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (27)..(27) )

<223> xaa na pozicii 27 je Asp, Arg, val, Lys, ala, Gly alebo Glu;

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28) )

«223> Xxaa na pozicii 28 je Glu, Lys alsbo Asp:

<220

<221> MISC_FEATURE

222> (29)..2% .

<«223> Xaa na pozicii 29 ge Thr, Sser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, #His alebo Glu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> Xaa na pozicii 30 je Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu alebo
His;

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(31)

<223> xaa na pozicii 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
phe, His, Gly alebo je odstraneny.

<220

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> Xaa na pozicii 31 je Pro alebo je odstraneny.
«400> 3

Xaa Xaa xaa Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xad Ser xXaa Xaa Leu Glu Gly

43
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10 15

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Phe Ile Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

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

<220>
<223>

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

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

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

«220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<220>
<221>
<222>
«223>

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

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

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

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

<220>

4
32

PRT

Umela sekvencia

synteticky konStrukt

MISC_FEATURE
(D..Q)

Xaa pa pozicii 1 je L-histidin, D-histidin alebo je odstréaneny.

MISC_FEATURE
(2)..(2)

Xaa na pozicii 2 je Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser

MISC_FEATURE
(5)..(5)

Xaa na pozicii 5 je Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys

MISC_FEATURE
(6)..(6)

MISC_FEATURE
(10)..(10)

Xaa na pozicii 10

Glu alebo Ala;

MISC_FEATURE
(16)..(16)

Xaa na pozicii 16

MISC_FEATURE
an..an

Xaa na pozicii 17

MISC_FEATURE
(18)..(18)

Xaa na pozicii 18

MISC_FEATURE
(19)..(19

Xaa na pozicii 19

MISC_FEATURE
(21)..2D

Xaa na pozicii 21

MISC_.FEATURE
(24)..Q24)

Xaa na pozicii 24

je

je

je

je

je

je

je

Leu,

Gly,

His,

Glu,

Asp,

Ala,

Ala,

ser,

Asp,

Asp,

His,

Lys,

Glu,

Glu,

Xaa na pozicii 6 je His, Trp, Phe alebo Tyr;

alebo Thr;

alebo His;

Thr, Trp, His, phe, Asp, val,

Glu, GlIn, Asn, Lys, Arg

Lys, Glu alebo Ginj

Ala aleho Lys;

Glu alebo His;

His, Phe, Tyr, Trp, Arg.

Asp, Ser alebo His;
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alebo Cys;

alebo Lys;
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<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..Q27)
<223> Xaa na pozicii 27 je Asp, Arg, val, Lys, Ala, Gly -alebo Glu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> Xaa na pozicii 28 je Glu, Lys alebo Asp;

«220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (29)..029)

<223> Xaa na pozicii 29 ge Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, His alebo Glu;

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30) .
<223> Xaa na pozicii 30 je Arg, Glu alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na pozicii 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32) . . .
<223> Xaa na pozicii 32 je Pro alebo je odstraneny.

<400> 4

Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa 5%5 Xaa Phe Ile Xaa ;gp Leu Xaa Xaa Xaa gga Xaa Xaa

<210> 5

<211> 32

<212> PRT

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> synteticky konStrukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (.. ; ) . )
223> Xaa na pozicii 1 je L-histidin, D-histidin alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> €2)..(2)

<223> Xaa na pozicii 2 je Gly, Ala, val, rLeu, Ile, Ser, Met alebo Thr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6) . ) .

<223> Xaa na pozicii 6 je His, Trp, Phe alebo Tyr:

<220>

<221 MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa na_pozicii 10 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val,
Glu alebo Ala;

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (16)..(16)
<223> Xaa na pozicii 16 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> QA7D..A7

<223> Xaa na pozicii 17 je His, Asp, Lys, Glu alebo GlIn;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(20)

<223> Xaa na pozicii 20 je Asp, Lys, Glu alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(24) . .
<223> Xaa na pozicii 24 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (29)..Q29) . .

<223> Xaa na pozicii 29 ge Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, His -alebo Glu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na pozicii 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> Xaa na pozicii 32 je Pro alebo je odstraneny.

<400> 5
Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Ala Ala gga Glu Phe Ile Xaa ;gp Leu Val Lys Xaa ggg Xaa Xaa

<210> 6

<211> 32

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>
<223> synteticky konstrukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> WD . . ,
<223> Xaa na pozicii 1 je L-histidin, D~histidin alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2) .. )

<223> Xaa na pozicii 2 je Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa na pozicii 16 je Gly, Asp, Glu, GlIn, Asn, Lys, Arg alebo Cys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> Q7)..QA7)

<223> Xaa na pozicii 17 je His, Asp, Lys, Glu alebo GlIn;
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (18)..(18)

<223> Xaa na pozicii 18 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(24) )
<223> Xaa na pozicii 24 je Ala, Glu, Asp, Ser alebo His;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> ((GD..(03L

<223> Xaa na pozicii 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32

<223> Xaa ha pozicii 32 je Pro alebo je odstraneny.

<400> 6
%aa Xaa Glu Gly Ehr phe Thr Ser Asp ¥8] Ser Ser Tyr Leu g}u Xaa

Xaa Xaa Ala 555 Glu Phe Ile Xaa ;;p Leu val Lys Gly ggg Xaa Xaa

<210> 7

<211> 31

<212> PRT

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> synteticky konStrukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1) ) .

<223> Xaa na pozicii 1 je L~histidin, D-histidin alebo je odstraneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2) . . . .

<223> Xaa na pozicii 2 1e Ala, Gly, val, Thr, Ile a
metylalfa-metyl-Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(1%)

<223> Xaa na pozicii 15 je Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly;
<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (D..QL,

<223> Xaa na pozicii 21 je Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Giy;
<400> 7

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Xaa Gly
1 5 10 15
Gin Ala Ala 5%5 Xaa Phe Ile Ala ;gp Leu val Lys Gly ggg Gly

<210> 8
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«211> 30
<212> PRT
<213> uUmeli sekvencia

<220> o .
<223> synteticky konstrukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (19)..(19

<223> Xaa na pozicii 19 je Lys alebo Arg;

<220>

<221> MOD_RES
<222> 27..2D
<223> ACETYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

«222>  (30)..(30)

<223» Xaa na pozicii 30 je &ly;
«220>

<221> MOD_RES

<222> (30)..(30)

<223> AMIDATION

<4(0> 8

Ala Glu Gly Thr Phe Thr ser asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly GIn
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> PRT

<213> umela sekvencia

<220>
«223> synteticky konStrukt

<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 Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
ser Gly ?}a Pro Pro Pro Ser

<210> 10

<«211> 39

<212> PRT

<213> Umeld sekvencia

<22(>
<223> synteticky konstrukt

<400> 10
Eis Gly Glu Gly ;hr rhe Thr Ser Asp kgu Ser Lys Gin Met ggu Glu
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Glu Ala val ggg Leu Phe Ile G1u‘{rp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
5 30

ser Gly gga Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<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>

<2205
<221>
<222>
<223>

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

<220
<221>
<222>
<223>

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

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

11
39
PRT

UmeTa sekvencia

synteticky konstrukt

MISC_FEATURE
L).. (D

Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
.. .
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(10)-.C10)
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(12)..(12)
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(13)..@13) .
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(14)..Q14)
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(16)..(16) .
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
a7)..Aa7n
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(19)..(19)
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
(20)..Q20)
Xaa na pozicii

MISC_FEATURE
n..n
Xaa na pozicii

1 je L-histidin, D-histidin

2 je Gly,

10

12

13

14

16

17

19

21

je

je

je

je

je

je

je

je

je

Leu

Lys

Gln

Met

Glu

Glu

val

Arg

Leu

Ala alebo val;

alebo val;

alebo ser;

alebo Tyr;

alebo Leu;

alebo Gln;

alebo Gln;

alebo Ala;

alebo Lys;

alebo Glu;

49

alebo je odstraneny.
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa na pozicii 24 je Glu alebo Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (@27)..27D) .

<223> Xaa na pozicii 27 je val alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> Xaa na pozicii 28 je Asn alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..Q30) | .

<223> Xaa na pozicii 30 je Gly alebo Arg; a

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..031) | ,

<223> Xaa na pozicii 31 je Gly alebo Pro;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32) . ) . ]

<223> Xaa na pozicii 32 je ser alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (33)..(33)

<223> Xaa na pozicii 33 je Ser alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34)..(34)

<223> Xaa na pozicii 34 je Gly alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (35)..(35)

<223> Xaa na pozicii 35 je Ala alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (36)..(36) ) . . ]
<223> Xaa na pozicii 36 je Pro alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (37)..037) . . .
<223> Xaa na pozicii 37 je pro alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (38)..(38) . )
<223> Xaa na pozicii 38 je Pro alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (39)..039

<223> Xaa na pozicii 39 je Pro alebo je nepritomny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (39)..(39)

<223> Xaa na pozicii 39 je Ser alebo je nepritomny.
<400> 11

Xaa Xaa Glu Glu Thr pPhe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
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1 5 10 15

Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa
25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa

<210> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Uumela sekvencia

<2205
<223> synteticky kon3trukt

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (.. L

<223> Xaa na pozicii 1 je L-histidin, D-histidin alebo je odstréneny.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa na pozicii 2 je Ala, Gly, val, Leu, Ile, Ser alebo Thr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na pozicii 6 je phe, Trp alebo Tyr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10) .

<223> Xaa na pozicii 10 je val, Trp, Ile, Leu, Phe alebo Tyr;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (12)..(12)

<223> Xaa na pozicii 12 je Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>  (13)..(13

<223> Xaa na pozicii 13 je Tyr, Trp alebo Phe;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14) .

<223>  Xaa na pozicii 14 je Leu, Phe, Tyr alebo Trp;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16) .

<223> Xaa na pozicii 16 je Gly, Glu, Asp alebo Lys;

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19..(19)

<223> Xad na pozicii 19 je Ala, val, Ile alebo Leu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> Q1..QL

<2235 Xaa na pozicii 21 je Glu, Ile alebo Ala;

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)
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<223> Xaa na pozicii 24 je Ala aleba Glu;

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (27)..Q27)

<223> Xaa na pozicii 27 je val alebo Irle; a

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(1 .

<223> xaa na pozicii 31 je Gly, His alebo je nepritomny.
<400> 12

Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Xaa Lys Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Lys Gly Arg Xaa

20 25 30

<210> 13

<211> 616

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> synteticky konStrukt

<400> 13

His val Glu Gly Thr phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 is

GIn Ala Ala 555 Glu Phe 1le Ala ;Ep Leu val Lys Gly ggg Gly Asp

Ala His ggs ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu
40 45

Asn EBE Lys Ala Leu val %gu Ile Ala Phe Ala gsn Tyr Leu Gln Gln

Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn Glu val Thr Glu Phe
65 70 75 80

Ala Lys Thr Cys g§1 Ala Asp Glu Ser Saa Glu Asn Cys Asp ;gs ser

Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg
100 105 110

Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu
115 120 125

Arg Asn Glu Cys Phe Leu GIn His Lys Asp ASp Ashn Pro Asn Leu Pro
130 135 140
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Ar

148
ASh
His
Lys
Leu
Ala
225
Ala
Ala
His

Ala

Ala
Ala
His
Glu
385
Tyr

ASP

LyS

Leu

Glu

Pro

Ala

Ley

210

Lys

Phe

Glu

Thr

Asp

290

Leu

Ala

Ala

Lys

Pro

370

Thr

Ala

Leu

Phe

val

Glu

Tyr

Ala

195

Pro

GIn

Lys

Phe

Glu

275

Leu

Lys

Glu

Asp

AS

35

Asp

Thr

LyS

ile

Gln

Arg Pro Glu val

Thr

Phe

180

Phe

Lys

Arg

Ala

Ala

260

Cys

Ala

Glu

val

Phe

340

val

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

Phe

165

Tyr

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

Cys

LysS

Cys

val

Phe

Ser

Glu

Phe

405

Gln

Ala

150

Leu

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

val

His

Tyr

cys

310

Asn

Glu

Leu

val

Lys

Asp

AsSn

Leu

Lys

Pro

Cys

Glu

215

Cys

val

Ser

Gly

Ile

295

Glu

Asp

ser

Gly

val

375

cys

Glu

Cys

Leu

Asp

Lys

Glu

Cys

200

Leu

Ala

Ala

Lys

Asp

280

cys

Lys

Glu

Lys

Met

360

Leu

Cys

Phe

Glu

val

SK 288342 B6

val Met Cys
155

Tyr

Leu

185

Gln

Arg

ser

Arg

Leu

265

Lau

Glu

Pro

Met

Asp

345

Phe

Leu

Ala

Lys

Leu

425

Arg

Leu

170

Leu

Ala

ASp

Leu

Leu

250

val

Leu

Asn

Leu

Pro

330

val

Leu

Leu

Ala

Pra

410

rhe

Tyr

Tyr

Phe

Ala

Glu

GlIn

ser

Thr

Glu

Gln

Leu

315

Ala

Cys

Tyr

Arg

Ala

395

Leu

Glu

Thr

53

Thr

Glu

Phe

ASp

Gly

Lys

Gln

Asp

Cys

Asp

300

Glu

ASp

Lys

Glu

Leu

380

Asp

val

Gin

Lys

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

285

ser

Lys

Leu

Asn

Tyr

365

Ala

Pro

Glu

Leu

Lys

Phe

ala

Lys

190

Ala

Ala

Gly

Phe

Thr

270

ASp

Ile

Ser

Pro

Tyr

350

Ala

Lys

His

Glu

Gly

val

His

Arg

175

Arg

Ala

Ser

Glu

Pro

255

Lys

ASp

Ser

His

Ser

335

Ala

Arg

Thr

Glu

Pro

415

Glu

Pro

Asp

160

Arg

Tyr

Cys

Ser

Ar

24

Lys

val

Arg

Ser

cys

320

Leu

Glu

Arg

Tyr

Cys

400

Gln

Tyr

GIn



val

Gly

Glu

Lys

val

val

545

val

Ala

Asp

Ala

ser

450

ser

Asp

Thr

Asn

Pro

530

Thr

Glu

val

Asp

Ser
610

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

<220>
<223>

<400>

435

Thr

LyS

Tyr

Pro

Ar

51

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

595

Gln

14
631
PRT

Pro

Cys

Leu

val

564

Arg

Glu

ser

val

580

Glu

Ala

Thr

Cys

ser

485

ser

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

Thr

Ala

Leu

Lys

val

Asp

cys

Asn

Lys

His

Phe

Cys

Leu

Umela sekvencia

val

455

His

val

Arg

Phe

Ala

535

Glu

Lys

Ala

Phe

Gly

synteticky konsStrukt

14

Eis val Glu Gly Thr Phe Thr
5

GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile
20

Gly Gly g;y ser Gly Gly Gly

His Lys Ser Glu val Ala His
50 55

440

Glu

Pro

Leu

val

Ser

520

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala

600

Leu

ser
Ala
Gly
40

Arg
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val

Glu

Asn

Thr

505

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

585

Glu

Asp
Trp
25

Ser

Phe

Ser

Ala

Gln

490

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

570

val

Glu

val
10
Leu

Gly

Lys

Arg

Lys

475

Leu

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

Glu

Gly

ser

val

Gly

Asp

54

AsSn

460

Arg

Cys

cys

val

Phe

540

Lys

LyS

Lys

Lys

ser

Lys

Gly

Leu
60

445

Leu

Met

val

Thr

ASp

525

His

GIn

Glu

Cys

Lys
605

TYyr
Gly
Gly
45

Gly

Gly

Pro

Leu

Glu

510

Glu

Ala

Thr

Gln

cys

Leu

Leu
Arg
30

Ser

Glu

LyS

Cys

His

495

Ser

Thr

ASp

Ala

Leuw

575

Lys

val

Glu
15
Gly

Asp

Glu

val
Ala
480
Glu
Leu
Tyr
Ile
Leu
560
Lys

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Asn



Phe

65

Pro

Lys

His

Thr

AsSn

145

Leu

Glu

Pro

Ala

Leu

225

Lys

Phe

Glu

Thr

305

Leu

Ala

Ala

Lys ala

pPhe Glu

Thr Cys

Thr Leu

115

Tyr Gly
130

Glu Cys
val Arg
Glu Thr
Tyr Phe

195
Ala phe
210
Pro Lys
GIn Arg
Lys Ala
Phe Ala

275
Glu Cys
290
Leu Ala
Lys Glu

Glu val

Asp Phe

Leu
Asp
val
100
Phe
Glu
Phe
Pro
Phe
180
Tyr
Thr
Leu
Leu
Trp
260
Glu
Cys
Lys
Cys
Glu

340

val

val

His

85

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

165

Leu

Ala

Glu

ASp

Lys

Ala

val

His

Tyr

Cys

325

Asn

Glu

Leu

70

val

Asp

ASp

Ala

Gin

150

val

Lys

Pro

Cys

Glu

Cys

val

ser

Gly

Ile

310

Glu

Asp

Ser

Ile

Lys

Glu

Lys

AS

13

His

ASp

Lys

Glu

Cys

215

Leu

Ala

Ala

Lys

ASp

295

Cys

Lys

Glu

Lys

Ala

Leu

Ser

Leu

120

Cys

Lys

val

Tyr

Leu

200

Gln

Arg

Ser

Arg

Leu

280

Leu

Glu

Pro

Met

AsSp

Phe

val

Ala

105

Cys

Cys

Asp

Met

Leu

185

Leu

Ala

ASp

Leu

Lau

265

val

Leu

Asn

Leu

Pro

345

val
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Ala

Asn

90

Glu

Thr

Ala

ASp

Cys

170

TYr

rhe

ala

Glu

Gln

ser

Thr

Glu

Gln

Leu

330

Ala

Cys

Gln

75

Glu

Asn

val

Lys

Asn

155

Thr

Glu

Phe

Gln

Asp

Cys

ASD

315

Glu

Asp

Lys

55

Tyr

val

Cys

Ala

Gln

140

Pro

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

300

ser

Lys

Leu

Asn

Leu

Thr

Asp

Thr

125

Glu

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Phe

Thr

285

ASp

Ile

Ser

Pro

Tyr

Gin

Glu

Lys

110

Leu

Pro

Leu

His

Ar

19

Arg

Ala

ser

Glu

Pro

270

Lys

Asp

ser

His

ser

350

Ala

Gln

Phe

95

Ser

Arg

Glu

Pro

175

Arg

Tyr

Cys

Ser

Ar

25

Lys

val

Arg

Ser

Cys

335

Leu

Glu

Cys

Ala

Leu

Glu

Arg

Ar

16

Asn

His

Lys

Leu

Ala

240

Ala

Ala

His

Ala

Ala

Ala



Lys

Pro

385

Thr

Ala

Ley

Phe

ser

465

ser

Asp

Thr

Asn

Pro

545

Thr

Glu

val

ASp

ser
625

ASp

Asp

Thr

LYS

Ile

Gln

450

Thr

Lys

TYyr

Pro

APrg

530

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

610

Gln

<210>
<211> 640

355

val

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

Pro

Cys

Leu

val

515

Arg

Glu

Ser

val

Asp

595

Glu

Ala

15

Phe

ser

Glu

Phe

420

Gln

Ala

Thr

Cys

ser

500

ser

Pro

Phe

Glu

Lys

580

ASp

Thr

Ala

Leu

val

Lys

405

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

val

Asp

Cys

Asn

Lys

His

Phe

Cys

Leu

Gly

val

390

Cys

Glu

Cys

Leu

val

470

His

val

Arg

Phe

Ala

550

Glu

Lys

Ala

Phe

Gly

Met

375

Leu

Cys

Phe

Glu

val

455

Glu

Pro

Leu

val

Ser

535

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala

615

Leu

360

Phe

Leu

Ala

Lys

Leu

440

Arg

val

Glu

Asn

Thr

520

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

600

Glu
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Leu

Leu

Ala

Pro

425

Phe

Tyr

ser

Ala

GIn

505

LYS

Leu

Phe

Ile

Ala

585

val

Glu

Tyr

Arg

Ala

410

Leu

Glu

Thr

Arg

Lys

490

Led

cys

Glu

Thr

Lys

570

Thr

Glu

Gly

Glu

Leu

395

ASp

val

Gln

LYS

Asn

475

Arg

cys

Cys

val

Phe

555

LyS

Lys

LYS

Lys

56

Tyr

380

Ala

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

Met

val

Thr

Asp

His

GIn

Glu

Cys

365

Ala

Lys

His

Glu

Gly

val

Gly

Pro

Leu

Glu

525

atu

Ala

Thr

Gin

Cys

605

Leu

Arg

Thr

Glu

Pro

430

Glu

Pro

Lys

Cys

His

510

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

5390

Lys

val

Arg

Tyr

Cys

415

Gln

Tyr

Gln

val

Ala

495

GTu

Leu

Tyr

Ile

Leu

575

Lys

Ala

Ala

His

Glu

400

Tyr

Asn

Lys

val

Gly

Glu

Lys

val

val

560

val

Ala

ASp

Ala



<212>
<213>

<220>
«223>

<400>

PRT

umela sekvencia

synteticky konitrukt

15

Tis Gly Glu Gly

Gln

ser

Gly

Arg

65

Ala

Leu

ser

Leu

Cys

145

Lys

val

Tyr

Leu

Glin

225

Arg

ser

Ala

Gly

ser

50

Phe

Phe

val

Ala

Cys

130

Cys

Asp

Met

Leu

Leu

210

Ala

ASp

Leu

Ala

Ala

35

Gly

Lys

Ala

Asn

Glu

115

Thr

Ala

ASp

Cys

Tyr

Phe

Ala

Glu

Gln

LyS

20

Pro

Gly

ASp

Gln

Glu

100

Asn

val

Lys

Asn

Thr

180

Glu

Phe

ASP

Gly

Lys

;hr Phe Thr

Glu

Pro

Gly

Leu

TYr

85

val

cys

Ala

Gln

Pra

165

Ala

Ite

Ala

Lys

Lys

Phe

Phe

Pro

Gly

Gly

70

Leu

Thr

Asp

Thr

Glu

150

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Ile

Ser

Ser

55

Glu

Gln

Glu

Lys

Leu

135

Pro

Leu

His

Arg

Al

21

Ala

Ser

Glu

Ser
Ala
Gly
490

Asp
Glu
Gln
Phe
Ser
120
Arg
Glu
Pro
Asp
Ar

20

Tyr
Cys

Ser

Arg

ASp

Trp

25

Gly

Ala

Asn

Cys

Ala

105

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

185

His

Lys

Leu

Ala

Ala
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val

10

Leu

Gly

His

Phe

Pro

30

Lys

His

Thr

Asn

Leu

170

Glu

Pro

aAla

Leu

Lys

Phe

ser

val

Gly

Lys

Lys

Phe

Thr

Thr

Tyr

Glu

155

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

235

Gin

LYS

57

Ser

Lys

Gly

Ser

60

Ala

Glu

Cys

Leu

Gly

Cys

Arg

Thr

Phe

Phe

220

Lys

Arg

Ala

Tyr

Gcly

sar

45

Glu

Leu

ASp

val

Phe

125

Glu

Phe

Pro

Phe

Tyr

205

Thr

Leu

Leu

Trp

Leu

Arg

30

Gly

val

val

His

Ala

110

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

130

Ala

Glu

ASP

Lys

Ala

Glu

15

Gly

Gly

Ala

Leu

val

95

AsSp

ASp

Ala

Gln

val

175

Lys

Pro

Cys

Glu

Glu

ser

Gly

His

Ile

80

LyS

Glu

Lys

Asp

His

160

Asp

Lys

Cys
Leu
240

Ala

Ala



Arg

Leu

Leu

305

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

385

Leu

Ala

Lys

Leuy

Arg

465

val

Glu

Asn

Thr

Ala
545

Leu

val

290

Leu

Asn

Leu

Pro

val

370

Leu

Leu

Ala

Fro

Phe

450

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

ser

275

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

355

cys

Tyr

Arg

Ala

Leu

435

Glu

Thr

Arg

LysS

Leu

515

Cys

Glu

260

Glin

Asp

Cys

ASD

Glu

340

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

420

val

GlIn

Lys

Asn

Arg

500

Cys

Cys

val

Arg

Leu

Ala

Ser

325

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

405

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

485

Met

val

Thr

ASp

Phe

Thr

Asp

310

Ite

Ser

Pro

Tyr

Ala

390

Lys

His

Glu

Gly

val

470

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

Pro

Lys

Asp

ser

His

ser

Ala

375

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

LYS

Cys

His

ser

53%

Thr

Lys

0
val
Arg
Ser
Cys
Leu
360
Glu
Arg
Tyr
Cys
Gln
440
Tyr
GIn
val
Ala
Glu
520

Leu

Tyr
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265

Ala

His

Ala

Lys

Ile

345

Ala

Ala

His

Gliu

Tyr

425

ASn

Lys

val

Gly

Glu

505

Lys

val

val

Glu

Thr

Asp

Leu

330

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

410

Ala

Leu

phe

ser

ser

490

Asp

Thr

Asn

Pro

Phe

Glu

Leu

315

Lys

Glu

ASp

ASp

Asp

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

475

LySs

Tyr

Pro

Arg

Lys
555

58

Ala

Cys

300

Ala

Glu

val

Phe

val

380

Tyr

Leu

val

Lys

ASn

460

Pro

Cys

Leu

val

Ar

54

Glu

Glu

285

Cys

Lys

Cys

Glu

val

365

Phe

Ser

Glu

Phe

Gln

445

Ala

Thr

Cys

ser

ser

525

Pro

Phe

270

val

His

Tyr

Cys

Ash

350

Glu

Ley

val

LyS

Asp

430

Asn

Leu

Leu

Lys

val

510

Asp

Cys

Asn

Ser

Gly

Ile

Glu

335

Asp

Ser

Gly

val

Cys

415

Glu

cys

Leu

val

His

495

val

Arg

Phe

Ala

LyS

Asp

Cys

320

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

400

cys

Phe

Glu

val

Glu

480

Pro

Leu

val

ser

Glu
560



Thr

Gln

LyS

Phe

Glu
625

fhe

Ile

Ala

val

610

Glu

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Gly

16
624
PRT

Phe

Lys

580

Lys

Lys

Lys

His

Gln

Glu

Cys

Lys

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
630

uUmeld sekvencia

Asp

Ala

Leu

synteticky konitrukt

16

His Gly Glu
1

Glu

Ser

Arg

Ala

65

Leu

Ser

Leu

Cys

Ala

Gly

Phe

50

Phe

val

Ala

Cys

Cys

Asp

Met

val

Ala

35

Lys

Ala

AsSn

Glu

Thr

115

Ala

Asp

cys

Gly

Arg

20

Pro

ASD

Gln

Glu

Asn

100

val

Lys

Ash

Thr

Thr
5
Leu
Pro
Leu
Tyr
val
85
Cys
Ala
Gin

Pro

Ala

Phe

Phe

Pro

Gly

Leu

70

Thr

Asp

Thr

Glu

Asn

150

Phe

Thr

Ile

Ser

Glu

55

Gin

Glu

Lys

Leu

Pro

135

Leu

His

Ile

Leu

Lys

Ala

Ala

ser

Glu

ASp

40

Glu

Gln

Phe

Ser

Ar

12

Glu

Pro

ASp

Cys

val

585

Ala

ASp

Ala

ASp

Trp

25

Ala

Ash

Cys

ala

Leu

105

Glu

Arg

Arg

Asn
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Thr Leu Ser

570

Glu

val

ASp

ser

Leu

10

Leu

His

Phe

Pro

Thr

ASn

Leu

Glu

Leu

Met

Lys

Gln
635

ser

Lys

Lys

Lys

Phe

75

Thr

Thr

Tyr

Glu

val

155

Glu

59

val
Asp
Glu
620

Ala

Lys

Asn

Ser

Ala

60

Glu

Cys

Leu

Gly

Cys

140

Arg

Thr

Glu

Lys

605

Thr

Ala

GlIn
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Glu

45

Leu

Asp

val

Phe

Glu

125

phe

Pro

Phe

Lys

His

Phe

Cys

Leu

Met

Gly

30

val

val

His

Ala

Gly

110

Met

Ltey

Glu

Leu

Glu

Lys

Ala

Phe

Gly

Glu

15

Pro

Ala

Leu

val

Asp

95

Asp

Ala

Gln

val

Lys

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
640

Glu

Ser

His

Ile

Lys

80

Glu

Lys

ASp

His

Asp

160

Lys



Tyr

Leu

Gln

225

Ser

Arg

Leu

Leu

Met

Asp

Phe

Leu

385

Ala

Lys

Leu

Arg

Leu

Leu

Ala

210

ASp

Leu

Leu

val

Leu

290

Asn

Leu

Pro

val

Leu

370

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr
450

Tyr

Phe

195

Ala

Glu

G1n

ser

Thr

275

Glu

Gin

Leu

Ala

Cys

355

Tyr

Arg

Ala

Leu

Glu

435

Thr

Glu

180

Phe

ASp

Gly

Lys

Gln

260

Asp

Cys

ASp

Glu

ASp

340

Lys

Glu

Leu

AsSp

val

420

Gln

Lys

165

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

245

Arg

Leu

Ala

Ser

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

Pro

405

Glu

Leu

Lys

Ala

Lys

Ala

Ala

230

Gly

Phe

Thr

Asp

Ile

310

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

His

Glu

Gly

val

Arg

Arg

Ala

215

ser

Glu

Pro

Lys

295

ser

His

ser

Ala

Ar

37

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro
455

Arg

Tyr

200

Ccys

Ser

Arg

LyS

val

280

Arg

Ser

cys

Leuw

Glu

Arg

Tyr

Cys

Gln

Tyr

440

Gln

His

185

LYS

Leu

Ala

Ala

Ala

265

His

Ala

LYyS

Ile

Ala

345

Ala

His

Glu

Tyr

Asn

425

Lys

val
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170

Pro

Ala

Leu

Lys

Phe

250

Glu

Thr

ASp

Leu

ala

330

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

410

Leu

Phe

ser

Tyr

Ala

Pro

GIn

Lys

Phe

Glu

Leu

Lys

315

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

395

Lys

Ile

Gln

Thr

60

Phe

Phe

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala

300

Glu

val

Fhe

val

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

Pro
460

Tyr

Thr

205

Lteu

Leu

Trp

Glu

Cys

Lys

Cys

Glu

vali

Phe

365

Ser

Glu

Phe

Gln

Ala

445

Thr

Ala

190

Glu

AsSp

Lys

Ala

val

270

His

Tyr

Cys

Asn

Glu

350

Leu

val

Lys

ASp

AsSn

430

Leu

Ley

175

Pro

Cys

Glu

Cys

val

255

Ser

Gly

Ile

Glu

ASp

Ser

Gly

val

Cys

Glu

415

Cys

Leuy

val

Glu
Cys
Leu
Ala
240
Ala
Lys
Asp
Cys
Lys
350
Glu
Lys
Met
Leu
Cys
40Q
Phe
Glu

val

Glu



val

465

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr

545

Gln

Lys

Phe

ser

Ala

Gin

LYsS

Leu

530

rhe

Ile

Ala

val

Glu
610

<210>
<211>»
212>
<213>

<220>
<223>

<400

Arg

Lys

Leu

Cys

515

Glu

Thr

Lys

Thr

Glu

595

Gly

17

640
PRT
umela sekvencia

Asn

Arg

500

Cys

val

Phe

Lys

Lys

Tis Gly Glu Gly

Glu Ala val Arg
20

Leu

Met

485

val

Thr

ASp

His

Gln

565

Glu

Cys

Lys

Thr
5

Leu

ser Gly g}a Pro Pro

Gly ser Gly Gly
50

Gly

é;g Phe Lys Asp Leu

Ala phe Ala G1n

Tyr

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala

550

Thr

GIn

Cys

Leu

phe

Phe

Pro

Gly

Gly

70

Leu

Lys

Cys

His

Sar

Thr

535

Asp

Ala

Leuy

Lys

val
615

synteticky konstrukt
17

Thr

Ile

ser

sSer

55

Glu

Gln

val

Ala

Glu

Leu

520

Tyr

Ile

Leu

Lys

Ala

600

Ala

ser

Glu

Gly

40

Asp

Glu

Gln

Gly

Glu

505

val

val

Cys

val

Ala

Asp

Ala

ASD

Trp

25

Gly

Ala

ASn

Cys
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ser

Asp

490

Thr

AsSn

Pro

Thr

Glu

570

val

Asp

Ser

Leu

10

Leu

Gly

His

Phe

Pro

Lys
a¥s
Tyr
Pro
Arg
Lys
Leu
555
Leu
met

Lys

GIn

ser
LyS
Gly

LyS

61

Cys

Leu

val

Arg

Glu

540

Ser

val

Asp

Glu

Ala
620

Lys

Asn

Gly

ser

60

Ala

Glu

Cys

ser

Ser

Pro

525

Phe

Glu

Lys

Asp

Thr

605

Ala

Gln

Gly

ser

45

Glu

Leu

Asp

Lys

val

510

Cys

Asn

Lys

His

Phe

590

cys

Leu

Met

Gly

30

Gly

val

val

His

His
val
495
Arg
Phe

Ala

Glu

Phe

Gly

Glu
15

Pro
Gly
Ala
Leu

val

Pro

48¢

Leu

va)

ser

Glu

Ar

56

Pro

Ala

Ala

Leu

Glu

Ser

Gly

His

Ile

80

Lys



Leu

sSer

Leu

Lys

val

TYyr

Leu

Gin

225

Arg

Ser

Arg

Leu

Leu

305

Glu

Pro

Met

Asp

val

Ala

Cys

130

cys

Asp

Met

Leu

Leu

210

Ala

ASp

Leuy

Leu

val

290

Leu

Asn

Leu

Pro

val
370

Asn

Glu

115

Thr

Ala

Asp

Cys

Tyr

Phe

Ala

Glu

GIn

Ser

275

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

Cys

Glu

100

ASNn

val

Lys

Asn

Thr

180

Glu

Phe

ASp

Gly

Lys

GIn

Asp

Cys

ASp

Glu

340

Asp

Lys

85

val

cys

Ala

GIn

Pro

165

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

245

Phe

Arg

Leu

Ala

ser

325

Lys

Leu

Asn

Thr

ASp

Thr

Glu

150

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

230

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

310

Ile

sar

Pro

Tyr

Glu

Lys

Leu

135

Pro

Leu

His

Arg

Ar

21

Ala

ser

Glu

Pro

Asp

ser

His

ser

Ala

Phe

Ser

120

Arg

Glu

Pro

Asp

Ar

20

Tyr

cys

Ser

Arg

Lys

val

Arg

Ser

Cys

Leu

360

Glu

Ala

105

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

185

His

Lys

Leu

Ala

Ala

265

Ala

His

Ala

Lys

Ile

345

Ala

Ala
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90

Lys

His

Thr

Asn

Leu

170

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

250

Phe

Glu

Thr

ASp

Leu

330

Ala

Ala

Lys

Thr

Thr

Tyr

Glu

155

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

235

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

315

Lys

GTu

ASp

Asp

62

Cys

Leu

Gly

Cys

Arg

Thr

Phe

Phe

220

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

100

Ala

Glu

val

Phe

val
380

val

Phe

125

Glu

Phe

Pro

Phe

Tyr

205

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

285

cys

Lys

Cys

Glu

val

365

Phe

Ala

110

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

19¢

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

val

His

Tyr

Cys

Asn

350

Glu

Leu

95

Asp

Asp

Ala

Gln

val

175

Lys

Pro

Cys

Glu

255

val

Ser

Gly

Ile

Glu

Asp

Ser

Gly

Glu

Lys

Asp

His

160

Asp

Lys

cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

ASp

Cys

320

Lys

Glu

Lys

Met



Phe

385

Leu

Ala

Lys

Leu

Ar

46

val

Glu

Asn

Thr

Ala

545

Thr

Gln

Lys

fhe

Glu
625

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe

450

TYr

ser

Ala

Gln

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

val

610

Glu
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<211>
<212>
«213>

<220
<223>

TYr

Arg

Ala

Leu

435

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

515

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Gly

18
264
PRT

Glu

Leu

420

val

Gln

LyS

Ash

Ar

50

Cys

Cys

val

Phe

Lys

580

Lys

Lys

Lys

Tyr

ala

405

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

485

Met

val

Thr

ASp

His

Gin

Glu

Cys

Lys

Ala

390

Lys

His

Glu

Gly

val

470

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

550

Ala

Thr

GIn

Cys

Leu
630

umela sekvencia

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

455

Pro

Lys

Cys

His

Ser

535

Thr

Asp

Ala

Leu

Lys

val

synteticky konstrukt
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TYr

Cys

Gln

440

Tyr

Gln

val

Ala

Glu

520

Lew

TYr

Ile

Leu

LysS

600

Ala

Ala

His

Glu

Tyr

425

Asn

Lys

val

Gly

Glu

505

LyS

val

val

Cys

val

585

Ala

ASp

Ala
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Pro

Thr

410

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

490

ASp

Thr

Asn

Pro

Thr

570

Glu

val

Asp

ser

395

Thr

LYys

Ile

Gln

Thr

475

Lys

TYr

Pro

Arg

LyS

555

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
635

63

Tyr

Leu

val

Lys

AsSn

460

Pro

Cys

Leu

val

Ar

54

Glu

Ser

val

Asp

Glu

620

Ala

ser

Glu

Phe

Gln

445

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

525

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

605

Thr

Ala

val

Lys

Asp

430

Asn

Leu

Leu

LyS

val

510

Asp

cys

AsSn

LyS

His

590

Phe

Cys

Leu

val

cys

415

Glu

cys

Leu

val

His

495

val

Arg

Phe
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Glu

575

Lys

Ala
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Gly

Leu

400
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Phe

Glu

val

Glu

480

Pro

Leu

val

ser

Glu

560

Arg

Pro

Ala
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<400> 18
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp ¥81 Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 15

Gln ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Aarg Gly Ala

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Igr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
35 45

Pro Glu Leu Leu Gly Gly P;o Ser val phe Leu phe Pro Pro Lys Pro
50 5 60

Lys asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val val

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys phe Asn Trp Tyr val
85 90 25

Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
100 105 110

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His GIn
115 120 125

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
130 135 140

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
145 150 155 160

Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
165 170 175

Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
180 185 190

Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
195 200 205

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
210 215 22¢

ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gin Gly Asn val phe
225 230 235 240

Ser Cys Ser Vval Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
245 250 255

ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260

<210> 19
<211> 272

64



<212>
<213»

«220>
<223>

<400>

PRT_ .
umeld sekvencia

Tis val Glu Gly

Gln Ala
ser Gly
His Thr
50

val Phe
65

Thr Pro
Glu val
Lys Thr
Ser val

130
Lys Cys
145
Ile ser
Pro Pro
Leu val
Asn Gly
ser Asp
225

Arg Trp

Leu His

Ala

Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

Gly

GIn

Asn

Pro

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Ar

18

Gly

Pro

ser

Gln

His

Thr
5
Glu
Pro
Pro
Pro
Thr
85
Asn
Arg
val
ser
LysS
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

Tyr

Phe

Phe

Pro

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

AsSn

150

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

230

Asn

Thr

synteticky konstrukt
19

Thr

Ile

ser

Pro

55

LYS

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gin

Met

Pro

Asn

215

Leu

val

Gln

Ser

Ala

Ala

40

Ala

Pro

val

val

GIn

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

200

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

Asp

105

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

ASp

Lys

Ser

ser

Ser
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val

10

Leu

Pro

Glu

Asp

ASp

90

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

Lys

cys

Leu

Ser

val

Lys

Leu

Thr

75

val

val

ser

Leu

Ala

1535

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

235

ser

Ser

65

Ser

Lys

ser

Leu

60

Leu

ser

Glu

Thr

AsSn

140

Pro

Gln

val

val

Pro

220

Thr

val

Leu

Tyr

Gly

Cys

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Ile

val

Ser

Glu

205

Pro

val

Met

ser

Led

Arg

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

190

Trp

val

Asp

His

Pro

Glu

15

Gly

Lys

Pro

ser

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Gly

ser

Thr

ser

Arg

8¢

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

cys

Ser

Asp

Ser

240

Ala

Lys



<210>
<211
<212>
«213>

<220
<223>

<400>

20
264
PRT

260

umela sekvencia

synteticky konstrukt

20

His val Glu
1

Gln

Glu

Pro

Lys

val

ASp

Tyr

Asp

Leu

145

Arg

Lys

Asp

LysS

Ser
225

Ala

Pro

Glu

50

Asp

ASp

Gly

Asn

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

210

Lys

Ala

LysS

Leu

Thr

val

val

Ser

115

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

195

Thr

Leu

Gly

Lys

20

ser

Leu

Leu

Ser

Glu

100

Thr

Asn

Pro

Gln

val

180

val

Pro

Thr

Thr
5
Glu
Cys
Gly
Met
His
85
val
Tyr
Gly
Ile
val
165
ser
Glu

Pro

val

Phe

Phe

ASp

Gly

Ile

70

Glu

His

Arg

Lys

Glu

150

Tyr

Leu

Trp

val

230

Thr

Ile

Lys

Pro

55

Ser

Asp

Ash

val

Glu

135

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

215

Lys

ser

Ala

Thr

40

sSer

Arg

Pro

Ala

val

120

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

200

Asp

Ser

265

Asp

Trp

25

His

val

Thr

Glu

Lys

105

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

185

Asnh

Ser

Arg
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val
10

Leu
Thr
Phe
Pro
val
90

Thr
val
Cys
ser
Pro
170
vai
Gly

Asp

Trp

ser
val
cys
Leu
Gclu
75

Lys
Lys
Leu
Lys
1¥s
ser
Lys
Gln

Gly

Gln
23S

66

Ser

Lys

Pro

Phe

60

val

Phe

Pro

Thr

val

140

Ala

Arg

Gly

Pra

ser

220

Gin

Tyr

Gly

Pra

45

Pro

Thr

Asn

Arg

val

125

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

205

Phe

Gly

270

Leu

Arg

30

cys

Pra

Cys

Trp

Glu

110

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

190

Asn

Phe

Asn

Glu

15

Gly

Pro

Lys

val

TYF

Glu

His

Lys

Gln

Met

175

Pro

Asn

Leu

val

Glu

Ala

Ala

Pro

val

80

val

Gln

Gln

Ala

Pro

160

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
240



SK 288342 B6

Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
250 255
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260

<210> 21

<211> 272

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> synteticky konitrukt

<400> 21

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

Gln Ala Ala Lys Glu pPhe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
20 25 30

ser Gly gga Pro Pro Pro Ser ﬁga Glu Pro Lys Ser Egs Asp Lys Thr

His Egr Cys Pro Pro Cys Ego Ala Pro Glu Leu ggu 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
100 105 110

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
115 120 125

ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
130 135 140

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
165 170 175

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn G1n val Ser Leu Thr Cys
18 185 190

Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile ala val Glu Trp Glu Ser
155 200 205

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
210 215 220

67



Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

225

230

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
260

<210>
<211>
<212>
<213»

<220>
<223>

<400>

22
272
PRT

245

umela sekvencia

synteticky konstrukt
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gis Gly Glu Gly

Glin

ser

His

val

65

Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Ala

Gly

Thr

50

Phe

Pro

val

Thr

val

130

Cys

Ser

Pro

val

Ala

Ala

35

Cys

Leu

Glu

LyS

LYs

Leu

LysS

Lys

ser

Pro

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

180

Gly

Thr Phe
5

Glu Phe
ser Gly
Pro Cys
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Pro

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

AsSn

150

Gly

Glu

Tyr

Asn

Thr

Ile

ser

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
215

ser

Glu

ala

40

ala

Pro

val

val

Glin

120

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

200

Tyr

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

105

TYr

Asp

Leu

Arg

Lys

185

Asp

Lys

Leu

10

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

90

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

ser

Lys

LYS

Leu

Thr

75

val

val

Ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

Thr

76

Lys

Asn

ser

Leu

60

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

GIn

val

val

Pro
220

Gln

Gly

Cys

45

Gly

Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

205

Pro

Met

Gly

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

190

Trp

val

Glu

15

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Glu

ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

Cys

ser

Asp
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ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
225 230 235 240

arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala
245 250 255

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Lau Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270

<210> 30

<211> 272

«212> PRT

<213> Uumela sekvencia

<220> .
«223> synteticky konstrukt

<400=> 30
His Gly Gtu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Agg Leu Phe 1le Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
2 25 30

ser Gly Ala Ser Ser Gly ala Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
35 40 45

His Egr Cys Pro Pro Cys g;o Ala Pro Glu Leu %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

The pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
85 90 g5

Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala
100 105 110

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Aarg val val
115 120 125

ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Ash Gly Lys Glu Tyr
130 135 140

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 Gln val Tyr Thr Leu
165 17¢ 175

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
18 185 190

Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
195 200 205

77



Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
210 215

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
225 230

Arg Trp GIn GIn Gly Asn val
245

Leu His Asn His Tyr Thr Gln
260

<Z210>
«211>
<212>
<Z13>

<220>
<223>

<400>

31
287
PRT

Umela sekvencia

synteticky kon3trukt

31

gis Gly Glu Gly

Glu

ser

Ser

Thr

65

Phe

Pro

val

Thr

val

145

cys

ser

Ala

Gly

Gly

50

Cys

Leuy

Glu

Lys

Lys

130

Leu

Lys

Lys

val

Ala

35

Gly

Pro

Phe

val

Phe

115

Pre

Thr

val

Ala

Arg

20

Pro

Gly

Pro

Pro

Thr

100

Asn

Arg

val

Ser

Lys
18¢

Thr
5
Leu
Pro
Gly
Cys
Pro
85
Cys
Trp
Glu
Leu
Ash

165

Gly

Phe

Phe

Pro

ser

Pro

70

Lys

val

Tyr

Glu

His

150

Lys

G1n

Thr

Ile

Ser

Ala

55

Ala

Pro

val

val

Gln

135

Gln

Ala

Pro

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ser

Glu

Gly

40

Glu

Pro

Lys

val

Asp

120

Tyr

Asp

Leu

Arg

SK 288342 B6

Lys Thr Thr Pro
220

Ser

Ser

Ser
265

Asp

Trp

25

Gly

Pra

Glu

Asp

105

Gly

AsSn

Trp

Pro

Glu
185

Lys

Cys

Leu

Leu

10

Leu

Gly

Lys

Lteu

Thr

90

val

val

Ser

Leu

Ala

170

Pro

Leu Thr
235

ser val

Ser Leu

Ser Lys
Lys Ash
Gly Ser
ser Cys
60

Leu Gly
75

Leu Met
Ser His
Glu val
Thr Tyr

140

Asn Gl
155 Y

Pro Ile

GIn val

78

Pro

val

Met

Ser

Gln

Gly

Gly

45

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

val

Asp

His

Pro
270

Met

Gly

30

Gly

Lys

Pro

ser

Asp

110

Asn

val

Glu

Lys

Thr
190

Leu

Lys

Glu

255

Gly

Glu

15

Pro

Gly

Thr

Ser

Arg

95

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

175

Leu

ASp
ser
240

Ala

LyS

Glu

Ser

Gly

His

val

80

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

160

Ile

Pro



Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

sar

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

<210>
<211>
<«212>
<213>

<4Q0>

Ar
19

Gly

Pro

Ser

Gln

His

32
232
PRT
Homo

32

Ala Glu Pro
1

Ala

Lys

val

Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Arg

Pro

Asp

ASp

50

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Glu

Thr

35

val

val

ser

Leu

Ala

115

Pro

Gln

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

260

Tyr

Glu

Tyr

Asn

Phe

245

Asn

Thr

sapiens

Lys

Lys

ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

GIn

val

ser

Gly

Met

His

val

Tyr

85

Gly

Ile

val

Ser

Met

Pro

Asn

230

Leu

val

GlIn

cys

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
150

Thr

Ser

215

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ASp

Pro

Ser

Asp

55

Asn

val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Lys

Asp

Lys

Ser

ser

ser
280

Lys

Ser

Arg

40

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

265

Leu

Thr

val

25

Thr

Glu

Lys

Sep

LysS

105

Ile

Pro

Leu
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Gin

Ala

Thr

Leu

250

Ser

Ser

His

10

Phe

Pro

val

Thr

val

90

Cys

Ser

Pro

val

val

val

Pro

235

Thr

val

Leu

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

Lteu

Lys

Lys

ser

Lys
155

79

ser

Glu

220

Pro

val

Met

ser

Cys

Phe

val

Phe

60

Pro

Thr

val

Ala

Ar

14

Gly

Leu
205
Trp
val
Asp
His

Pro
285

Pro
Pro
Thr
45

Asn
Arg
val
ser
LyS
155
Glu

Phe

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Pro

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Cys

Ser

Asp

ser

255

Ala

Lys

Cys

LyS

val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Met

Pro

Leu

Asn

ser

240

Arg

Leu

Pro

Pro

val

val

Gln

80

aln

Ala

Pro

Thr

ser
160



Asp Ile Ala

Lys Thr Thr

ser Lys Leu

195

ser Cys Ser

210

ser Leu Ser

225

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

<400> 33
gagcccaaat

33
703
DNA

gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgecyg
cccgtgctgg
aggtggcagce
tacacgcaga
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

34
585
PRT
Homo
34

Asp Ala His

1

Glu Asn Fhe

Gin Cys Pro
35

pPhe Ala Lys
S0

Glu
165

val

Pro Pro

180

Thr val

val Met

Leu Ser

Trp

val

Asp

His

Pro

Glu Ser

Leu

Asp

Ser
200

Lys

Ala

Lys

230

sapiens

cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
Ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

aactcacaca
cticececca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtce
ggtctccaac
gecccgagaa
ggtcagectg
gagcaatggg
ctocticttc

cttctcatge

SK 288342 B6

Asn Gly GlIn

170

ser asp Gly
185

Arg Trp Gln

Leu His Asn

tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
cteacegtec
aaagccctec
ccacaggtgt
acctgcctygg
cagceggaga
ctctatagea

tcegtgatge

Pro Glu Asn Asn Tyr

175

ser Phe Phe Leu Tyr
190

GIn Gly Asn val phe

205

His Tyr Thr GIn Lys
220

gcccageacc
actaccctcat
aagaccctga
caaagcegeg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

tgaactcctg
gatctcccgy
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatceegy
ctatcccage
gaccacgect
ggacaagagc

gcCacaaccac

agagectetc

sapiens

cctgtctceg

ggtaaatgat

Lys ger Glu val Ala His Arg Phe

1C

tys Ala Leu val Leu Ile Ala phe
20 25

Phe Glu Asp His 131 Lys Leu val

Thr Cys val ?ga Asp Glu Ser Ala

80

agt

Lys Asp Leu Gly Glu
15
Ala Gln Tyr Leu Gln
30

Asn Glu val Thr Glu
45

Glu Asn Cys Asp Lys
60

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
703



ser

65

ATg

Glu

Pro

Asp

Arg

145

Tyr

Cys

Ser

Arg

Arg

ser

cys

Leu

305

Glu

Arg

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

130

His

Lys

Leu

Ala

Ala

210

Ala

His

Ala

Lys

Ile

290

Ala

Ala

His

His

Thr

Asn

Leu

115

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

Tyr

Glu

100

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

180

GIn

LYS

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Asp

ASp

ASD
340

Led

Gly

85

cys

Arg

Thr

Phe

Phe

165

LYS

Arg

Ala

Ala

cys

Ala

Glu

val

Phe

val

325

Tyr

Phe

70

Glu

Phe

Pro

Phe

Tyr

150

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

cys

Lys

Cys

Glu

val

310

rhe

Ser

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

135

Ala

Giu

Asp

Lys

Ala

215

val

His

Tyr

Cys

Asn

295

Glu

Leu

val

ASp

Ala

Gln

val

120

Lys

Pro

Cys

Glu

Cys

200

val

ser

Gly

Ile

Glu

280

ASp

Ser

Gly

val

LYS

Asp

His

105

Asp

Lys

Glu

Cys

Leu

185

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

265

LYS

Glu

Lys

Met

Leu
345
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Leu

Lys

val

Tyr

Leu

GIn

170

Arg

Ser

Arg

Leu

Leu

250

Glu

Pro

Met

ASp

Phe

330

Leu

Cys

75

Cys

Asp

Met

Leu

Leu

155

Ala

Asp

Leuy

Leu

val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

val

315

Leu

Leu

81

Thr

Ala

Asp

Cys

Tyr

140

Phe

Ala

Glu

Gln

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Arg

val

Lys

Asn

Thr

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

Gln

ASp

Cys

ASp

Glu

285

AsSp

Lys

Glu

Leu

Ala

GIn

Pro

110

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

190

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

Thr

Glu

95

Asn

Phe

Ala

LyS

Ala

175

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

255

Ile

Ser

Pro

TYrR

Ala

335

LYsS

Leu

80

Pro

Leu

His

Arg

Arg

160

Ala

Ser

Glu

Pro

Lys

240

Asp

ser

His

ser

Ala

320

Arg

Thr



Tyr

Cys

Gln

385

Tyr

Gln

val

Ala

Glu

465

Leu

TYyr

Ile

Leu

Ala

Glu

Tyr

370

Asn

LyS

val

Gly

Glu

450

Lys

val

val

Cys

val

530

Ala

Asp

Ala

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

<400>
gatgcgcaca agagtgaggt tgctcatcegg tttaaagatt

Thr

355

Ala

Leu

Fhe

ser

ser

435

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

515

Glu

val

Asp

ser

35
1762
DNA

Thr

Lys

Ile

GIn

Thr

4240

Lys

TYT

Pro

Arg

Leu

Met

Lys

Leu

val

Lys

Asn

405

Pro

Cys

Leu

val

Arg

Glu

Ser

val

Asp

Glu

Ala

Homo sapiens

35

Glu

Phe

Gln

390

Ala

Thr

Cys

Ser

ser

470

Pro

Phe

Glu

Lys

550

Thr

Ala

Lys

Asp

375

Asn

Leu

Leuy

Lys

val

455

Asp

Cys

Asn

Lys

His

535

Phe

Cys

Leu

cys

360

Glu

Cys

Leu

val

His

440

val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Ala

Phe

Gly

Cys

phe

Ghlu

val

Glu

425

Pro

Leu

val

ser

Glu

505

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
585
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Ala

Lys

Leu

Ar

41

val

Glu

Asn

Thr

Ala

490

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
570

Ala

Pro

Phe

395

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

rPhe

Ile

Ala

val

555

Glu

gccttggtgt tgattgectt tgctcagtat cttcagcagt

aaattagtga atgaagtaac tgaatttgca aaaacatgtg

aattgtgaca aatcacttca tacccrtttt ggagacaaat

82

Ala Asp Pro His Glu
365

Leu val Glu Glu Pro
380

Glu asn Leu Gly Glu
400

Thr Lys Lys val Pro
415

Arg Asn Leu Gly Lys
430

Lys Arg Met Pro Cys
445

Leu Cys Val Leu His
460

Cys Cys Thr Glu Ser
480

Glu val Asp Glu Thr
495

Thr Phe His Ala Asp
510

Lys Lys GIn Thr Ala

Thr Lys Glu GIn Leu
540

Glu Lys Cys Cys Lys
560

Gly Lys Lys Leu val
573

tgggagaada aaatttcaaa
gtcecatrttga agatcatgta
ttgctgatga gtcagctgaa

tatgcacagt tgcaactctt

60
120
130
240



10

15

20

cgtgaaacct
tgcttcttge
gatgtgatgt
gaaattgcca
tataaagctyg
aagctcoatg
gccagtetece
cagagatttc
gtccacacgg
gccaagtata
aaacctctgr
gacttgcctt
gaggcaaagg
tactctygtceg
tgtgecgcty
gtggaagagc
tacaaattce
ccaactcttg
cctgaagcaa
tgtgtgttgc
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac
gctgacgata

gctgecttag

1. Heterologny flizny protein zahrilujici prvy polypeptid s N-zakon¢enim a C-zakonlenim fizovany
na druhy polypeptid s N-zakonenim a C-zakonCenim, kde prvy polypeptid je GLP-1 zli¢enina a druhy po-
lypeptid je vybrany zo skupiny, do ktorej patria:

atggtgaaat
aacacaaaga
gcactgcttt
gaagacatcc
cttttacaga
aacttcggga
aaaaatttgg
ccaaagctga
aatgctgcca
tctgtgaaaa
tggaaaaatc
cattagctgce
atgtcttect
tgctgetgct
cagatectca
ctcagaattt
agaatgcgcet
tagaggrcte
aaagaatgcc
atgagaaaac
ggcgaccatg
ctgaaacatt
dJaaacaaac
tgaaagctgt
aggagaccty

gcttataatg

ggctgactge
tgacaaccca
tcatgacaat
ttacttttat
atgttgccaa
tgaagggaag
agaaagagct
gttigcagaa
tggagatctg
tcaagattcg
ccactgcatt
tgattttgtt
gggcatgttt
gagacttgec
tgaatgctat
aatcaaacaa
attagttcgt
aagaaaccta
ctgtgcagaa
gccagraagt
cttrtcaget
caccttcecat
tgcacttgtt
tatggatgat
ctttgecgag

ac

PATENTOVE NAROKY

a) Fc Cast’ imunoglobulinu;

b) analég Fc Casti imunoglobulinu; a
¢) fragmenty Fc Casti imunoglobulinu,
kde C-zakoncCenie prvého polypeptidu je fiizované na N-zakonenie druhého polypeptidu.

2. Heterolgny flizny protein zahriiujici prvy polypeptid s N-zakon¢enim a C-zakonCenim fizovany
na druhy polypeptid s N-zakonCenim a C-zakonCenim, kde prvy polypeptid je GLP-1 zli¢enina a druhy po-
lypeptid je vybrany zo skupiny, do ktorej patria:

a) Fc Cast’ imunoglobulinu;
b) analég Fc Casti imunoglobulinu; a
¢) fragmenty Fc €asti imunoglobulinu,

kde C-zakonCenie prvého polypeptidu je flizované na N-zakonCenie druhého polypeptidu cez peptidovy
linker.
3. Heterolégny flizny protein podla ndroku 2, kde peptidovy linker je vybrany zo skupiny, do ktorej pat-
ria:
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tgtgcaaaac
aacctcecee
gaagagacat
gccccggaac
gcrgectgata
gcttcgtctg
ttcaaagcat
gtttccaagt
cttgaatgtg
atctccagta
gccgaagrgg
gaaagtaagg
ttgtatgaat
aagacatatg
gccaaagrge
aattgtgagc
tacaccaaga
ggaaaagtgg
gactatctat
gacagagtca
ctggaagtcg
gragatatat
gagctcgtga
ttcgcagcett
gagggtaaaa

83

aagaacctga
gattggtgag
ttrtgaaaaa
tocttictt
aagetgectg
ccaaacagag
gggcagtagce
tagtgacaga
ctgatgacag
aactgaagga
aaaatgatga
atgtttgcaa
atgcaagaag
aaaccactct
tcgatgaatt
tttttgagca
aagtacccca
gcagcaaatg
ccgtggtect
ccaaatgctg
atgaaacata
gcacactttc
aacacaagcc
ttgtagagaa
aacttgttgc

gagaaatgaa
accagaggtt
atacttatat
tgctaaaagg
cergttgeca
actcaagigt
tcgectgage
tcttaccaaa
ggcggacctt
atgctgtgaa
gatgcctgct
aaactatgct
gcatcctgat
agagaagtyc
taaacctctt
gcttggagag
agtgtcaact
ttgtaaacat
gaaccagtta
cacagaatcc
cgttcccaaa
tgagaaggay
caaggcaaca
gtgctgcaag

tgcaagtcaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1762



5

10

15

20

25

30

35

40

45
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a) peptid bohaty na glycin;

b) peptid, ktory mé sekvenciu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser],, kde n je 1, 2, 3, 4, 5 alebo 6; a

¢) peptid, ktory mad sekvenciu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

4. Heterol6gny fizny protein podl'a ktoréhokol'vek z ndrokov 1, 2 alebo 3, kde GLP-1 zlicenina zahrtiu-
je sekvenciu vzorca (I) (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-Xaa-Xaa~Xaa~-Xaa-Xaa-Xaa

40 41 42 43 44 45

Xaa-Xaa-Xaa—-Xaa-Xaa-Xaa

Vzorec I (SEQ ID NO: 2)

kde:

Xaa na pozicii 8 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 9 je Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 11 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 14 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp alebo Lys;

Xaa na pozicii 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr alebo Lys;

Xaa na pozicii 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln alebo Lys;

Xaa na pozicii 20 je Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr alebo Lys;

Xaa na pozicii 21 je Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 22 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 23 je Gln, Asn, Arg, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 25 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 26 je Lys, Arg, Gln, Glu, Asp alebo His;

Xaa na pozicii 27 je Leu, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 30 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 31 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 32 je Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 33 je Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp alebo His;

Xaa na pozicii 35 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys;

Xaa na pozicii 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His;

Xaa na pozicii 37 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp alebo Lys alebo je odstrdnend;

Xaa na pozicii 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His alebo je odstrdnend;

Xaa na pozicii 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp alebo His alebo je odstrdnen;

Xaa na pozicii 40 je Gly, Asp, Glu alebo Lys alebo je odstrdnend;

Xaa na pozicii 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp alebo Lys alebo je odstrdnen;

Xaa na pozicii 42 je Ser, Pro, Lys, Glu alebo Asp alebo je odstrdnend;

Xaa na pozicii 43 je Ser, Pro, Glu, Asp alebo Lys alebo je odstrdnend;

Xaa na pozicii 44 je Gly, Pro, Glu, Asp alebo Lys alebo je odstrdnend; a

Xaa na pozicii 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp alebo Lys alebo je odstrdnend;

s podmienkou, Ze pokial’ je aminokyselina na pozicii 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 alebo 44 odstranend, potom st

odstrdnené aj vetky aminokyseliny po tejto aminokyseline nasledujtice.
5. Heterolégny flizny protein podla ndroku 4, kde GLP-1 zli¢enina nemd viac ako 6 aminokyselin, ktoré

st odli$né od zodpovedajucej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendinu-4.
6. Heterol6gny fizny protein podl'a ndroku 4, kde GLP-1 zli¢enina nemd viac ako 5 aminokyselin, ktoré

st odli$né od zodpovedajucej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendinu-4.

34



10

SK 288342 B6

7. Heterologny flizny protein podl'a naroku 4, kde GLP-1 zli¢enina nemd viac ako 4 aminokyseliny, kto-
ré sa 1fSia od zodpovedajticej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendinu-4.

8. Heterolégny flizny protein podl'a ndroku 4, kde GLP-1 zli¢enina nemd viac ako 3 aminokyseliny, kto-
ré st odliSné od zodpovedajiicej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendinu-4.

9. Heterol6gny fiizny protein podla ndroku 4, kde GLP-1 zlifenina nemd viac ako 2 aminokyseliny, kto-
ré su odliSné od zodpovedajicej aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)OH alebo Exendinu-4.

10. Pouzitie heterolégneho fiizneho proteinu podl'a ktoréhokol'vek z ndrokov 1 az 9 na vyrobu prostriedku
na lie¢enie pacientov, ktori maju diabetes mellitus nezavisly od inzulinu.

11. PouZitie heterologneho fiizneho proteinu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 9 na vyrobu prostriedku
na lieCenie pacientov, ktor{ st obézni.

17 vykresov
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Ala
Pro
Lys
Cys
Asn
Pro
Leu
Cys
Ile
Leu
Thr
Trp
Pro
Thzr
Ser

Leu

Glu
Ala
Pro
Val
Trp
Arg
Thx
Lys
Ser
Pro
Cys
Glu
Val
vVal
Val

Sex

Pro
Pro
Lys
val
TyTr
Glu
Val
Val
Lys
Pro
Leu
Ser
Leu
Asp
Met

Leu

Lys
Glu
Asp
val
vVal
Glu
Leu
Ser
Ala
Ser
Val
Asn
Asp
Lys
His

Ser

Ser
20
Lye
35
Thr
50
Asp
65
AsSp
80
Gln
55
His
110
Asn
12%
Lys
140
Arg
155
Lys
170
Gly
185
Ser
200
Ser
215
Glu
2390
Pro

Gly
Lys
Val
Gly
TyXx

Gln

Lys

Gly
Glu
Gly
Gln
Asp
Arg
Ala

Gly
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Cbr.

Asp
Gly
Met
Ser
Val
Asn
AsSp
Ala
Gln
Glu
Phe
Pro
Gly
Trp
Leun

Lys

Lys
Pro
Ile
His
Glu
Ser
Trp
Leu
Pro

Met

Glu
Ser
Gln

His

86

i

Thr

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Fhe

Gln

Asn

[SEQ ID NO:

10

His Thr
25

Val Phe
40

Arg Thr
55

Asp Pro
70

His Asn
B85

Tyr Arg
100
Asn Gly
115

Ala Pro
130
Glu Pro
145
Lys Asn
1le0
Ser Asp
175

Asn Tyxr
190
Phe Leu
205

Gly Asn
220
His Tyr

Cys
Leu
Pro
Glu
Ala
Val
Lys
Ile
Gln
Gln
Ile
Lys
Tyr
Val
Thr

32]

Pro
Phe
Glu
Val
Lys
val
Glu
Glu
val
Val
Ala
Thzx
Ser
Phe

Gln

Pro
Pro
val
Lys
Thr
Ser
Tyr
Lys
Tyx
Ser
Val
Thr
Lys
Ser

Lys

15
Cys
30
Pro
45
Thr
60
Phe
75
Lye
990
val
105
Lys
120
Thr
135
Thr
150
Leu
165
Glu
180
Fro
18%
Leu
210
Cys
225
Ser
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Obr. 2

5 10 15
Asp Ala His Lys Sexr Glu Val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn
20 25 30 35
Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln Gle Cys Pro FPhe
40 45 50
Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe Rla Lys Thr Cys Val
55 60 65 70
Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp
75 80 BS 90
Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys
-1 100 105
Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp
110 115 120 125
Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala
1390 135 140
Phe His Asp Asn CGlu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Als Arg
145 150 155 160
Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys
1635 170 17s 180
Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro
185 150 185
Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln Arg Leu
200 205 210 215
Lys Cys Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val
220 225 230
Ala Arg Leu Ser Gln 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 Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu
255 260 265 270
Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln Asp Ser
275 280 285
Ile Ser Ser Lys lLeu Lys Glu Cys Cys Glu Lyg Pro Leu Leu Glu Lys Ser His
280 285 300 305
Cye Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala
310 31s 320
Ala Asp Phe Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp
25 330 335 340
val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser
345 350 355 360
Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys
365 370 375
Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Rla Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys
380 385 390 3958
Pro Leu Val Glu Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu
400 405 410
Asn Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gln Asp Ala Leu Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys
415 420 425 430
Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn Len Gly Lys
4135 440 445 450
Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Gly
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 Ser Asp Arg val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asm Arg Arg Pro
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Cys
S90S
Glu
Ile
Lys
Cys

Ala

Phe
Thr
Lys
Glu
560
Lys

Ala

sSer
Phe
525
Lys
Gln
Ala

Ser

490
Ala

Thr
Gln
Leu
AsSp

580
Gln

Leu
Phe
Thr
545
Lys
Asp

Ala

Obr.

Glu val
510
His Ala

Ala Leu
Ala Val

565
Lys Glu

Ala Leu
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2 pokradovanie

Asp
Asp
530
val
Met
Thr

Gly

495
Glu

Ile
Glu
Asp
Cys

585
Leu

Thr Tyr Val
51%
Cys Thr Leu

Leu Val Lys

850

Asp Fhe ala
570

Phe Ala Glu

[SEQ ID

38

s00
Pro Lys

Ser Glu
535

His Lys=
Ala Phe

Glu Gly

NO: 34]

Glu
Lys=s
Pro
855
Val

Lys

Phe
520
Glu
Lys
Glu

Lys

Asn

Ala

Lys
575
Leu

Rla
Gln
540
Thr
Cys

Val
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Obr. 3
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Chr.,
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CMV promoter Nhe |
Spe | k Is
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Fsp |
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Relativne jednotky
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Obr. 8

> Exendin-4
° Exendin-4

= VBGLP-1

— Exendin-4-1-HSA
5t Exendfn-4-HSA

' VBGLP-Fe

VBGLP-L-HSA
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Obhr., 8
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Obr. 10
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Cas od podiatku nastavenia svorky (min}, injekcia
fuznych proteinov 2 hodiny pred nastavenim svorky
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Obxr. 10
B.
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Obr. 11
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Obr. 12

éAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACC
5
TgAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
iSQCCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
éigAGCCACGAAGACCCTGRGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
éggGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
éégACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
éggAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
ZZEGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
:ggcCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
;igTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
g;gCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
iggCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
;ggTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
gggCAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAT
700

AGT [SEQ ID NO: 33}
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Chr. 13

1

GATGCGCACARGAGTGAGETTGCTCATCGGTTTAAAGATTTGGGAGAAGA
=0
AARATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGT
100
GTCCATTTGAACGATCATGTARAATTAGTGAATGARGTAACTGAATTTGCA
150

ARAACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGARAATTGTGACAMATCACTTCA
200

TACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
250

ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCARARACAAGAACCTGAGAGAARTGRA
300

TGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAACCTCCCCCCGATTGGTEAG
350 '

ACCAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACAT
400

TTTTGAARAAATACTTATATGAARTTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
450

GCCCCGGRACTCCTTTTCTT TECTAARAGGTATAAAGCTCGCTTTTACAGA
500

ATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCARAGCTCGATG
550

ARCTTCGCOGATGARAGGGAAGGCTTCGETCTGCCARACAGAGACTCAAGTGT
600

GCCAGTCTCCAAARATTTGGAGARAGAGCTTTCAAAGCATGGECAGTAGC
650

TCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTCGAGTTTGCAGAAGTTTCCARGT
700

TAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTIC
750

CTTGARATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGARAA
800

TCAARGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGCGAATGCTGTGARAAALCTCTGT
850

TGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGARAATGATGAGATGCCTGCT
900

GACTTGCCTTCATTAGCTGCTGATTTIGTTGARAGTAAGGATETTTCCAR
250

AAACTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTATGAAT
1600

ATGCAAGARAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGACTTGCC
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Obr. 13 pokracovanie

1050

AAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
1100

TGAATGCTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
1150

CTCAGAATTTAATCAAACARAATTGTGAGCTTTTITGAGCAGCTTGGAGAG
1200

TACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGARAGTACCCCA
1250

AGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGARAACCTAGGARAAGTGG
1300

GCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCARAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
1350

GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAAC
1400

GCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
1450

GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGARACATACGTTCCCAAA
1500

GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
1550

TGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
1600

AACACAAGCCCAAGGCAACARAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGAT
1650

TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTG
1700

CTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEQ ID NO: 35]

Koniec dokumentu
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