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1
Prezenta inventie se referd la proteine de
fuziune care cuprind un agonist al receptorului
de insulind fuzionat la o regiune 1G Fc umani
prin utilizarea unei agent de legiturd peptidic,
si utilizarea unor astfel de proteine de fuziune
in tratamentul diabetului. Proteinele de fuziune
ale prezentei inventii au un profil de actiune

2
extins in timp si sunt utile in furnizarea
controlului glucozei de bazd pe o perioada
extinsd de timp.
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(54) Fusion proteins
(57) Abstract:

1

The present invention relates to fusion
proteins comprising an insulin receptor agonist
fused to a human IgG Fc region through the
use of a peptide linker, and the use of such
fusion proteins in the treatment of diabetes.
The fusion protein of the present invention has

2
an extended time action profile and is useful
for providing basal glucose control for an
extended period of time.
Sequences: 25
Claims: 23
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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

Prezenta inventic se¢ referd la proteine de fuziune pentru utilizare in tratamentul
diabetului. Mai special, inventia se referd la proteine de fuziune care cuprind un agonist al
receptorului pentru insulind fuzionat la o regiune IgG Fc umand cu un agent de legatura peptidic, si
utilizarea de astfel de proteine in tratamentul diabetului. Proteinele de fuziune din prezenta
inventie au un profil de actiune extins in timp si sunt utile pentru asigurarea controlului prelungit
al glucozei de baza si suprimarea productiei de glucoza hepatica.

Diabetul zaharat este o tulburare cronica caracterizatd prin hiperglicemie care rezulti din
defecte in secretia insulinei, actiunea insulinei, sau a ambelor. Diabetul zaharat de tip 1 este
caracterizat printr-o mici capacitate, sau fird capacitatea de a secreta insulind, §i pacientii cu
diabet zaharat de tip 1 necesitd insulini pentru supravietuire. Diabetul zaharat de tip 2 este
caracterizat prin niveluri ridicate de glucozad in singe care rezultd din alterarea secretiei de
insulind, rezistentd la insulind, productie excesivd de glucoza hepatica, si/sau forme de contributie
ale tuturor celor de mai sus. La cel putin o treime din pacientii cu diabet zaharat de tip 2, boala
progreseazd pand la o cerintd absolutd pentru terapia cu insulind.

Pentru a obtine o glicemie normali, este doritd in paralel, cit mai strins posibil, terapia
cu inlocuirea insulinei, tiparul secrefiei endogene de insulind la indivizii normali. Cererea
fiziologica zilnica de insulind fluctueazi si poate fi separatd in doud faze: (a) faza din timpul mesei
care necesitd un impuls (bolus) de insulind pentru a elimina valul de glucoza legati de masi din
sange, si (b) faza dintre mese care necesitd o cantitate sustinutd (de bazd) de insulind pentru
reglarea productiei de glucoza hepaticd pentru a mentine stationara glucoza optima in sange.

Deoarece pacientii cu diabet de tip 1 produc putind sau nu produc deloc insulind, terapia
eficientd cu insulind pentru diabeticii de tip 1, implica in general utilizarea a doud tipuri de insulind
administratd exogen: o insulind care actioneaza rapid, in timpul mesei furnizata prin injectii bolus,
si o insulind de baz3 care actioneazd pe termen lung, administratd o dati sau de doud ori zilnic
pentru a controla nivelurile de glucoza in singe intre mese. Tratamentul pacientilor cu diabet de tip
2 incepe de obicei cu prescrierea pierderii in greutate, exercitii, si o dietd diabetica, dar cand aceste
madsuri esueaza in controlul zaharurilor ridicate din sange, atunci pot fi necesare medicatii orale si
terapii pe bazd de incretin, cum ar fi administrarea de agonisti receptori ai peptidei-1 cum ar fi
glucagon (GLP-1) si/sau inhibitori ai dipeptidil peptidazei 4 (DPP-4) care permit niveluri crescute
de incretin. Cind aceste medicatii sunt inci insuficiente, este luat in considerare tratamentul cu
insulind. Pacientii cu diabet de tip 2 a caror boald a avansat pani la punctul in care este necesard
terapia cu insulind, incep in general cu o singurd injectie zilnicd cu insulind de bazd care
actioneazd pe termen lung, desi daci este necesar, in unele cazuri, pot fi incluse si injectii cu
insulind in timpul mesei care actioneaza rapid.

Cateva tipuri de insuline de bazi sunt disponibile in prezent. Insulina glargind, vandutd
sub marca LANTUS®, cuprinde o structura de insulind modificatd in care asparagina la pozitia 21
in catena A de insulind este inlocuitd cu glicind, si doud arginine se adaugd la C-terminalul catenei
B. Insulina detemir, vandutd sub marca LEVEMIR®, cuprinde o structurd de insulind modificatd
in care treonina la pozitia 30 a catenei B a fost stearsd si lizina la pozitia 29 a catenci B a fost
derivatizatd prin legitura covalenta a unui carbon 14, acid gras al miristoilului la gruparea -amind
a lizinei la B29. Insulina degludec, disponibild in Europa si Japonia sub marca TRESIBA®,
cuprinde o structurd de insulini modificatd in care treonina la pozitia 30 a catenei B a fost stearsa,
si gruparea e-amino a lizinei la pozitia 29 a catenei B este derivatizatd covalent cu acid
hexadecandioic printr-un agent de legiturad al acidului y-L-glutamic. Toate aceste insuline sunt
indicate pentru administrare o dati pe zi.

Regimurile de tratament care implicd injectii zilnice ale terapiilor cu insulina existente,
pot fi complicate si dureroase pentru administrare si pot conduce la efecte secundare nedorite, cum
ar fi hipoglicemia si cistigul in greutate. Prin urmare, multi pacienti diabetici nu dorec sau nu pot
respecta, sau sunt incapabili sa se conformeze, cu terapia cu insulini necesard pentru a mentine un
control strins al nivelurilor de glucozi in sange. Slabul control glicemic creste riscul pacientului
de a dezvolta complicatii serioase legate de diabet, incluzand boli de inimi, accident vascular
cerebral, deteriorare nervoasd, amputarea membrelor inferioare, pierderea vederii, si boli renale.
Cercetarea a fost efectuatd pentru a identifica produse de insulind cu duratd de actiune mai lungs;
astfel, necesitind mai putine injectii decat produsele de insulind disponibile in prezent pentru a
imbundatiti acceptarea si conformitatea.

CN103509118 descrie proteine cu o catend B de insulind umanai si o cateni A de insulind
umand unite printr-o secventd de conexiune cu 4 pand la 50 de C-peptide de aminoacizi, si cu
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catena A de insulind atasatd direct, fird un agent de legiturd suplimentar, la un fragment Fc de
imunoglobulind, si afirmd ci testarea pe soareci aratd cid astfel de proteine au perioada de
injumdtdtire in vivo de aproximativ 3 zile. KR101324828 descrie analogi de proinsulind legati la
regiunile Fc de imunoglobulind prin utilizarea de agenti de legiturd non-peptidili, si afirmd ca
astfel de proteine furnizeazd o perioadd de injumitdtire crescutd a serului fatd de terapiile
existente. Publicatia afirmd ca agentii de legiturd non-peptidili reprezintd o imbunatitire fati de
agentii de legdtura peptidici, afirmand ca proteinele de fuziune care utilizeaza agenti de legaturd
peptidici nu pot crestere perioada de Injumtatire a unei medicatii active in singe deoarece agentii
de legaturd peptidici sunt separati usor de enzime in corp.

In ciuda dezviluirilor de mai sus, si/sau in orice alte publicatii, prezentii inventatori au
depasit multiple obstacole pentru a descoperi proteinele de fuziune care cuprind agonisti receptori
de insulind, agenti de legiturd peptidici, si regiuni IgG Fc umane care intdmpind necesitatea
continud pentru produse cu glucozd scdzutd cu o durati crescutd de actiune, suficientd pentru o
dozare mai putind frecventd decit la produscle de insulind disponibile in prezent, incluzand
dozarea raritd, cum ar fi o dati pe sdptimand. De exemplu, pentru a obtine un profil de actiune
dorit prelungit in timp, a fost necesard modificarea geneticd a proteinelor de fuziune cu potenti
atenuatd pentru a evita cliberarea rapidd mediatd de receptor, a cdii majore de eliberare a insulinei,
dar care au inci destuld potentii pentru a furniza sciderea suficienti a glucozei. In plus, pentru a
minimiza cliberarea renald, cealalti cale majord de cliberare a insulinei, §i pentru a regla
expunerea perifericd prin difuzie paracelulard limitatd la dimensiuni hidrodinamice, proteinele de
fuziune care au fost suficient de mari, si care nu ar fi trebuit sd aibd agonistul receptor pentru
insulini clivat proteolitic din regiunea IgG Fc umand dupd ce au fost administrate, au trebuit sa fie
modificate genetic, deoarece o astfel de clivare ar conduce la o eliberare renald mai rapida ca cea
doritd a agonistului receptor al insulinei, chiar daca regiunea IgG Fc umani a rdmas in circulatie.
in plus, domeniile IgG Fc au evoluat la autoasocieri pentru a forma dimeri stabili, si cAnd un astfel
de dimer este format din doud proteine de fuziune, cuprinzand fiecare un radical de insulind
fuzionat cu o regiune IgG Fc, cei doi radicali de insulind sunt adusi intr-o proximitate stransa unul
cu celdlalt, permitand autoasocierea, sau dimerizarea, radicalilor de insulind, mediati prin regiunile
autoasociate ale catenei B de insulind. Astfel de dimeri de insulind sunt inactivi, deci proteinele de
fuziune cu autoasociere redusi a radicalilor agonisti ai receptorului de insulind au trebuit si fie
modificate genetic. Au fost depasite multiple provocari suplimentare pentru a crea o proteind de
fuziune adecvatd pentru fabricare comerciald si formulare ca terapeutic. Prezenta inventie
furnizeazi proteine de fuziune care au duratd de actiune prelungitd in comparatie cu tratamentele
cu insulind existente, permitind injectii mai putin frecvente decét produsele de insulind existente,
incluzand pani la o datid siptiminal, reducind astfel complexitatea si durerea asociate cu
regimurile de tratament existente care implica injectarea mai frecventd. Proteinele de fuziune din
prezenta inventie au un profil farmacocinetic plat si o expunere perifericd restrictionatd, conducand
la o variabilitate scizutd zi de zi, si la o incidentd minimd asupra hipoglicemiei, inclusiv cind sunt
furnizate in combinatie cu o medicatie suplimentard pentru diabet, cum ar fi o terapie pe baza de
incretin. Proteinele de fuziune din prezenta inventie pot furniza de asemenea o durati de actiune
prelungita fard si cauzeze castig in greutate.

Prezenta inventie furnizeaza o proteind de fuziune care cuprinde:

a) un agonist receptor pentru insulind care are formula generald Z,-Z,-Z3, in care

i) Zieste un analog al catenci B de insulind, care cuprinde secventa de aminoacizi:
Xi1XaX3QHLCGSHLVEALXULVCGERGFX5YXX7X3Xo

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia ca analogul catenci B de insulind si includi cel putin o modificare din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la Xy, Xs, Xe, X7, Xs, sau Xo (SEQ ID
NO:1);

ii) Z» este un prim agent de legiturd peptidic care cuprinde 5 pand la 10 aminoacizi, in care cel
putin 5 din respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

iii) Zzeste un analog al catenci A de insulind cuprinzind secventa de aminoacizi:
GIVEQCCTSX CSLX,QLENYCX3Xy

Xieste Tsaul; Xs este D, Y, Q sau E; X3 este G, N, S sau A; si X4 este orice aminoacid care apare
natural, sau este absent, cu conditia ci daci X3 este N, atunci X4 trebuie si fie un aminoacid altul
decat G sau N (SEQ ID NO:2);

a) un al doilea agent de legiturd peptidic care are intre 10 si 25 aminoacizi, in care cel putin 50%
din respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

b) o regiune IgG Fc umani;
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in care reziduul C-terminal al agonistului receptor al insulinei este direct fuzionat la reziduul N-
terminal al celui de al doilea agent de legiturd peptidic, si reziduul C-terminal al celui de al doilea
agent de legatura peptidic este direct fuzionat la reziduul N-terminal al regiunii IgG Fe.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea o proteind de fuziune care constd din:

a) un agonist receptor al insulinei avand formula generald Z-Z>-Z3, in care

i) Zieste un analog al catenei B de insulind, avind secventa de aminoacizi:
X1 XoX5QHLCGSHLVEALXULVCGERGFX5 Y X6 X7 X5 X9

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia cd analogul catenci B de insulind si includa cel putin o modificare din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xy, X5, Xe, X7, Xs, sau Xo (SEQ ID
NO:1);

ii) Z» este un prim agent de legiturd peptidic care cuprinde 5 pand la 10 aminoacizi, in care cel
putin 5 din respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

iii) Zszeste un analog al catenci A de insulind care are secventa de aminoacizi:
GIVEQCCTSX CSLX,QLENYCX3Xy

Xieste Tsaul; Xs este D, Y, Q sau E; X3 este G, N, S sau A; si X4 este orice aminoacid care apare
natural, sau este absent, cu conditia ci dacd X3 este N, atunci X4 trebuie si fie un aminoacid altul
decat G sau N (SEQ ID NO:2);

b) un al doilea agent de legiturd peptidic avand intre 10 si 25 aminoacizi, in care cel putin 50% din
respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

¢) o regiune IgG Fc umani;

in care reziduul C-terminal al agonistului receptor al insulinei este direct fuzionat la reziduul N-
terminal al celui de al doilea agent de legiturd peptidic, si reziduul C-terminal al celui de al doilea
agent de legatura peptidic este direct fuzionat la reziduul N-terminal al regiunii IgG Fe.

Prezenta inventic furnizeazi de asemenca o compozitic farmaceuticd care cuprinde o
proteind de fuziune din prezenta inventie si cel putin un excipient acceptabil farmaceutic.

Prezenta inventic furnizeazd de asemenea o proteind de fuziune din prezenta inventie
pentru utilizare in tratarea diabetului zaharat, obezitatii, dislipidemiei sau sindromului metabolic.
Prezenta inventie furnizeazd de asemenca o proteind de fuziune din prezenta inventie pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea afectiunilor asociate cu diabetul selectate din grupul care consta
din boli de inimd, accident vascular cerebral, nefropatie, retinopatie, si boli renale.

Inventia furnizeazi de asemenca o proteind de fuziune din prezenta inventic pentru
utilizare in terapie.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea utilizarea unei proteine de fuziune din prezenta
inventie in fabricarea unui medicament.

Prezenta inventic furnizeazi de asemenca polinucleotide care codificd o proteind de
fuziune din prezenta inventie.

De asemenea este furnizat aici este un procedeu pentru producerea unei proteine de
fuziune din prezenta inventie, respectivul procedeu cuprinzind etapele de:

1. cultivare a unei celule gazdi de mamifer cuprinzind o polinucleotidi care codifici o proteina de
fuziune din prezenta inventic in conditii astfel incit respectiva proteind de fuziune si fie
exprimatd; si

2. recuperare din respectiva celuld gazda a proteinei de fuziune;

De asemenea este furnizatd aici o proteind de fuziune produsa prin procedeul descris mai
sus.

Figura 1. Figura 1 furnizeazd date farmacodinamice pentru exemple de proteine de fuziune din
prezenta inventie intr-un model de diabet pe sobolan tratat cu streptozotocin (STZ).

Figura 2. Figura 2 furnizeaza o diagrami schematicd de configuratii ale proteinelor descrise aici.
Ar trebui si se observe ci formele particulare (de exemplu, ovale, semicercuri, etc.) utilizate in
diagramele din Figura 2 nu sunt destinate si descrie sau sd caracterizeze, §i nu ar trebui si fie
utilizate pentru a interpreta intelesul sau structura componentelor individuale de proteine de
fuziune din prezenta inventie.

In anumite realizri, analogul catenei B de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X, sau Xs din SEQ ID
NO:1, si cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind
umand la X, X7, Xg, sau Xo din SEQ ID NO:1.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include cel putin dousd modificiri din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xe, X7, Xs, sau Xy din
SEQ ID NO:1.
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In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la Xs, X7, Xz, si X9 din SEQ ID NO:1.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa de aminoacizi din SEQ
ID NO: 1 in care X¢-Xo sunt fiecare G.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umana la X4 si Xs din SEQ ID NO:1.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa din SEQ ID NO:1, in
care: X; este F; X, este V; X3 este N sau D; X, este E; X5 este H.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificarea din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umanai la fiecare din pozitiile X4, Xs, Xs, X5,
Xs, si Xo din SEQ ID NO:1.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulini cuprinde secventa din SEQ ID NO:1,
in care: X este F; X; este V; X3 este N sau D; X, este E; X;s este H; si X6-Xo sunt fiecare G.

In anumite realiziri, analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umani la X; sau X; din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei A de insulind include modificarile din secventa de
aminoacizi a catenei A de insulind umand la ambele X si X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenci A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in
care: X; este I sau T; X; este D; X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenci A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in
care X3 este N si in care X4 este un aminoacid altul decat G, N, S, V L sau P.

In anumite realizri, analogul catenei B de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X, sau Xs din SEQ ID
NO:1, si cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind
umani la Xs, X7, X3, sau Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include cel putin
o modificare din secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umand la X; sau X, din SEQ ID
NO:2.

In anumite realizari, analogul catenei B de insulind include cel putin doud modificari din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xe, X7, Xs, sau Xy din
SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din secventa de
aminoacizi a catenei A de insulind umand la X; sau X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulini umani la X, X7, Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei
A de insulini umand la X; sau X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa de aminoacizi din SEQ
ID NO:1 in care X¢-Xo sunt fiecare G; si analogul catenci A de insulind include cel putin o
modificare din secventa de aminoacizi a catenci A de insulind umani la X; sau X, din SEQ ID
NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X451 Xs din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei
A de insulini umand la X; sau X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind cuprinde secventa din SEQ ID NO:1,
in care: X este F; X, este V; Xz este N sau D; X, este E; Xseste H; si analogul catenei A de
insulind include cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei A de insulind uman
la X; sau X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificarea din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umanai la fiecare din pozitiile X4, Xz, Xs, X5,
Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umand la X; sau X; din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa din SEQ ID NO:1, in
care: X este F; Xseste V; Xzeste N sau D; Xyeste E; Xs este H; si X¢-Xo sunt fiecare G; si
analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei
A de insulini umand la X; sau X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X, sau Xs din SEQ ID
NO:1, si cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind
umand la Xs, X, Xs, sau Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include
modificirile din secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umani la ambele X si X din SEQ
ID NO:2.
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In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include cel putin doud modificiri din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xe, X7, Xs, sau Xy din
SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include modificarile din secventa de aminoacizi a
catenei A de insulind umani la ambele X; si X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xs, X7, Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind include modificdrile din secventa de aminoacizi a catenei A de
insulind umani la ambele X; si X din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa de aminoacizi din SEQ
ID NO:1 in care X¢-Xo sunt fiecare G; si analogul catenei A de insulind include modificérile din
secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umana la ambele X; si X» din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenci B a unei molecule de insulind umand la X4 i Xs din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind include modificirile din secventa de aminoacizi a catenei A de
insulind umani la ambele X; si X din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulini cuprinde secventa din SEQ ID NO:1,
in care: X este F; X, este V; Xz este N sau D; X, este E; Xseste H; si analogul catenei A de
insulind include modificirile din secventa de aminoacizi a catenei A de insulind umani la ambele
X si Xz din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificarea din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umanai la fiecare din pozitiile X4, Xs, Xs, X5,
Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind include modificérile din secventa de
aminoacizi a catenei A de insulind umand la ambele X si X, din SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa din SEQ ID NO:1, in
care: X este F; Xseste V; Xzeste N sau D; Xyeste E; Xs este H; si X¢-Xo sunt fiecare G; si
analogul catenei A de insulind include modificirile din secventa de aminoacizi a catenei A de
insulind umani la ambele X; si X din SEQ ID NO:2.

In anumite realizri, analogul catenei B de insulind include cel putin o modificare din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X, sau Xs din SEQ ID
NO:1, si cel putin o modificare din secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind
umani la Xs, X7, Xs, sau Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind are secventa din
SEQ ID NO:2, in care: X; este I sau T; X, este D; X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include cel putin dousd modificiri din
secventa de aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xe, X7, Xs, sau Xy din
SEQ ID NO:1; si analogul catenei A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in care: X; este |
sau T; X3 este D; X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificarile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la Xs, X7, Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in care: X; este I sau T; X; este D;
X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind are secventa de aminoacizi din SEQ
ID NO:1 in care X¢-Xo sunt fiecare G; si analogul catenei A de insulind are secventa din SEQ ID
NO:2 in care: X; este I sau T; X; este D; X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificirile din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la X451 Xs din SEQ ID NO:1; si
analogul catenei A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in care: X; este I sau T; X, este D;
X3 este G si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind cuprinde secventa din SEQ ID NO:1,
in care: X; este F; Xs este V; Xz este N sau D; X, este E; X5 este H; si analogul catenei A de
insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in care: X, este I sau T; X este D; X; este G; si X4 este
absent.

In anumite realiziri, analogul catenei B de insulind include modificarea din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umand la fiecare din pozitiile X4, Xs, Xs, X5,
Xs, si Xo din SEQ ID NO:1; si analogul catenci A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in
care: X; este I sau T; X; este D; X3 este G; si X4 este absent.

In anumite realiziri, analogul catenci B de insulind are secventa din SEQ ID NO:1, in
care: X este F; Xseste V; Xzeste N sau D; Xyeste E; Xs este H; si X¢-Xo sunt fiecare G; si
analogul catenei A de insulind are secventa din SEQ ID NO:2, in care: X; este I sau T; X; este D;
X3 este G; si X4 este absent.
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In anumite realiziri, primul agent de legiturd peptidic (Z2) cuprinde secventa de
aminoacizi: X;GX>GGGG, in care X; este G sau este absent; si X este G, S sau este absent (SEQ
ID NO:3).

In anumite realiziri, agonistul receptorului pentru insulind, adicd, Z,-Z>-Zs in proteina de

fuziune descrisd mai sus, cuprinde secventa de aminoacizi:
X1 X2X3QHLCGSHLVEALX,LVCGERGFX;5 YX6X7XsX0X10GX11GGGGGIVEQCCTSX1,CSL
X13QLENYCX14X5

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xseste G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent;
X0 este G sau este absent; X;; este G, S sau este absent; Xy este T sau I; Xjzeste D, Y, Q sau E;
Xiseste G, N, S sau A; si X;s este orice aminoacid care apare natural, sau este absent, cu conditia
ca atunci cel putin unul dintre X4, Xs, Xg, X7, Xz, sau Xo trebuie si fie un aminoacid diferit decat
cel gisit, respectiv, la pozitiile Bis, Bas, B27, Bas, Bag sau Bsg ale catenei B a unei molecule de
insulind umani, si in plus cu conditia ci dacd X4 este N, atunci X;s trebuie si fie un aminoacid
altul decat G sau N (SEQ ID NO:4).

In anumite realiziri preferate, antagonistul receptor pentru insulini, adicd, Zi-Z»-Zs in
proteina de fuziune descrisi mai sus are urmdtoareca secventd de aminoacizi:
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCG
(SEQ ID NO:5).

In proteinele de fuziune din prezenta inventie, al doilea agent de legitura peptidic este o
peptida care are intre 10 §i 25 aminoacizi, in care cel putin 50% din respectivii aminoacizi sunt
reziduuri G. In anumite realiziri, al doilea agent de legiturd peptidic este o peptidi care cuprinde
secventa de aminoacizi [GGGGX],, in care X este Q, E sau S; si In care , este 2-5. In anumite
realizdri, al doilea agent de legaturd peptidic  cuprinde secventa de aminoacizi:
GGGGX1GGGGX,GGGGX3GGGGX4X5Xs
in care X; este QQ sau E; X, este Q sau E; Xj este QQ sau E; X, este G, E, Q sau este absent; X este
G sau absent; si Xe este G sau este absent (SEQ ID NO:6).

In anumite realiziri preferate, al doilea agent de legiturd peptidic are secventa de
aminoacizi:

GGGGQGGGGQGGGGQGGGGE (SEQ ID NO:7).

In anumite realiziri, regiunea IgG Fc umani cuprinde fragmente dintr-un lant greu al unui anticorp
IgG. O diagrama schematica a unei proteine de fuziune care cuprinde o astfel de regiune IgG este
previzuti in diagrama (A) din Figura 2. in alte realiziri, regiunea IgG Fc umani cuprinde
fragmente din doud lanturi grele ale unui anticorp IgG. O diagramd schematicd a unei proteine de
fuziune care cuprinde o astfel de regiune IgG este previzutd in diagrama (B) din Figura 2.

in anumite realiziri, regiunea IgG Fc umani este o regiune Fc de la un anticorp IgG1,
IgG2 sau IgG4.

In anumite realiziri, regiunea IgG Fc umani este o regiune Fc de la un anticorp IgGl
care cuprinde urmitoarea secventd de aminoacizi:

CPPCPAPELLGGPS VX LX PPRPKDTLMISRTPEVTCIG VX DVSHEDPEVEKFNWY
VRDGVEVHNAKTKPREEQY X STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRIELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNG(
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTYDESRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKS
LSLSPGX,

in care X; este F, Q sau E; X, este F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; X5 este N, D sau
Q; si X, este K sau este absent. (SEQ ID NO:8)

In anumite realiziri, regiunea 1gG Fc cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:8
si cuprinde in plus unii sau toti aminoacizii care ar fi gasiti intr-o secventd 1gG1 Fc de tip silbatic
la partea N-terminald a reziduului C la pozitia 1 in SEQ ID NO:8.

Preferabil, regiunea IgG Fc umani este fie dintr-un anticorp IgG2, fie dintr-un anticorp
IgG4.

in anumite realiziri, regiunea IgG Fc umani este o regiune Fc de la un anticorp IgG4
care cuprinde urmitoarea secventd de aminoacizi:
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PCPPCPAPEAAGGPSVX LXGPPKPKDTLMISRTPEVTCX VX DVSGEDPEVOFNW
YVDGVEVHNAK TKPREEQFXGRTYRVVSVLTVEHQDWINGKEYKCKVANKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESKG
QPENNYKTTPPVLDSDGEFFLY SXLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSLGX,

in care X; este F, Q sau E; X, F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; Xs este N, D sau Q;
X este R,A sau K; X7 este K sau este absent. (SEQ ID NO:9)

In anumite realizari, regiunea 1gG Fc cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:9,
si cuprinde in plus unii sau tofi aminoacizii care ar fi gasiti in secventa 1gG4 Fe de tip sdlbatic la
partea N-terminald a reziduului C la pozitia 1 in SEQ ID NO:9. In anumite realiziri, regiunca IgG
Fc umani cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:9, in care X este F; X; este F; X5 este
V; X4 este V; X;s este N; Xs este R; si X7 este absent.

In anumite realiziri, regiunca IgG Fc umani este o regiune Fc de la un anticorp IgG2
avand urmatoarea secventi de aminoacizi:

BECPPCPAPPVAGPEVIG L PPRKPEDTEMISRTPEVTC VL DYSHEDPEVOFNWY
YVDOGVEVHNAKTKPREEQIXSTIRVVEVLTVYHODWLNGREYRKCKVENKGLPA

PIER TS T GOPREPOVY TLPPSREEMTENOVSLTCLVEGEYPSDIAVEWESNGD
PENNYRKTTPPMLDSDGRFFLY SKLTVDESRWOOGNVISCEVMHEALBNHY QK
SESLSPOX

in care X; este F, Q sau E; X, este F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; X5 este N, D sau
Q; si Xe este K sau absent. (SEQ ID NO: 10)

In anumite realiziri, regiunca IgG Fc cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:
10, si cuprinde in plus unii sau toti aminoacizii care ar fi gasiti in secventa 1gG2 Fc de tip salbatic
la partea N-terminald a reziduului E 1a pozitia 1 in SEQ ID NO:10. In anumite realiziri, regiunca
IgG Fc umand cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:10, in care X; este F; X este F;
Xz este Vi Xy este Vi Xs este N; si X, este absent.

In anumite realiziri, proteina de fuziune cuprinde secventa de aminoacizi:

Ay KX 3QHLCGSHLVEAL X, TVEGERGE XY X5 ¥ XK g Xy ¢GX 11 GGGGGTVEQTECTS X 2 ST
Ki3RLENYC¥ 14X, GGGGH 6 GGEGEX 1 CGEEEX 1 3GGGGEH, 20X 21X CPPCPAPY 53 K54 AGK
25 PSVELEPPKPEDTLMISRTPEVTCVVVDV S X g g EDPEVOENWYVDGVEVHNAKTKPREER

QENSTX7RVVEVLTIVE s HODWLNGREYKUKVENKGLPX e hap LTERKT L SKX 3 KGUPREPQ

VYTLPPSX EEMTKNQVSLTCLVRGEY PSDIAVERESNGOPENNYKTTPPY 3 LDSDGESY

FLYSX LTVDRESRHWQK ;5GNVESCSVMHEALHNHYTORS LS LS X 56G
in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia cd atunci cel putin unul dintre X4, Xs, Xs, X7, X3, sau Xg este un aminoacid altul decat cel
care este prezent, respectiv, in pozitiile Bis, Bos, Ba7, Bas, Bag sau Bzg dintr-o catend B de insulind
umani; X este G sau este absent; X;; este G, S sau este absent; Xj, este T sau I; Xz este D, Y, Q
sau E; Xy este G, N, S sau A; X5 este orice aminoacid care apare natural, sau este absent, cu
conditia cd daci Xy4 este N, atunci X;s trebuie si fie un aminoacid altul decit G sau N; X6 este Q
sau E; Xj7 este Q sau E; Xjs este Q sau E; X9 este G, E, Q sau este absent; X este G sau absent;
X»1 este G sau este absent; Xy, este E sau P; X»; este E sau P; Xo este A sau V; Xos este G sau este
absent; Xy este Q sau H; Xy;7 este Y sau F; Xy este L sau V; Xy este S sau A; Xz este S sau P;
X3y este A sau T; Xz este Q sau R; Xsz este V sau M; Xzq este R sau K; Xszs este E sau Q; si
X36 este L sau P (SEQ ID NO:11).

In anumite realiziri, prezenta inventie furnizeazi o proteind de fuziune selectatd din
grupul constand din SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID N0:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, si SEQ ID NO:24.
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Intr-o realizare preferatd, proteina de fuziune are secven‘;a de aminoacizi:

10 20 30 G 5¢ 50
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFRYGGGGGEGSGEGEGIVEQCUTSTCSLDQLENYCGGEE

70 8o 90 100 110 120
GGQGEEEOGGEEOGEGGEGECPPCPAPEPVAGESVELF PPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDYS

130 140 150 160 170 180
HEDPEVCFNWYVDCVEVHNAKTK PREEQFNSTFRVVS VL TVVHODWLNGKEY KCKV SNKG

1380 200 210 220 230 240
LEAPTIEKTISKTKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSTLTCIVKGFYPSDIAVENESNGOP

250 260 270 280 290

ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEATHNHYTOKSLILSPG

(SFQ TD WO:12y,

In anumite realiziri, proteinele de fuziune din prezenta inventie sunt prezente sub forma
unui dimer. O diagrama schematicd a unui astfel de a dimer este previzuti in diagrama (C) din
Figura 2. In anumite realiziri, dimerul este un homodimer, in care secventele de aminoacizi ale
celor doud proteine de fuziune care foemeaza dimerul sunt aceleasi. In anumite realiziri, dimerul
este un heterodimer, in care secventele de aminoacizi ale celor doud proteine de fuziune care
formeazd dimerul sunt diferite.

In anumite realiziri, compozitia farmaceutici din prezenta inventie cuprinde o proteini
de fuziune din prezenta inventie, un agent de tamponare, un surfactant, si un agent de izotonicitate.
In anumite realiziri, agentul de tamponare este acidul citric si/sau citratul, surfactantul este
polisorbatul 80, si agentul de izotonicitate este manitolul. In anumite realiziri, pH-ul compozitici
variazi de la aproximativ 5,5 pani la aproximativ 8.0. In anumite realiziri, pH-ul variazi de la
aproximativ 6,0 pani la aproximativ 7,4. In anumite realiziri, pH-ul variazi de la aproximativ 6,0
pana la 6,75.

In anumite realiziri, compozitia farmaceutici cuprinde in plus un ingredient activ
suplimentar. In anumite realiziri, ingredientul activ suplimentar este o terapie pe baza de incretin.
In anumite realizdri preferate, terapia pe bazad de incretin este un agonist GLP-1R. Preferabil,
agonistul GLP-1R este dulaglutida.

in anumite realiziri, utilizarea terapeutici din prezenta inventie cuprinde administrarea
unei cantititi eficiente terapeutic dintr-o proteini de fuziune o dati pe zi. In realizirile preferate, o
cantitate eficientdi terapeutic de proteina de fuziune este administrati o dati pe siptimani. In
anumite realiziri, o cantitate eficientd terapeutic de proteind de fuziune este administrati o datd pe
luni. In anumite realiziri, prezenta inventie furnizeaza o proteind de fuziune din prezenta inventie
pentru utilizare in tratarea diabetului zaharat in timp ce reduce riscul de hipoglicemie si/sau castig
in greutate.

Prezenta inventic furnizeazd de asemenea o proteind de fuziune din prezenta inventie
pentru utilizare in tratarea diabetului zaharat, obezititii, dislipidemiei, si/sau sindromului
metabolic in combinatie cu un ingredient activ suplimentar. Proteina de fuziune si ingredientul
activ suplimentar in astfel de realizari pot fi administrate simultan, secvential sau intr-o singurd
formulare combinati. In anumite realiziri, ingredientul activ suplimentar este o terapic pe bazi de
incretin. In anumite realiziri preferate, terapia pe bazi de incretin este un agonist GLP-IR.
Preferabil, agonistul GLP-1R este dulaglutidi. In anumite realiziri, combinatia este administrati o
dati zilnic. In anumite realiziri preferate, combinatia este administrati o dati siptimanal. In
anumite realiziri, combinatia este administrati o datd lunar.

n anumite realiziri, prezenta inventie furnizeazi o proteini de fuziune din prezenta
inventie pentru utilizare in tratamentul diabetului zaharat, obezitatii, dislipidemiei sau sindromului
metabolic. In anumite realiziri, prezenta inventic furnizeazi o proteind de fuziune din prezenta
inventie pentru utilizare in tratarea sau prevenirea unei afectiuni asociate cu diabetul selectatd din
grupul care constd din boli de inimd, accident vascular cerebral, nefropatie, retinopatie, si boli
renale. In anumite realiziri, prezenta inventic furnizeazi o proteini de fuziune din prezenta
inventie pentru utilizare in tratarea unui pacient cu diabet zaharat in timp ce reduce riscul de
hipoglicemie si/sau cistig in greutate, cuprinzind administrarea la pacient a unei proteine de
fuziune din prezenta inventie. In anumite realiziri, proteina de fuziune din prezenta inventie este
prevazutd pentru utilizare simultand, separatd sau in combinatie secventiald cu un alt ingredient
activ. In anumite realiziri, ingredientul activ suplimentar este o terapie pe bazi de incretin. In
anumite realizdri preferate, terapia pe bazi de incretin este un agonist GLP-1R.

In anumite realiziri, prezenta inventie furnizeaza utilizarea unei proteine de fuziune din
prezenta inventie in fabricarea unui medicament pentru tratamentul diabetului zaharat, obezititii,
dislipidemiei sau sindromului metabolic. In anumite realiziri, prezenta inventie furnizeazi
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utilizarea unei proteine de fuziune din prezenta inventie in fabricarea unui medicament pentru
tratamentul sau prevenirea unei afectiuni asociate diabetului selectatd din grupul care constd din
boli de inimd, accident vascular cerebral, nefropatie, retinopatie, si boli renale. In anumite
realizari, prezenta inventie furnizeaza utilizarea unei proteine de fuziune din prezenta inventie in
fabricarea unui medicament pentru tratarea diabetului zaharat in timp ce reduce riscul de
hipoglicemie si/sau castig in greutate, cuprinzind administrarea la pacient a unei proteine de
fuziune din prezenta inventie. In anumite realiziri, prezenta inventie furnizeaza utilizarea unei
proteine de fuziune din prezenta inventie in fabricarea unui medicament pentru tratamentul
diabetului zaharat, obezitatii, dislipidemiei sau sindromului metabolic, in care medicamentul este
pentru administrarea simultand, separatd sau secventiald in combinatie cu un alt ingredient activ.

Cand s-a utilizat aici, termenul ,,agonist receptor pentru insulind” s-a referit 1a o proteini
care s¢ leagd la si activeazi receptorul pentru insulind, conducind la o scidere a nivelurilor de
glucozd In singe si/sau la o supresie a productiei de glucozd hepaticd, caracteristici care pot fi
testate si masurate utilizAnd tehnici cunoscute, cum ar fi cele prezentate in studiile descrise mai
jos.

Portiunea de agonist receptor pentru insulind a proteinelor de fuziune din prezenta
inventie include un analog al unei catene B de insulind si un analog al unei catene A de insulini.
Cand s-au utilizat aici, termenii ,,catend A de insulind” si ,,cateni B de insulind” se referd la
catenele A si B ale moleculei de insulind umand (CAS nr. 11061-68-0), ale ciror secvente native
de tip salbatic sunt bine cunoscute. Catena A de insulind umani constd din 21 de aminoacizi, la
care se face referire in domeniu ca Ai-Asi, avind urmitoarea secventa:
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEQ ID NO:13).

Catena B de insulini umani consti din 30 de aminoacizi, la care se face referire in
domeniu ca B;-Bsp, avind urmatoarea secventa:

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYIPKT (SEQ ID NO:14).

Intr-o moleculd de insulind umani, catencle A si B sunt unite prin doud legituri
disulfurd, CisA7-CisB7 si CisA20-CisB19. Catena A are o legiturd disulfurd intra-catenard la
CisA6-CisAll.

Pentru a obtine profilul de actiune dorit extins in timp, agonistul receptor pentru insulina
al proteinei de fuziune din prezenta inventie trebuie sd rdmand in circulatie, si sa fie capabil s
interactioneze cu receptorul pentru insulind, pe o perioada de timp extinsd. Pentru ca proteinele de
fuziune din prezenta inventic si rdmand In circulatic pe o perioadi doritd de timp, climinarca
proteinelor de fuziune trebuie sa fie atenuati. Cele doud cii primare de eliminare a insulinei sunt
eliberarea renald si eliberarea mediati de receptorul pentru insulind. Vezi Iglesias P, si colab.
Diabet Obes. Metab. 2008;10:811-823. Pentru a minimiza cliberarca renald, este necesara o
moleculd cu dimensiune hidrodinamica de cel putin aproximativ dimensiunea albuminei din serul
uman, si o astfel de dimensiune hidrodinamic3 este prevazuti in fuziunile de proteine din prezenta
inventie prin regiunea IgG Fc umana. Ca si pentru cliberarea mediatd de receptor, proteina de
fuziune nu poate fi atat de potentd la receptorul pentru insulind astfel incat si conduci la eliberarea
mai rapidd mediata de receptor decat cea doritd, dar proteina de fuziune trebuie si fie suficient de
potentd totusi, pentru a furniza un control suficient al glucozei la doze care sunt realizabile
comercial Astfel, potenta proteinei de fuziune trebuie sd fie echilibratd cu grija, si structura
proteinei de fuziune din prezenta inventie trebuie sd permitd obtinerea unui astfel de echilibru.

Moleculele de insulind au o tendintii de a se autoasocia in dimeri si hexameri. Au fost
propuse numeroase roluri pentru tendinfele de conservare evolutionard, de autoasociere ale
insulinei, incluzand: (1) stabilizarea chimica si termicd a moleculei in timpul depozitirii vacuolelor
intracelulare; (2) protectia insulinei monomerice de fibrilatia in vivo; (3) substitutic pentru
stabilizarea asistatd de haperone si pliere in timpul exprimdrii intracelulare; si/sau (4) esential
pentru traficul secretor. Forma activi de insulind totusi, este monomerul.

Tendinta moleculelor de insulind de a se autoasocia, si inactivitatea unor astfel de
molecule autoasociate, este relevantd pentru prezenta inventie, deoarece regiunile IgG Fc umane
tind de asemenea s se autoasocieze pentru a forma dimeri, de obicei asociati covalent prin legaturi
disulfurd in regiunea balama, si astfel de dimeri sunt formafi din regiunile IgG Fc umane in
proteinele de fuziune din prezenta inventie. Ca rezultat al dimerizarii regiunilor IgG Fc umane,
cele doud ,brate” ale agonistilor receptori pentru insulind sunt in strinsd proximitate unul cu
celalalt, si prin urmare existd la o concentratie locali relativ ridicata. In cazul insulinei umane, o
astfel de stransd proximitate ar tinde si favorizeze autoasocierea, sau dimerizarea radicalilor de
insulind, afectind activitatea moleculei. O diagrama schematica a unui dimer proteic de fuziune Fc
cu bratele radicalului de insulind care au devenit autoasociate, sau dimerizate, este previzutd in
diagrama (D) din Figura 2. Tendinta moleculelor de insulind de a se¢ autoasocia ar putea de
asemenea conduce la autoasociere, sau dimerizare, a radicalilor de insulini de mai mult de un
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dimer proteic de fuziune Fc; o diagrami schematicd a unui dimer din doi dimeri proteici de
fuziune Fc cu radicali de insulind autoasociati, sau dimerizati este previzuti in diagrama (E) din
Figura 2. In plus, radicalii de insulind in mai mult de doi dimeri proteici de fuziune Fc ar putea de
asemenca si se autoasocicze intr-o astfel de manierd pentru a forma, de exemplu, un trimer care
cuprinde trei dimeri, sau chiar agregate de ordin mai ridicat care sunt compuse din mai mult de trei
dimeri.

Portiunea de agonist receptor pentru insulind a proteinei de fuziune din prezenta inventie
are totusi, o tendintd redusi de a se autoasocia sau dimeriza, si astfel dimerii proteici de fuziune
cuprinsi ai proteinelor de fuziune din prezenta inventie tind sd favorizeze structura reprezentata in
diagrama (C) din Figura 2, spre deosebire de structurile reprezentate in diagramele (D) si (E) din
Figura 2. Astfel, in timp ce prezenta inventie furnizeazd un dimer a doud proteine de fuziune,
Lbratul” agonistului receptor pentru insulind al fiecdrei proteine de fuziune in dimer, mentine o
stare predominant monomericd, cum s-a reprezentat de exemplu in diagrama (C) din Figura 1, si
este astfel mai capabil sd interactioneze cu receptorul pentru insulind.

in proteinele de fuziune din prezenta inventie, analogul catenei B de insulini in agonistul
receptor pentru insulind include una sau mai multe modificdri la secventa de aminoacizi a catenei
B de insulini umani. In particular, pentru a reduce predilectia portiunilor de agonist receptor al
insulinei de a se autoasocia, sau dimeriza, analogul catenci B de insulind include una sau mai
multe modificdri din catena B a unei molecule de insulind umana la pozitiile B, Bas sau B30,
care sunt reprezentate in SEQ ID NO:1 ca pozitiile X4, X5 si respectiv Xs.9. De exemplu: Xy (care
corespunde cu By in catena B dintr-o moleculd de insulind umand) poate fi modificat la E, Q sau
H; X5 (care corespunde cu Bss in catena B dintr-o moleculd de insulind umani) poate fi modificat
la H; X5 (care corespunde cu B»7 in catena B dintr-o molecula de insulind umand) poate fi sters sau
modificat la G, S, H sau V; X7 (care corespunde cu Bz in catena B dintr-o moleculd de insulini
umand) poate fi sters sau modificat la G, E, K, D, S sau H; X; (care corespunde cu By in catena B
dintr-o moleculd de insulind umana) poate fi sters sau modificat la G, E, P, Q, D sau H; si X, (care
corespunde cu Bsp in catena B dintr-o moleculd de insulind uman3) poate fi sters sau modificat la
G, S, E sau K. In plus pentru o reducere a predilectiei portiunilor de agonisti receptori ai insulinei
de a se autoasocia, modificdrile la pozitiile Bis si Bas pe analogii - X4 i respectiv Xs ai catenei B
de insulind din SEQ ID NO:1 - pot fi de asemenea ficute pentru ajustarea potentei, imbundititirca
exprimdrii, imbunatitirea stabilitdtii chimice si/sau fizice, imbundtitirea usurintei cu care
proteinele de fuziune poate fi formulate cu al{i excipieni utilizati in mod obisnuit si/sau pentru a
elimina deamidarca. Analogul catenei B de insulind poate include de asemenca modificiri
suplimentare din aceste motive. Referindu-ne la variabilele din SEQ ID NO:1, astfel de modificari
suplimentare includ urmatoarele: modificarea lui X; (care corespunde cu B, in catena B dintr-o
moleculd de insulini umand) la Q sau A; modificarea lui X, (care corespunde cu B in catena B
dintr-o moleculd de insulind umani) la G; si/sau modificarea lui X3 (care corespunde cu Bsin
catena B dintr-o moleculd de insulini umani) la K, D sau G.

In anumite realiziri preferate, analogul catenei B de insulini include mai mult de o
modificare la secventa de aminoacizi a catenei B de insulind umand in pozitiile X4, Xs si Xe.0 din
SEQ ID NO:1. Intr-o realizare preferatd, Xs este E si Xs este H. In anumite realiziri, secventa de
aminoacizi de X¢-Xo din SEQ ID NO:1 este selectatd din grupul care constd din: GGES, GGGS,
GGDS, GGEG, GGGG, SSES, SSGS, GGEE, GGGE, GGEK, GGGK, TPGS, TGGS, HGES,
GHES, GGHS, GGEH, HGGS, GHGS, GGGH, GGDD, VGES, TEET, TKPT, GGGG, TGGG,
TPGG, EPKT, TDKT, TPGS, OUA, EGES, EEES, EPES, EPEP si GGDD. In realizirile preferate,
secventa de acesti patru aminoacizi este GGGS, GGGG sau TEET. In realizari in special preferate,
X4 este E, Xs este H si X6.9 este GGGG.

Ar trebui sd se observe cd, in timp ce X¢-Xo din SEQ ID NO:1 sunt descrisi mai sus ca
cuprinzand capatul C-terminal al analogului catenei B de insulind (Z;), acesti aminoacizi nu sunt
critici la activitatea proteinelor de fuziune la receptorul pentru insulind, si astfel pot fi considerati
alternativ o extensie a primului agent de legiturd peptidic (Z»). De exemplu, in contextul din SEQ
ID NO:4, Xs-Xo poate fi consideratd parte fie a analogului catenei B de insulind, fie a primului
agent de legatura peptidic in acel agonist receptor pentru insulind.

in proteinele de fuziune din prezenta inventie, analogul catenei A de insulini in portiunea
agonistului receptor pentru insulind poate include una sau mai multe modificiri la secventa de
aminoacizi a catenei A de insulind umand destinatd a imbunititi stabilitatea chimici si fizicd, a
ajusta potenta, si/sau a intensifica exprimarea. Referindu-ne la variabilele din SEQ ID NO:2,
aceste modificiri includ urmatoarele: modificarea lui X; (care corespunde cu Ay in catena A dintr-
o moleculd de insulinid umand) la T; modificarea lui X (care corespunde cu Ai4 in catena A dintr-o
moleculd de insulind umand) la D, Q sau E; si/sau modificarea lui X3 (care corespunde cu A, in
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catena A dintr-o moleculd de insulind umani) la G, S sau A. Intr-o realizare preferatd, X, este T,
X5 este D, si X; este G.

In plus, pentru a evita deamidarea precum si clivarea chimici si/sau proteoliticd, daci
aminoacidul la pozitia 21 in analogul catenci A de insulind in agonistul receptor pentru
insulind, adicd, X3in SEQ ID NO:2, este un N - aminoacid care este prezent la pozitia
corespunzitoare dintr-o moleculd de insulind umand - ar trebuie sd nu fie urmat imediat la partea
C-terminald de anumiti aminoacizi, cum ar fi un G sau un N, sau, in anumite realizdri, un P, S, V
sau L. Vezi, de exemplu, Vlasak J, Ionescu R., MAbs. 2011 mai-iunie;3(3):253-63. Fragmentation
of Monoclonal Antibodies. Ar trebui si se observe cd in timp ce aceastd cerintd este relatatd in
prima proteind de fuziune descrisd mai sus in contextul optiunilor pentru pozitiile X4 si Xs in SEQ
ID NO:2, care se referd la analogul catenei A de insulind, nu este criticd pentru reziduurile non-
glicind dupa un reziduu de asparagind la pozitia 21 in analogul catenei A de insulind pentru a fi
considerat parte a agonistului receptor pentru insulind, spre deosebire de al doilea agent de legiturad
peptidic. De exemplu, in contextul din SEQ ID NO:11, reziduul corespunzitor pozitiei 21 in
portiunea analogd a catenei A este reprezentat de X4, si urmitorul aminoacid, Xis, ar putea fi
considerat fie parte a agonistului receptor al insulinei, fie a celui de al doilea agent de legdtura
peptidic.

Cum s-a descris mai sus, in proteinele de fuziune din prezenta inventie, reziduul C-
terminal al analogului catenei B de insulind este direct fuzionat la reziduul N-terminal al unui prim
agent de legdtura peptidic i reziduul C-terminal al primului agent de legaturd peptidic este direct
fuzionat la reziduul N-terminal al analogului catenci B de insulind. Primul agent de legiturd
peptidic trebuie sd asigure suficienta flexibilitate pentru analogii catenei A si catenei B de insulina
pentru a obtine structura necesard pentru a se lega la receptorul pentru insulind, dar nu trebuie si
fie atdt de lung incit sd interfereze excesiv cu acea legiturd. Lungimea si compozitia primului
agent de legiturd peptidic poate fi ajustatd pentru a ajusteaza potenta si/sau exprimarea proteinelor
de fuziune. In unele realiziri, primul agent de legiturd peptidic este de 5 pani la 10 aminoacizi in
lungime, din care cel putin 5 sunt reziduuri G. In anumite realiziri, secventa de aminoacizi a
primului agent de legatura peptidic este selectatd din grupul care constd din: GGGGGG, GGGGG,
EGGGGG, GEGGGG, GGEGGG, GGGEGG, GGGGEG, GGGGGE, KGGGGG, GKGGGE,
GGKGGG, GGGKGG, GGGGKG, GGGGGK, HGGGGG, GHGGGG, GGHGGG, GGGHGG,
GGGGHG, GGGGGH, GGGGGA, GGGGGR, SGGGGG, GSGGGG, GGSGGG, GGSGGGK,
GGSGGGG si GGSGGG. In anumite realiziri preferate, secventa primul agent de legiturd
peptidic cuprinde SEQ ID NO:3. Cel mai preferabil, secventa primului agent de legiturd peptidic
este GGSGGGG (SEQ ID NO:15). Portiunea agonistului receptor pentru insulind al proteinelor de
fuziune din prezenta inventie include de asemenea legiturile disulfurd gasite intr-o moleculd de
insulind umand cum s-a descris mai sus, si anume, doud legituri disulfurd care unesc analogii
catenei A si catenei B de insulind la CisA7-CisB7 si CisA20-CisB19, si o legaturd disulfurd intra-
catenard in analogul catenei A de insulind la CisA6-CisAll.

Cum s-a descris mai sus, reziduul C-terminal al portiunii de agonist receptor al insulinei
proteinelor de fuziune din prezenta inventie este fuzionat la reziduul N-terminal al unui al doilea
agent de legatura peptidic, si reziduul C-terminal al celui de al doilea agent de legiturd peptidic
este fuzionat direct la reziduul N-terminal al portiunii Fc. Este preferat ca al doilea agent de
legiturd peptidic sa fie bogat in glicind, pentru a furniza suficientd flexibilitate conformationala. Al
doilea agent de legitura peptidic este intre 10 si 25 de aminoacizi in lungime, cu cel putin 50% din
aminoacizi fiind reziduuri de glicind. Un al doilea agent de legiturd peptidic preferat include
secventa (GGGGXs), in care Xiseste Q, E sau S si n = 2-5. Un al doilea agent de legitura
peptidic mai preferat are secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:6. Cel mai preferat al doilea
agent de legaturd peptidic are secventa de aminoacizi GGGGQGGGGQGGGGQGGGGG (SEQ
ID NO:7).

Asa cum s-a utilizat n acest document, termenul ,,regiunca IgG Fc umani” are intelesul
dat in mod obisnuit de termen in domeniul imunologiei. Specific, acest termen se referd la un
fragment de anticorp 1gG uman care este obtinut prin indepartarea cele doud regiuni de legare la
antigen (fragmentele Fab) de anticorp. In particular, regiunea Fc include domeniile regiunilor
constante CH2 si CH3 ale anticorpului, si poate include de asemenea unele sau toate regiunile
balama.

Cum s-a descris mai sus, in anumite realizdri ale proteinei de fuziune din prezenta
inventie, regiunea IgG Fc umand cuprinde fragmente ale regiunii constante dintr-un lant greu al
unui anticorp IgG, a cirei descriere schematicd este furnizatd in diagrama (A) din Figura 2, si in
alte realizdri, regiunca [gG Fc umana cuprinde fragmente ale regiunilor constante din doud lanturi
grele ale unui anticorp IgG, a cérei descriere schematica este furnizata in diagrama (B) din Figura
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2. In aceasti realizare, regiunile constante ale celor doud lanturi grele sunt asociate unele cu altele
prin interactiuni non-covalente si legaturi disulfura.

Exista patru subclase de IgG (G1, G2, G3, si G4) din care fiecare are structuri si functii
biologice diferite cunoscute ca functii efectoare. Aceste functii efectoare sunt in general mediate
prin interactiunea cu receptorul Fc (FcyR) sau prin legarea factorului complementar Clq. Legarea
la FcyR poate conduce la citolize mediate de celule dependente de anticorp, in timp ce legarea la
factorii complementari poate conduce la o lizare celulard mediatd de complement. Structurile i
proprietitile regiunilor Fc ale subclaselor de IgG sunt cunoscute in domeniu. Proteinele de fuziune
din prezenta inventie pot contine regiuni Fc din oricare din subclasele de IgG, desi G2 si G4 si au
activitafi de legare la receptor si activititi ale functiilor efectoare mai scizute decat ale anticorpilor
G1 si G3, si sunt astfel preferati.

Cand s-a utilizat aici, termenul regiune IgG Fc umand include de asemenea versiuni ale
unor astfel de fragmente de anticorp care au fost modificate, alungite si/sau trunchiate, de
exemplu, pentru a altera proprietitile sau caracteristicile cum ar fi functiile de legare la
complement si/sau la receptorul Fc, functiile efectoare, formarea legaturii disulfurd, glicozilarea,
citotoxicitate mediatd celular dependentd de anticorp (ADCC), manufacturabilitatea, si/sau
stabilitatea. De exemplu, regiunile IgG Fc umane ale proteinelor de fuziune din prezenta inventie
pot fi modificate pentru a reduce sau indeparta situsurile de glicozilare legate N, care vor reduce
afinitatea si citotoxicitate de legare la Clq, si care ar putea ajuta la imunogenicitate, afectarca
stabilitatii conformationale si rata de eliberare in vivo, si/sau modificarea functiilor efectoare.
Regiunile IgG Fc umane ale proteinelor de fuziune din prezenta inventic pot avea de asemenea
unele sau toate regiunile balama indepirtate pentru a simplifica dimerizarea Fc mediatd de
disulfurd. Alte exemple de alterari includ fosforilarea, sulfatarea, acilarea, glicozilarea, metilarea,
acctilarea, amidarea, si/sau modificdrile pentru a permite productia de molecule heterodimere.
Tehnicile pentru modificarea structurilor si proprietitilor regiunilor IgG Fc umane ale subclaselor
de IgG sunt cunoscute in domeniu.

Indiferent de structura finald a proteinei de fuziune, regiunca IgG Fc umanad trebuie si
serveascd la prelungirea perioadei de injumititire a plasmei in vivo a agonistului receptor pentru
insulini. in prepararea proteinelor de fuziune Fc heterologe in care portiunea Fc este utilizati
pentru abilitatea sa de a extinde perioada de injumatitire, este important sd se minimizeze orice
functii efectoare. Mai mult, agonistul receptor fuzionat pentru insulind trebuie sd rdmani capabil s
se lege la si sd activeze receptorul pentru insulind pentru a conduce 1a o scidere a nivelurilor de
glucozd In singe si/sau la o supresie a productiei de glucozd hepaticd, caracteristici care pot fi
testate si mdsurate utilizand tehnici cunoscute, cum ar fi cele prezentate in studiile descrise mai
jos. O perioadd de Injumititire lungd a proteinelor de fuziune din prezenta inventic poate fi
demonstratd utilizind, de exemplu, metodele descrise mai jos.

O regiune IgG Fc umani preferatd este o regiune IgG4 Fc modificatd pentru a reduce
suplimentar functiile efectoare, pentru a promova formarea de homodimeri, si a avea o portiune
din balama stearsd, ca in SEQ ID NO:9 in care X; este F; X, este F; X3 este V; X4 este V; Xs este
N; X este R; si X5 este absent.

O alta regiune 1gG Fc umand preferatd este o regiune IgG2 Fc care are o portiune din
balama stearsd, ca in SEQ ID NO:10 in care X; este F; X5 este F; X; este V; Xy este V; X;s este N;
si X¢ este absent.

Ar trebui sd se observe cd, desi secventele de aminoacizi ale regiunilor 1gG Fc umane
preferate relatate mai sus au portiuni de regiuni balama indepirtate pentru a simplifica dimerizarea
mediatd de disulfurd, acele regiuni balama pot fi prezente in anumite realizdri. De exemplu, o
regiune 1gG2 Fc de tip silbatic include cele sase secvente de aminoacizi ERKCCYV la capitul sdu
N-terminal, si desi acesti aminoacizi nu sunt relatati in secventa regiunii IgG2 Fc stabilitd in SEQ
ID NO:10, se are in vedere ci o regiune IgG Fc umand care cuprinde secventa de aminoacizi
stabilitd in SEQ ID NO:10 poate cuprinde suplimentar unele sau toate din cele sase secvente de
aminoacizi ERKCCV la capitul siu N-terminal. In mod similar, o regiune IgG Fc umani care
cuprinde secventa de aminoacizi stabilitd in SEQ ID NO:9 poate cuprinde suplimentar unii sau tofi
din cei sase aminoacizi gisiti la capitul N-terminal al unei regiuni IgG4 Fc, si anume ESKYGP. in
mod aseminitor, o regiune [gG Fc umand care cuprinde secventa de aminoacizi stabilitd in SEQ
ID NO:8 poate cuprinde suplimentar unii sau toti din cei zece aminoacizi gisiti la capatul N-
terminal al unei regiuni IgG1 Fe, si anume: EPKSCDKTHT. Mai mult, conturarea precisa intre
care aminoacid constituie capitul C-terminal al celui de al doilea agent de legidturd peptidic si care
aminoacid constituie capitul N-terminal al regiunii IgG Fc umane nu este critic pentru structura
sau functionarea proteinei de fuziune din prezenta inventie. De exemplu, in contextul din SEQ ID
NO:11, reziduurile corespunzitoare pozitiillor Xi9-X» ar putea fi descrise ca fiind capitul C-
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terminal al celui de al doilea agent de legiturd peptidic sau o extensic a N-terminalului regiunii
IgG Fc umane.

Cum s-a descris mai sus, prezenta inventie se referd de asemenea la polinucleotidele care
codificd oricare din proteinele de fuziune din prezenta inventie. Polinucleotidele care codifica
proteinele de fuziune descrise mai sus, pot fi in forma de ARN sau ADN, care include ADNc si
ADN sintetic, si care pot fi dublu catenare sau monocatenare. Secventele codificatoare care
codificd proteinele din prezenta inventie pot varia ca rezultat al redundantei sau degenerdrii
codului genetic.

Polinucleotidele care codificd proteinele de fuziune din prezenta inventie pot include
urmatoarele: numai secventa codificatoare pentru proteine, secventa codificatoare pentru proteine
si secventa codificatoare suplimentard, cum ar fi o secventd lider sau secretoare sau o secventd
proproteicd; secventa codificatoare pentru secventele proteice si necodificatoare, cum ar fi intronii
sau secventele necodificatoare 5' si/sau 3' ale secventei codificatoare pentru proteine. Astfel,
termenul ,,polinucleotida care codifica o proteind” cuprinde o polinucleotida care poate include nu
numai secventa codificatoare pentru proteine ci si de asemenea o polinucleotidd care include
suplimentar secventa codificatoare si/sau necodificatoare.

Polinucleotidele din prezenta inventic vor fi exprimate intr-o celuld gazdi dupd ce
secventele au fost legate operabil 1a o secventa de contol a exprimirii. Vectorii de exprimare sunt
de obicei replicabili in organismele gazda fie ca epizomi, fie ca o parte integrald din ADN-ul
cromozomial al gazdei. In mod obisnuit, vectorii de exprimare vor contine markeri de sclectie
pentru a permite detectia acelor celule transformate cu secventele ADN dorite.

Proteinele de fuziune din prezenta inventie pot fi cu usurinti produse in celule de
mamifer cum ar fi CHO, NSO, HEK293, BHK, sau celule COS; in celulele bacteriene cum ar fi E.
coli, Bacillus subtilis, sau Pseudomonas fluorescentd; in celule de insecte, sau in celule de ciuperci
sau de drojdie, care sunt cultivate utilizand tehnici cunoscute in domeniu. Insectele, si drojdia sau
alte celule de ciuperci, produc totusi, N-glicani neumani, astfel incat proteinele cu glicozilare N-
legate produse in astfel de celule pot cauza reactii imunogenice daca sunt administrate pacientilor.
Productia in astfel de celule necesitd astfel eliminarea situsurilor de glicozilare N-legate si/sau
modificarea geneticd a celulelor pentru a produce N-glicani umani utilizand tehnici cunoscute in
domeniu. Vezi, de exemplu, Hamilton SR, si colab., Production of complex human glycoproteins
in yeast, 301 SCIENCE (5637): 1244-6 (August 2003). Este preferatd productia in celulele de
mamifer, si celula gazdd de mamifer preferatd este linia celularda CHOK1 SV care contine un
sistem de exprimare (GS) al sintetazei de glutamind (vezi US. Patnr. 5.122.464).

Vectorii care contin secventele de polinucleotide de interes (de exemplu, proteinele de
fuziune si secventele de control ale expresiei) pot fi transferati in celula gazda prin metode bine
cunoscute, care variazd depinzand de tipul celulei gazdd. De exemplu, transformarea clorurii de
calciu este utilizatd in mod obisnuit pentru celulele procariote, in timp ce tratamentul sau
electroporatia fosfatului de calciu poate fi utilizatd pentru alte celule gazda.

Pot fi utilizate diferite metode de purificare a proteinei si astfel de metode sunt cunoscute
in domeniu si descrise, de exemplu, in Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-89 (1990)
and Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, editia a 3-a, Springer, N.Y. (1994).

Cum s-a descris mai sus, proteina de fuziune din prezenta inventie in anumite realiziri
este produsi ca dimer. Intr-un astfel de dimer, regiunile IgG Fc umane ale proteinelor de fuziune
sunt asociate una cu alta prin interactiuni non-covalente si legituri disulfurd. O descriere
schematici a unui astfel de dimer este previzutd in diagrama (C) din Figura 2. Cand secventele de
aminoacizi ale celor doud proteine de fuziune care alcituiesc un astfel de dimer - de exemplu,
proteina de fuziune A si proteina de fuziune B in dimerul reprezentat in diagrama (C) din Figura 2
- sunt aceleasi, dimerul este referit aici ca ,,homodimer”. Cum s-a observat mai sus, este preferatd
exprimarea proteinelor de fuziune din prezenta inventie in celulele de mamifer, si exprimarea in
astfel de celule conduce la homodimeri. Proteinele de fuziune in astfel de homodimeri sunt
asociate prin interactiuni non-covalente si legdturi disulfurd intermoleculare in porfiunea Fc. De
exemplu, proteina produsi de o geni care codifici proteina de fuziune din SEQ ID NO:12 ar fi un
homodimer legat covalent prin legaturi disulfurd intercatenare, si anume C80 pani la C80 si C83
pand la C83.

Cand secventele de aminoacizi a celor doud proteine de fuziune care alcituiesc un dimer
- de exemplu, proteina de fuziune A si proteina de fuziune B in diagrama (C) din Figura 2 - sunt
diferite, dimerul este referit aici ca ,heterodimer”. Un astfel de heterodimer poate fi preparat prin
tehnici cunoscute in domeniu. Vezi, e.g, Lewis SM, si colab. NAT. BIOTECHNOL. 32(2):191-8
(2014); Carter, J. IMMUNOL. METHODS, 248(1-2):7-15 (2001); Ridgway, J. B. et al. PROTEIN
ENG. 9(7):617-2 (1996).
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Referirile de aici la compozitii farmaceutice care cuprind o proteind de fuziune includ
compozitii farmaceutice care contin un homodimer din acea proteind de fuziune, si/sau care contin
un heterodimer, in care un membru al heterodimerului este o proteind de fuziune. In mod
aseminator, referirile la o proteind de fuziune pentru utilizare in terapie si/sau o proteind de
fuziune pentru utilizare in fabricarea unui medicament includ un homodimer din acea proteina de
fuziune, si/sau un heterodimer in care un membru al heterodimerului este o proteind de fuziune,
pentru utilizare in terapie si/sau in fabricarea unui medicament.

Termenii ,tratament” sau ,.tratare”, asa cum s-au utilizat in acest document, se¢ referd la
gestiunea si grija fatd de un pacient care are diabet sau hiperglicemie, sau alti afectiune pentru care
este indicatd administrarea de insulind in scopul combaterii sau atenudrii simptomelor si
complicatiilor acelor afectiuni. Tratarea include administrarea proteinelor de fuziune din prezenta
inventic pentru a preveni sau intirzia debutul simptomelor sau complicatiilor, atenuarca
simptomelor sau complicatiilor, sau eliminarea bolii, afectiunii, sau tulburarii. Pacientul care
trebuie tratat este un mamifer, si preferabil, o fiintd umana.

Termenii ,,previne” sau ,,prevenirea”, asa cum s-au utilizat in acest document, se referd la
reducerea riscului sau incidentei de, sau elimindrii sau incetinirii progresului, unuia sau mai multor
afectiuni, simptome, complicatii sau tulburdri.

Proteinele de fuziune din prezenta inventie pot fi utilizate pentru a trata subiectii cu o
larga varietate de boli si afectiuni. Sunt inclusi subiectii cu hiperglicemie, cu diabet dependent de
insulind precum i subiecti cu diabet nedependent de insulind, incluzand tratamentul subiectilor
naivi precum si subiectii care sunt tratati cu medicatii orale, cum ar fi o sulfoniluree, metformina,
tiazolidinediond cum ar fi pioglitazona, inhibitorul a-glucosidazid cum ar fi acarboza, si/sau
injectabilele neinsulinice, incluzind terapiile pe baza de incretin, cum ar fi inhibitorii DPP-4 si
agonistii. GLP-1R. Proteinele de fuziune din prezenta inventie pot fi utilizate pentru reglarea
glucozei in singe la astfel de pacienti, si pot trata afectiunile sau complicatiile care rezultd din
controlul insuficient al glucozei in singe cum ar fi retinopatia, neuropatia sau boala renala.

In anumite realiziri, proteina de fuziune din prezenta inventie este administratd in fiecare
zi, in fiecare altd zi, de doud ori pe sdptdmand, de trei ori pe sdptimand, o datd pe siptimind, de
doui ori pe luni sau o dati pe luni. In realizirile preferate, durata de actiune este extinsi suficient
pentru a permite dozarea o datd pe sdptdmand. Chiar pentru astfel de molecule care actioneazi pe
termen lung totusi, se va recunoaste de citre cei calificati in domeniu ca controlul eficient al
glucozei poate fi de asemenea furnizat prin acumularea dozald graduald a unui medicament cu un
profil farmacocinetic lung utilizind un regim de tratament mai frecvent, cum ar fi o datd
zilnic. Vezi, de exemplu, Heise T si Meneghini LF, 20 ENDOCR. PRACT. p75-83 (2014).

In anumite realiziri, proteina de fuziune din prezenta inventic este administratd in
combinatiec cu un ingredient activ suplimentar, cum ar fi insulina sau un analog al insulinei, o
terapie pe bazd de incretin, sau o medicatic orald pentru diabet, cum ar fi o sulfoniluree,
metformind, tiazolidinediond cum ar fi pioglitazond sau un inhibitor o-glucosidazid cum ar fi
acarboza.

Termenul ,terapic pe bazd de incretin" include orice tratament care cuprinde
administrarea de, sau promovarea, permisia, ameliorarea si/sau simularea efectelor, unui grup de
hormoni metabolici cunoscuti ca incretini, care grup include GLP-1 si o peptidd inhibitoare
gastricd (GIP). Terapiile pe bazi de incretin care sunt in prezent disponibile includ inhibitori DPP-
4 si agonisti GLP-1R.

Un ,inhibitor DPP-4” este un compus care blocheazi enzima DPP-4, care este
responsabild pentru degradarea incretinilor. Inhibitorii DPP-4 disponibili in prezent includ
sitagliptin (Januvia®), si linagliptin (Tradjenta®).

Un ,,agonist GLP-1R” este definit ca un compus care cuprinde secventa de aminoacizi de
GLP-1 uman nativ (SEQ ID NO:25), un analog GLP-1, derivat GLP-1 sau proteind de fuziune
GLP-1, care mentine activitatea la receptorul GLP-1. Activitatea GLP-1R poate fi misurata prin
metode cunoscute in domeniu, incluzand utilizarea de experimente in vivo §i teste in vitro care
misoard activitatea de legare a receptorului GLP-1 sau activarea receptorului, de exemplu, teste
care utilizeazd celulele islet pancreatice sau celulele insulinome, cum s-a descris in EP
619.322 sirespectiv brevetul S.U.A. nr. 5.120.712. Un analog GLP-1 este o moleculd care are o
modificare care include una sau mai multe substitutii, deletii, inversiuni, sau addugiri de
aminoacizi, cind se compard cu secventa de aminoacizi a GLP-1 uman nativ (SEQ ID NO:25). Un
derivat GLP-1 este o moleculd avind secventa de aminoacizi de GLP-1 uman nativ (SEQ ID
NO:25) sau a unui analog GLP-1, dar avand suplimentar cel putin o modificare chimica dintr-una
sau mai multe din grupdrile sale laterale aminoacide, atomi a-carbon, grupare amino terminald, sau
grupare acid carboxilici terminald. O proteind de fuziune GLP-1 este o proteind heterologd care
cuprinde un GLP-1, un analog GLP-1 sau o portiune derivatd GLP-1 si o a doua polipeptida.
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Agonistii GLP-1R disponibili in prezent includ exenatidele (Byetta® si Bydureon®), liraglutidele
(Victoza®), albiglutidele (Tanzeum®) si dulaglutidele (Trulicity®), structuri care sunt cunoscute
in domeniu vezi, de exemplu, US 5.424.286 (exenatide); US 6.268.343 (liraglutide); US
2014044717 (albiglutide); si US 7.452.966 (dulaglutide).

in realizirile in care o proteind de fuziune din prezenta inventic este previzuti in
combinatic cu un ingredient activ suplimentar, proteina de fuziune si ingredientul activ
suplimentar pot fi administrate simultan, secvential sau intr-o singurd, formulare combinata.

Proteinele de fuziune din prezenta inventie sunt eficiente in tratarea unor astfel de boli si
afectiuni prin administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei cantitdti eficiente
terapeutic dintr-o proteind de fuziune din prezenta inventie. Asa cum s-a utilizat in acest
document, exprimarea ,,cantitate eficientd terapeutic” se referd la acea cantitate dintr-o proteind de
fuziune din prezenta inventie, suficientd pentru reglarea glucozei in singe la un pacient fard si
cauzeze efecte secundare inacceptabile. O cantitate eficientd terapeutic de proteind de fuziune
administratd la un subiect va depinde de tipul si severitatea bolii si de caracteristicile subiectului,
cum ar fi sdndtatea generald, varsta, sexul, greutatea corporald, si toleranta la medicamente.
Specialistul calificat va fi capabil si determine dozajul adecvat depinzind de acesti si alti factori.
In anumite realiziri, o cantitate eficienti terapeutic dintr-o proteini de fuziune din prezenta
inventie cand este administratd o datd pe siptimand variazi de la aproximativ 0,01 nmol/kg pand
la aproximativ 100 nmol/kg. Mai preferabil, o cantitate eficientd terapeutic dintr-o proteina de
fuziune din prezenta inventie cind este administratd o datd pe sdptimana variaza de la aproximativ
1 nmol/kg pand la aproximativ 50 nmol/kg. Mai preferabil, o cantitate eficientd terapeutic dintr-o
proteind de fuziune din prezenta inventie cind este administrati o datd pe siptimana variaz3 de la
aproximativ 16 nmol/kg pani la aproximativ 25 nmol/kg. In anumite realiziri, o cantitate eficientd
terapeutic dintr-o proteind de fuziune din prezenta inventie cind este administratd o datd pe
sdptdmand variazi de la aproximativ 1 mg pani la aproximativ 200 mg. Mai preferabil, o cantitate
eficientd terapeutic dintr-o proteind de fuziune din prezenta inventie ciand este administrati o dati
pe siptdmand variazd de la aproximativ 25 mg pand la aproximativ 175 mg. Mai preferabil, o
cantitate eficientd terapeutic dintr-o proteind de fuziune din prezenta inventie cind este
administratd o datd pe sdptdmana variaza de la aproximativ 100 mg pana la aproximativ 160 mg.

Persoancle calificate in domeniu vor intelege ci, atunci cand proteina de fuziune din
prezenta inventie este administratd In combinatie cu un alt ingredient activ, cum ar fi un agonist
GLP-1R, doza poate fi ajustatd astfel incat activitatea celor doud tratamente combinate sa fie
suficientd pentru reglarea glucozei in sange la un pacient. Astfel, cantitatea de proteind de fuziune
care trebuie sd fie administratd pentru reglarea nivelurilor de glucozd in singe in astfel de
combinatii poate fi mai micd decat cea carec ar fi necesard dacd proteina de fuziune ar fi
administratd ca monoterapic. De exemplu, cind proteina de fuziune din prezenta inventie este
prevazuta in combinatie cu un agonist GLP-1R, cantitatea de proteind de fuziune care trebuie si fie
furnizatd intr-o dozd o datd pe siptimand poate fi redusd cu pana la 50%, in comparatic cu
cantitatea din aceeasi proteind de fuziune utilizatid ca monoterapie, cum ar fi dozele descrise in
paragraful precedent.

Preferabil, administrarea unei cantitdti eficiente terapeutic de proteind de fuziune din
prezenta inventie in unele realizari va furniza controlul eficient al glucozei in timp ce reduce riscul
de hipoglicemic si/sau castig in greutate in comparatic cu tratamentele existente. Incidenta
hipoglicemiei cauzate de o terapie a diabetului care agonizeazi receptorul pentru insulind poate fi
minimizatd prin evitarea unui varf rapid In concentratia de agent terapeutic dupad administrare.
Proteinele de fuziune din prezenta inventie au un profil de actiune extins in timp, fard un varf rapid
in concentratie dupa administrare.

Mai mult, in realizirile in care proteinele de fuziune din prezenta inventie sunt furnizate
in combinatic cu un alt ingredient activ, in particular, un agonist GLP-1R, activitatea
hepatopreferentiala a proteinelor de fuziune din prezenta inventie poate de asemenea reduce riscul
de hipoglicemie in timp ce controleazi nivelurile de glucoza. Deoarece proteina de fuziune din
prezenta inventie poate accesa cu usurintd ficatul prin endoteliul sinusoid fenestrat, molecula poate
controla productia de glucoza hepatic, cu o micd, daci existd, activitate la periferie, in timp ce
agonistul GLP-1R promoveazi secrefia dependentd de glucoz4 a insulinei endogene din pancreas,
care este cu usurintd capabild sa perfuzeze in periferie pentru a controla absorbtia de glucozd in
muschi si grisime.

Proteinele de fuziune din prezenta inventie sunt administrate parenteral, prin
administrare nazald sau inhalare pulmonard. Este preferati administrarea parenterald, si poate
include, de exemplu, administrarea sistemica, cum ar fi prin injectare intramusculard, intravenoasa,
subcutanatd, sau intraperitoneala.
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Proteinele de fuziune pot fi administrate subiectului intr-o compozitie farmaceutic, care
cuprinde o proteind de fuziune din prezenta inventie si cel putin un excipient acceptabil
farmaceutic. Astfel de compozitii farmaceutice sunt de obicei, desi nu in mod necesar, parenterale
in naturd si pot fi preparate prin oricare dintr-o varietate de tehnici care utilizeaza excipienti
conventionali pentru produse parenterale, care sunt bine cunoscute in domeniu. Vezi, de
exemplu, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, a 21-a editie,
Lippincott, Williams & Wilkins, 2006). Cum s-a descris mai sus, proteina de fuziune din prezenta
inventie este un homodimer cind este exprimatd in celulele de mamifer. Astfel, cind este utilizat
aici, termenul ,,compozitie care cuprinde o proteind de fuziune” include o compozitie, care contine
un homodimer al unei proteine de fuziune. In anumite realiziri, o compozitie farmaceutici din
prezenta inventie include o compozitie cu proteina de fuziune din prezenta inventie prezenti intr-o
concentratie de cel putin 1 mg/mL, cel putin 2 mg/mL, cel putin 5 mg/mL, cel putin 10 mg/mL, cel
putin 20 mg/mL, cel putin 25 mg/mL, cel putin 30 mg/mL, cel putin 35 mg/mL, cel putin 50
mg/mL, cel putin 55 mg/mL, cel putin 50 mg/mL, cel putin 65 mg/mL, cel putin 75 mg/mL, cel
putin 100 mg/mL sau mai mare. In realizirile preferate, proteina de fuziune este prezentd intr-o
concentratie de 10-100 mg/mL. In mai multe realiziri preferate, proteina de fuziune este prezenti
intr-o concentratiec de 15-75 mg/mL, si in cele mai multe realiziri preferate, proteina de fuziune
este prezentd intr-o concentratie de 20-65 mg/mL.

Termenul ,.excipient” inseamnd orice substantd adiugati la compozitie, alta decat
proteina de fuziune sau orice alt ingredient activ suplimentar. Exemple de astfel de excipienti care
pot fi utilizati in compozitiile prezentei inventii includ agenti de tamponare, surfactanti, agenti
pentru izotonicitate si conservanti.

In anumite realiziri, compozitia din prezenta inventie include unul sau mai multi agenti
de tamponare pentru a controla pH-ul compozitiei. Un ,,agent de tamponare™ este o substanti care
rezisti modificirilor in pH prin actiunea componentelor sale conjugate acid-bazi. In anumite
realizdri, compozitia din prezenta inventic are un pH de la aproximativ 5,5 pand la aproximativ
8,0, preferabil, intre aproximativ 6,0 si aproximativ 7,4, mai preferabil Intre aproximativ 6,0 si
6,75. Agentii de tamponare adecvati pentru controlarea pH-ului compozitiilor din prezenta inventie
in intervalul dorit includ, dar nu se limiteaz3 la, agenti cum ar fi fosfatul, acetatul, citratul, sau
acizi ai acestuia, arginina, TRIS, si tampoane de histidind, precum si combinatii ale acestora.
LIRIS” se referd la 2-amino-2-hidroximetil-1,3,-propandiol, si la orice sare acceptabild
farmacologic a acestuia. Baza liberd si forma clorhidratd (adici, TRIS-HCI) sunt doud forme
comune de TRIS. TRIS este de asemenea cunoscut in domeniu ca trimetilol aminometan,
trometamind, si tristhidroximetil) aminometan. Agentii de tamponare preferati in compozitia din
prezenta inventie sunt citratul, sau acidul citric, si fosfatul.

In anumite realiziri, compozitiile prezentei inventii includ unul sau mai multi agenti de
izotonicitate pentru a minimiza durerea dupd injectie din cauza umflarii celulare sau rupturii
celulare. Un ,agent de izotonicitate” este un compus care este tolerat fiziologic si conferd o
tonicitate adecvatd unei formuldri pentru a preveni curgerea netd a apei prin membranele celulare
care sunt in contact cu compozitia farmaceutici administratd. Agentii de izotonicitate cunoscuti
includ glicerolul, sirurile cum ar fi clorura de sodiu, si monozaharidele care includ, dar nu se
limiteaz4 la, manitol, dextroz3 si lactoza. Agentii de izotonicitate preferati sunt manitolul si clorura
de sodiu.

In anumite realiziri, compozitiile prezentei inventii includ un surfactant. Un ,,surfactant”
este o substantd care scade tensiunea superficiald a unui lichid. Exemple de surfactanti utilizati in
compozitiile farmaceutice si care pot fi utilizafi in anumite compozitii ale prezentei inventii includ
polisorbat 20, polisorbat 80, polietilen glicoli (de exemplu, PEG 400, PEG 3000, TRITON X-100),
polietilen glicol alchil eteri (de exemplu, BRIJ), polipropilen glicoli, copolimeri bloc (de exemplu,
poloxamer, PLURONIC F68; poloxamer 407, PLURONIC F127; TETRONICS), sorbitan alchil
esteri (de exemplu, SPAN), ulei de ricin polietoxilat (de exemplu, KOLLIPHOR, CREMOFOR),
si trehaloza.

Compozitiile farmaceutice din prezenta inventie pot contine de asemenea un conservant.
Termenul ,,conservant” se¢ referd la un compus addugat la o formulare farmaceuticd pentru a
actiona ca un agent anti-microbian in compozitii multi-utilizare si/sau titratabile. Printre
conservantii cunoscuti in domeniu ca fiind eficienti si acceptabili in formuldrile parenterale sunt
clorura de benzalconiu, benzetoniul, clorohexidina, fenolul, m-cresolul, alcoolul benzilic, metil sau
propil-parabenul, clorobutanolul, o-cresolul, p-cresolul, clorocresolul, nitratul fenilmercuric,
timerosalul, acidul benzoic, si diferite amestecuri ale acestora. Conservantul fenolic include
compusii fenol, m-cresol, o-cresol, p-cresol, clorocresol, metilparaben, si amestecuri ale acestora.
Dacad un conservant este necesar, conservantul utilizat in compozitiile prezentei inventii este
preferabil un conservant fenolic, preferabil m-cresol sau fenol.
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Anumifi conservanti fenolici, cum ar fi fenolul §i m-cresolul, sunt cunoscufi pentru
legarea la insulind si la hexameri de insulind si stabilizdnd prin urmare o modificare
conformationali care creste stabilitatea fie fizici, fie chimici, sau pe ambele. In compozitiile care
cuprind alte proteine totusi, astfel de conservanti pot contribui la formarea de agregate proteice,
sau de polimeri cu masd moleculard mare (HMWP). Vezi, de exemplu, Maa YF si Hsu CC, Int J
Pharm 140: 155-168 (1996); Fransson J, si colab., Pharm. Res., 14: 606-612 (1997); Lam XM, si
colab., Pharm. Res., 14: 725-729 (1997); Remmele RL Jr, si colab., Pharm Res 15: 200-208.
(1998); Thirumangalathu R, si colab., J Pharm Sci 95: 1480-1497 (2006). Astfel de agregate
proteice in formuldrile terapeutice sunt indezirabile din cauza tendintei lor de a induce un rdspuns
imun.

In anumite realiziri preferate, secventa de aminoacizi a proteinei de fuziune din prezenta
inventic este optimizati pentru a ameliora stabilitatea fizici a proteinei de fuziune in compozitiile
care contin de asemenea un conservant fenolic. De exemplu, prezentii inventatori au descoperit in
mod surprinzdtor ci prezenta unei mutatii de aminoacid la pozitia 10 in analogul catenei A de
insulind (X variabil in analogul catenci A de insulind relatati in SEQ ID NO:2) reduce
acumularea agregatelor de proteind de fuziune in prezenta conservantilor fenolici, asa cum se arata
in studiile de stabilitate de mai jos.

Inventia este mai departe ilustrati prin urmdtoarele exemple, care nu trebuic sd fie
interpretate ca limitative.

Exprimarea si purificarea proteinelor de fuziune

Proteinele de fuziune din prezenta inventie sunt produse intr-un sistem de exprimare a
celulei de mamifer utilizand linia celulard (GSKO) doborata (GS) de sintetaza a glutaminei CHO.
Gena GS doborata permite selectia strinsd a stringentei prin eliminarea acctivitatii de fundal a GS
endogend, care poate permite supravietuirea celulelor slab sau ne-productive in conditii de selectie.
Genele care codificd proteinele de fuziune sunt sub-clonate in sintetaza glutaminei (GS) care
contine plasmidi exprimatd. Secventa ADNc care codificd proteinele de fuziune este fuzionatd in
cadru cu secventa codificatoare a unei peptide semnal care amelioreazi secretia de proteind de
fuziune in mediul de culturd celulard. Exprimarea este dirijatd de promotorul citomegalovirus
(CMYV). Celulele CHO GSKO sunt transfectate stabil utilizind electroporatia si cantitatea adecvata
de plasmidi recombinantd exprimata.

Celule transfectate suferd o selectie in masi in mediu fard glutamini. Acumulirile
transfectate sunt placate la densitate scidzutd pentru a permite extinderea aproape clonald a
celulelor exprimate stabil. Godeurile de frunte sunt analizate pentru eprimarea proteinelor de
fuziune si extinse in culturi de suspensie fird ser pentru a fi utilizate pentru productie.

Proteinele de fuziune secretate in mediu pot fi purificate prin cromatografie de afinitate a
proteinei A, urmatd de cromatografic de excludere dimensionald dupd tchnici cromatografice
standard. Pe scurt, proteinele de fuziune din mediul limpezit sunt capturate de proteina A de
selectie Mab (GE) care a fost echilibratd cu solutie salind tamponati cu fosfat pH 7.4. Dupi o
etapd de spilare cu solutie salind tamponatd cu fosfat pH 7.4, proteinele de fuziune legate sunt
eluate cu 10 mM acid citric pH 3,0. Fractiunile care contin proteind de fuziune sunt acumulate si
neutralizate prin addugare de 1/10 volum de 1M Tris pH 8,0. Agregatele solubile si multimerii pot
fi indepartate eficient prin tehnici obisnuite, incluzind excluderea dimensionald, interactiunea
hidrofobd sau cromatografia cu schimb de ioni. Fractiunile care contin proteind de fuziune
monomericd (homodimer legat covalent), dupd cum s-a determinat prin cromatografia de
excludere dimensionald, sunt acumulate, filtrate steril, si depozitate.

Secventele de aminoacizi din exemplele de proteine de fuziune din prezenta inventie sunt
prezentate mai jos:

Exemplul 1:
10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGEFHYGGGGEGSGGEELIVREGCCTSTCELDOLENYCGGEG
70 890 20 100 110 120
eleloeleeleole GLGQLGCJ GCECPPCPAPPVAGPSVELFPPRPRKDTIMISRTPEVICVVVDVS
130 140 150 160 170 180
HEDPEVOENWYVDGVEVHENARTKPREEQFNSTEFRVVSVLTVVHOPWLNGEEYRCRKVSNRG
120 200 218 220 230 ”40
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTKN ,_-VS_,TCLVRC}‘:YP“‘ TAVEWESNGD
50 260 270 g0 290
NNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVEESRNQOGNVE SCS‘]MHLZ LHNHYTORSLSLSRG

(SEQ ID NO:12)
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Exemplul 2:
10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTERETGGGGGEGIVEQUCTSICSLYQLENYCGGEG
7 80 a0 160 110 120
GSCGGESGEEESESKYGPPCRPRPCPAPEAAGCRPSVELERPPRKPRDTLMISRTRPEVICVVVDY
130 146 150 160 170 180
SQEDPEVQENWYVDGVEVANAKTKPREEQENSTYRVVEVLIVLHGPWINGREYKCKVSNK
190 200 210 220 230 240
GLPSSTERTISKAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVEGIYPSDTAVERNESNGD
250 260 270 280 2950
PENNYKTTPPVLDSDCSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLELG

(SEQ ID NO:16)
Exemplul 3:
10 20 30 40 50 &0
FYNQHLCGSHLVEALELVCGERGFRYGGGEGEGSGEGGEIVEQCETSTICSTLDQLENYCGGGE
70 o 20 100 110 120
GGQGGEEREEGEELEGEEGQGGEPCPPCPAPEAAGGPEVELFPPRPRDTLMISRTPEVICVVV
130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLIVLHODHWLNGKEYRKCKVE
190 200 210 220 230 240
NKGLPESTEKTISKAKGQPREPQVYTLPRSQEEMTRNQVSLTC LVKGFYPSDIAVEWESN
250 260 270 280 290 200
GOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTIVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLELS

LG
(3EQ ID NO:17%
Exemplul 4:
10 20 30 4!“1 50 )
FVNQBLCGSHLVEALELVCCERGFHYGGGGESGEEGEIVEQCCTSICSLDQLENYCGEGEG
70 8¢ 90 “CO 110 120
GEGGGGECPPCPAPPVAGPSVELE }:PKBKD TLMISRTIFPEVT L\/\/\'L\IJI*E

L‘j

GGGE
130 140 159 160 17¢ 180
DPEVOEFNWYVDGVEVIANAKTKPREEQFNSTERVVEVLTVVHODWLNGRKEYKCKVENKGLP
130 2606 210 220 230 240
APIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTRNQVSLTCLVKGEY PSDIAVEWESNGOPEN
250 260 270 280 288

NYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEICSVMHEHEATHNRY TQKSLSLSPG

(SEQ TD NO:18)
Exemplul 5:
10 20 30 40 50 50
FVNCQELCGSHLVEALELVCGERGEFHYGGEGEGEGLEGEIVEQCCTSTUSLDQLENYCGGS
70 80 90 100 110 120
GGUCLEGOCGEGRCCCEQCCPCPPCPAPEAACCPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVY
130 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENS ”YRVV&VL[V]JkDW[\G\SY .
180 204 210 220 23
NEGLPSSEIEKTISKAKGQPREP %VfTLPPSQEENmf"\]Q\/SuT\,LV?{GFYPSDIAVEWESN
250 260 270 80 280 300
GOPENNYKTTPEVLDSDGSFELYSRLTIVDESRHQE C’\WF&-LS\] MHEALHNHYTQKSLSLS

L

(SEQ ID NO:19)
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Exemplul 6
10 20 30 G 50 50
FVGQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGESGCEEGEIVREQCCTSICSLDQLENY CGGG
70 80 80 i0 110 120
GGOGGGGOGEEEQGEGEUGEPCPPCPAPEAAGEPSVELFPPKPKDTLMT SRTPEVTCVVY
130 140 150 160 170 186
DV3QEDPEVQFNRWYVDGVEVENAKTEPREEQFNSTYRVVEVLTVLHGPWLNGKEYKCKYS
190 260 210 220 230 240
NKGLPSSTEKTISKARGOEREPQVY TLPPSQREEMIKNQVSLTCLVKGF Y PSDIAVENRESN
250 260 270 280 280 300
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRUTVDKSRUQEGNVESCSVMHEALHNAY IORSLSLS

LG

(SEQ ID NO:20)
Exemplul 7

10 20 30 40 50 50
AGGUHLCGSHLVEALELVCGERGFEYGGGGGISCGECEEGIVEQCCTSICILDULENYCGGGE
70 80 80 100 119 120

PP

GOGGEGERGEEEELEEGGECPPCPAPPVAGPSVELEPPKPKDT LMISRTPEVICVVVDVSHE
130 140 150 160 17¢ 1380
DRPEVOENWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTEFRVVSVLTVVEQDWLNGKEYKCKVINKGLE
190 200 210 220 230 240

APIEKTISKTKGQPREPQVY”'D*aR“”FlHNQV”Tm"VKGEYH SDIAVENESNGQOPEN
250 260 270 28C 280

NYRTTPPMLDSDESFFLY SKLTVDKSRWGQGNVESCSVMEEALENHY TQKSLELEPG

(SEQ I NO:21)
Exemplul 8

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLVEATLELVCGERGFHYTPKTGESGGEGEIVREQCCTSTCSLDQLENYCGGEG

70 80 90 100 110 120
GGOCGGEQGEEEOGGEGEECEPCRPARPYAGPSVE LI PEKPKDTLMI SRTPEVICYYVDVS
70 80 90 100 110 120

HEDPEVOENWY VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTIRVVEVLIVVHODWLNGKEYKCEVSNKG
70 80 90 100 110 120
LPAPIEKTISKTKGOPRE PQVIWLPPSRE MTKNQVSMLCJVKGTYPQDI VEWESNGQP
70 i 90 100 110 120
)\NVKMIDJVLJQDCSEE?V(KTMVDKSRVQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQPSLSLSPG

{(SEQ 1D NO:22)
Exemplul 9
10 20 30 40 50 60
FYNQELCGSHLVEALELVCGERGEFFYTEE TGEEEGEEGIVEQUCTS ICSLYQLENYCGGEG
70 20 30 i0C 110 120
SGGGGSGEGESGEEESECPPCPAPPVAGPSVELFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVIDVSH
130 14C 150 16l 170 180
EDPEVOFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGRKEYKCKVSNKGL
130 20¢C 210 220 230 240
PAPTEKTTISKTRKGOPREPOVY TLPPSREEMTKNOVETLTCLVKGFYPSDTAVERESNGOPE
50 260 270 280 280
NNYKTTPPM DS GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALENHY TQKSTSLE PG

G

’f)

(SBQ ID NO:23)
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Exemplul 10
10 20 30 4G 50 50
FVGOHLCGSHIVEALELVCGERGFHYGGGGEGGEGCEECEIVEQCCTSTCSLDOLENYCGGG
70 &0 90 10 110 120
GGRGGGGEOGGEEQGEGEGGECPRCPARPPVAGPEVELFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVIDYV
130 140 158 160 17¢ 130
HEDPEVOENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQEWLNGKEYKCKVENKG
180 200 210 220 230 240
LPAPTEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVK SE'YPSDIA‘]EWESNGQP
250 260 270 280 29

ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKESREQQGNVFSCSVMEEATHNAY T"‘/uu“u PG

{(SEQ ID NO:24)
Activitate in vitro

Loturile de test din exemplele 1-3, 5 si 9 sunt preparate in solutie salind tamponati cu

5 fosfat (PBS, pH 7.4) sau 10 mM tampon citrat (pH 6,5) si depozitate 1la 4°C. Insulina umani

biosinteticd (Eli Lilly and Company) este preparatd in 0,01 N HCI si depozitatd ca alicote
congelate, sau preparate intr-un amestec formulat care contine m-cresol, zinc, clorurd de sodiu, si
tampon Tris (pH 7.3) 1a 100 unitati/mL si depozitat la 4°C.

Afinititile proteinelor de fuziune sunt determinate in teste de legare la receptor efectuate

10 pe membrane P1 preparate din celule 293EBNA transfectate stabil (celule de rinichi embrionar
uman 293HEK care exprimd EBNA-1) care supraexprimd fic izoforma A a receptorului de
insulind umand (hIR-A), fic izoforma B a receptorului de insulind umand (hIR-B) continind o
ctichetd epitop C9 la C-terminal. Afinititile de legare sunt determinate din teste de legare
competitive a radio-liganzilor, efectuate in starea de echilibru utilizand (3-['**I]-iodotirosil-A'*)-

15 insulind recombinanti umani. Valorile pentru mostrele de test sunt calculate ca procentaj fatd de
activitatea unei insuline umane neetichetate. Valorile ICsg sunt determinate din analiza de regresie
neliniard logistica cu 4 parametri (XLFit versiunea 4.0, IDBS). Daca este necesar, parametrii de la
partea superioard sau inferioard a curbei sunt setafi pand la 100 sau respectiv la 0.

Constanta de afinitate (K;) este calculatd din valoarea ICso pe baza ecuatiei Kj = ICso / (1

20 4+ D/Kg) unde D este egal cu concentratia de radio-liganzi utilizati in experiment si Kq4 este egal cu
constanta de afinitate de legare la echilibru a radio-liganzilor pentru receptorul siu cognat,
determinatd din analiza de legare saturatd (hIR-A = 0,205 nM; hIR-B = 0,251 nM). Valorile
raportate pentru Kj sunt prezentate ca medie geometricd + eroarea standard a mediei (SEM), cu
numarul de determindri replicate indicat prin ,,n” (Tabelul 1).

25 Proteinele de fuziune exemplificate au afinitate atit la hIR-A cit si la hIR-B. In
comparatic cu insulina umand, proteinele de fuziune exemplificate prezintd afinitate de legare
redusd 1a hIR-A si la hIR-B (Tabelul 1).

Tabelul 1:

Mostra Afinitate de legare la receptor, Ki, nM (SEM, n)

hIR-A

hIR-B

Exemplul 1

24,9 (4,3, n=10)

26,2 (4,3, n=10)

Exemplul 2

1,61 (0,06, n=3)

4,60 (0,86, n=3)

Exemplul 3

10,1 (1,5, n=4)

14,5 (2,3, n=4)

Exemplul 5

35,6 (10,4, n=4)

24,6 (3,4, n=4)

Exemplul 9

3,74 (1,20, n=2)

4,71 (1,78, n=2)

Insulind umani

0,166 (0,008, n=10)

0,202 (0,007, n=10)

Valorile Ki sunt medii geometrice. SEM este eroarea standard a mediei. n este numdrul de observatii.

30
Studii in vivo

35

40

Studii pe modelul de diabet pe sobolanii tratati cu streptozotocin (STZ)

Efectele proteinelor de fuziune sunt investigate pe modelul de diabet pe sobolanii tratafi
cu STZ. Sobolanii Sprague-Dawley masculi, cu greutatea corporald de 400-425 grame, sunt
anesteziati cu isofluran si le este datd o singurd injectie de Zanosar® (STZ item # 89256, Teva
Parenteral Medicines, 40 mg/kg IV). Sobolanii sunt utilizati in studii la 3 zile dupd injectarea cu
Zanosar®; in aceste studii sunt utilizate doar animalele hrinite, cu glucoza in singe intre 400-550
mg/dL.

Sobolanii sunt distribuifi in grupuri pentru a furniza o variantd comparabild a glucozei in
sange si greutdtii corporale si apoi sunt randomizati. Glucoza in singe este masurati utilizAnd un
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glucometru Accucheck Aviva (Roche). Sobolanilor tratati cu STZ le este datd o singurd injectie
subcutanati (SC) in doza de 30 nmol/kg.
Probele de sange pentru misurdtorile de glucozd sunt colectate din singerarea cozii.
Animalele au acces liber la alimente si apd in experiment. Datele referitoare la glucoza din sange
5 sunt furnizate in Figura 1. Datele prezentate in figura 1 sunt media £ SEM (n=6 pentru Exemplele
1 si 8; n=3 pentru exemplele rimase). Datele referitoare la glucoza din singe pentru momentele de
timp din timpul perioadei de alimentatie initiald (intre O si 24 ore) sunt colectate, dar nu sunt
incluse in Figura 1 pentru usurinta reprezentdrii vizuale. Asa cum sc aratd in Figura 1, Exemplele
1-10 furnizeaza fiecare sciderea glucozei pentru o perioada prelungiti de timp.

10 Proprietitile farmacocinetice din exemplele 1, 3-6 si 9-10 sunt de asemenea caracterizate
dupd dozarea subcutanati (SC) a sobolanilor tratafi cu STZ cum s-a descris mai sus. Datele sunt
generate utilizand un test ELISA pentru receptorul de insulind, care necesitd prezenta insulinei
care este capabild sd lege receptorul pentru insulind. Receptorul pentru insulind ELISA utilizeazi
ca capturd receptorul pentru insulind uman (R&D Systems#1544-IR/CF aa28-944). Receptorul

15  pentru insulind uman este atasat la o placd Immunlon 4 HBX prin anticorpul anti-6x HisTag de
soarece (Novagen 70796). Curba standard a proteinei de fuziune si mostrele sunt diluate in 100%
plasma K3 EDTA de sobolan si detectate de peroxidaza eliberata de 1gG Fc anti-umand de soarece
(SouthernBiotech 9040-05). Concentratiile din exemplele 3-6 si 9-10 la momente de timp de 336
de ore sunt toate intre 22,1 + 9,8 mg/mL si 1498 + 690 mg/mL. Tabelul 3 prezintd concentratiile

20 din exemplul 1 in timp, si Tabelul 4 prezintd parametrii farmacocinetici dupd analiza non-
compartimentald a datelor din exemplul 1. Datele sustin o duratd extinsd a biodisponibilitétii
pentru proteinele de fuziune din prezenta inventie.

Tabelul 3
Timp (Ore) Concentratie (mg/mL)
1 335+ 104
6 3559 + 447
12 5991 + 1578
24 10614 + 1334
438 12629 + 1811
96 8766 + 2028
168 5017 £ 253
240 3682 + 509
336 2014 £ 134
Date reprezinti media si deviatia standard a n=3.
25

Tabelul 4
Parametru PK Rezultat
AUCo. (ug*ore/mL) 1066 + 363
Cinax (ng/mL) 6,81 £1,62
Tmax (Or€) 40 + 14
CL sau CL/F (mL/ore/kg) 2,15+£0,91
t1 (ore) 82+12
9%F 147

Datele reprezintd media si deviatia standard a n=3. Abrevieri: AUCq. - aria de sub curba de 1a 0 la infinit, Cpax-
concentrafie maximd, Twax - timp la concentratia maximd, CL - eliberare, F - biodisponibilitate, t1/2 - perioada
de injumititire.

Studiu de acumulare euglicemici la sobolanii normali

30 Este efectuat un studiu de acumulare euglicemic pe sobolanii Sprague-Dawley masculi
pentru a se intelege activitatea globald in vivo din exemplul 1 asupra utilizarii glucozei i pentru a
determina activitatea din exemplul 1 in ficat versus tesuturile periferice. O perfuzie bolus/continud
de 3-*H-glucozi este initiatd la sobolanii cateterizati cronic, nehriniti peste noapte, pentru a
determina productia de glucoza endogend (EGP) in conditii de baza. O perfuzie intravenoasa

35 bolus/continud a articolului de test -7nmol/kg [bolus] si Inmol/kg/ord [ratd continud] - sau
comparator de insulind lispro - [fdrd bolus] si 0,75 mU/kg/min [rati continui] - este apoi
administratd si este initiatd o perfuzie intravenoasd variabild de 20% glucoza si ajustatd periodic
pentru a mentine concentratia de glucozi din sange la 100-110 mg/dL. Ratele de bolus/perfuzie
sunt selectate pentru a obtine rate comparabile de perfuzie cu glucozd (GIR) si supresie

40  comparabild de EGP in condifii de acumulare euglicemicd la fiecare grup. Este administrat
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somatostatin pentru a inhiba secretia de insulind endogend. Probele de singe arterial sunt obtinute
in timpul experimentului pentru a analiza hematocritul, insulina plasmatic, si acizii grasi liberi, C-
peptidele, si EGP de bazi si acumulatd. La sfarsitul experimentului, este administrati 2-[1-14C]-
deoxiglucoza pentru a masura absorbtia glucozei de citre tesut sub concentratii de glucoza in stare

5 stabili. In aceste conditii de potrivire, activitatea periferici a articolului de test si comparatorilor
este analizatd din punctul de vedere al absorbtie de glucoza in muschiul soleus si supresia de acizi
grasi liberi din plasmd (FFA). Toate datele sunt analizate utilizind o analizd unidirectionald a
variantei cu testul post-hoc al Iui Dunnett, utilizand grupul de insulind lispro ca comparator de
control.

10 Dozele bolus si de perfuzie din exemplul 1 au condus la concentratia de echilibru in
plasmi de 274 + 57 nM in decursul unui experiment de acumulare. Asa cum se aratd in Tabelul 5,
ambele grupuri de animale au obtinut GIR comparabile in timpul fazei de acumulare a
experimentului. Media glucozei din sange a grupului din exemplul 1 este putin mai ridicatd decat
cea a grupului de insulind lispro. Ambele grupuri au rate EGP de baza si cumulati, similare

15 (Tabelul 5). Mai mult, procentajul de modificare fatd de EGP de baza in grupul din exemplul 1
este comparabil cu cel al grupului de control de insulind lispro (Tabelul 5). Pentru a evalua
activitatea perifericd in conditii de acumulare echivalente, sunt masurate supresia plasmei FFA si
absorbtia de glucozi in muschi. In timp ce insulina lispro a condus la o reducere in nivelurile FFA
de plasmai in decursul experimentului de acuamulare, Exemplul 1 nu a facut acest lucru.(Tabelul 5).

20 In plus, perfuzia din exemplul 1 a condus la o scidere cu 33% in absorbtia de glucoza in muschiul
soleus in comparatic cu insulina lispro (Tabelul 5). Colectiv, aceste date au indicat ¢ Exemplul 1
afiseazd activitate perifericd redusd in comparatie cu insulina lispro.

Tabelul 5:
Insulina lispro Exemplul 1

Glucoza in sange (mg/dL) 106,3£2,2 111,8 £1,2*
GIR (mg/kg/min) 4,71 £0,46 4,72 +£0,13
Rata EGP (mg/kg/min) de baza 5,062 £ 0,141 5,004 + 0,093

acumulat 3,607 £0,241 3,509 £ 0,160
% Modificare fatd de EGP de bazi -29,3+3.5 -30,1£2.5
% Supresia plasmei FFA fati de bazi -145+4,1 9,9 +2 4%
Rg (umol/100mg/min) 11,34+ 1,73 7,66 £ 1,38

Valorile sunt afisate ca medie + SEM a 13 animale pentru insulina lispro si 17 animale pentru Exemplul 1. Rg =
indice metabolic al glucozei. Analiza statisticd a fost completati de ANOVA unidirectionald urmati de testul
post-hoc al Iui Dunnett. * = diferente semnificative fatd de insulina lispro (p<0,05).

25
Eficacitatea in vivo la maimuta cynomolguss
Parametrii farmacocinetici (PK) din exemplul 1 sunt evaluati dupd o singurd dozd
intravenoasd de 1,5 nmol/kg si o singurd dozad subcutanati de 3 nmol/kg la maimuta cynomolguss.
Mostrele de plasma pentru analiza PK sunt colectate de la trei animale pe grup/cale, in decursul a 3
30 sdptdmani. Doud teste sunt utilizate pentru analiza PK: receptorul pentru insulind ELISA si IgG Fc
totald ELISA. Receptorul pentru insulind ELISA utilizeaza receptorul uman pentru insulind (R&D
Systems 1544-IR/CF) ca capturd. Receptorul uman pentru insulind este atasat la o placd Immunlon
4 HBX de anticorpul anti-HisTag de soarece (Novagen 70796). Curba standard si mostrele din
Exemplul 1 sunt diluate in 100% plasmd de maimuti cynomolgus (anticoagulantul a fost K3
35 EDTA) si detectate de peroxidaza din hrean 1gG Fc anti-umand de soarece (SouthernBiotech
9040-05). 1gG totala ELISA utilizeazd IgG, anti-uman (Abcam ab1933) ca reagent de capturd.
Exemplul 1 este diluat in 100% plasma de maimutd cynomolgus si anticorpul de detectie este
acelasi ca la receptorul pentru insulind ELISA. Rezultatele ambelor teste sunt prezentate in Tabelul
6, si parametrii PK asociati sunt prezentati in Tabelul 7. Exemplul 1 prezinta biodisponibilitatea
40 completd la maimute, si testul de insulind activa si testul de Fc total, care au dat rezultate similare.
Tabelul 6. PK din Exemplul 1 la maimutele cynomolguss normale.

Concentratie = SD (ng/mL)
Timp (ore) Receptor pentru insulini ELISA Fc total ELISA

1V SC 1V SC

1,5 nmol/kg 3,0 nmol/kg 1,5 nmol/kg 3,0 nmol/kg
0,083 1213 £212 NA 2190 £ 1369 NA
1 1172 + 182 <4375 £+ NC 1708 £ 1219 <43,75 £ NC
3 863 +114 87 £ 25 798 £ NC 92 +£22
6 726+ 119 272 + 31 688 + 96 209 £ 116
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Concentratie = SD (ng/mL)
Timp (ore) Receptor pentru insulini ELISA Fc total ELISA

1V SC 1V SC

1,5 nmol/kg 3,0 nmol/kg 1,5 nmol/kg 3,0 nmol/kg
12 576 + 88 579 £ 78 457 + 178 409 + 145
24 422 + 67 788 £ 69 332 +95 685 + 359
48 299 + 39 805 +55 260 £ 19 802 + 64
72 219 +42 651 + 83 199 + 34 770 + 83
96 173 £ 26 544 £ 89 159 +£25 703 + 390
120 146 + 28 452 £ 55 152 £27 574 + 160
168 83 +13 289 + 54 126 £ NC 395 +70
216 48 + NC 183 + 44 99 + NC 208 £ 123
240 <4375 £+ NC 145 £ 25 80 £ NC 242 + NC
336 <43,75 £ NC 63 + NC 47 + NC NC
504 <43,75 £ NC <43,75 £ NC <43,75 £ NC <43,75 £ NC

Datele reprezintd media si deviatia standard de la n=3. Abrevieri: IV = intravenoasd; SD = deviatie standard;
NC = necalculat

Tabelul 7. Parametrii PK derivati din analiza non-compartimentali a datelor din Tabelul 6.

Receptor pentru insulini ELISA Fc total ELISA

1V SC 1V SC
Dozi (nmol/kg) 1,5 3,0 1,5 3,0
AUCq.inf(pg*ore/mL) 51,1+64 127 +7 62,7+5,8 171 £ 17
Cinax (ng/mL) 1,22 +0,22 0,82 £ 0,06 2,24+1,38  [0,90+0,21
Timax (Or€) 0 48 £ 24 0 64 + 28
CL sau CL/F (mL/ore/kg) 1,99 + 0,24 1,59 + 0,09 1,61 +0,15 1,19+ 0,11
T (ore) 619 702 127 £ 18 148 +53
Vss (mL/kg) 164 + 31 NA 256 + 47 NA
%F NA 125 NA 136

Datele reprezintd media si deviatia standard de la n=3. Abrevieri: AUCo.ns- aria de sub curba de la 0 la infinit,
Crax- concentratiec maximd (pentru administrare IV Cpax este concentrafia extrapolatd 1a momentul 0), Tipax -
timp la concentratie maxima, CL - eliberare, F - biodisponibilitate, t1/2 - perioadd de injumatitire, Vi - volum
de distributie in stare de echilibru, NA - neaplicabil.

5

Stabilitate
Formularea de 65 mg/mL neconservata din exemplul 1
Exemplul 1 este formulat la 65 mg/mL in 10 mM citrat, 46,4 mg/mL manitol, 0,02%
polisorbat 80, pH 6,5 si depozitat la 30°C. Mostrele sunt analizate pentru procentajul de masi
10 moleculard mare prin cromatografie de excludere dimensionald (SEC) 1a 0, 2, si 4 sdptimani prin
injectarea a 1 ulL de mostrd de 65 mg/mL. SEC analitica este efectuatd pe un sistem Agilent 1100
echipat cu o coloanid TSKgel SuperSW3000 (Tosoh Bioscience) si 50 mM fosfat de sodiu, 300
mM NaCl, pH 7,0 faza mobild curgand la 0,4 mL/min timp de 15 minute. Maximele sunt detectate
la o absorbantd de 280 nm si cromatogramele sunt analizate utilizind software-ul ChemStation.
15 Procentajul de masd moleculard mare la momentul zero este 1,13%, dupd doud sdptimani este
1,68%, si dupa patru siptimani este 1,74%. Aceste rezultate sustin stabilitatea din exemplul 1 la
concentratia de 65 mg/mL cu cresterea minima a agregatului solubil dupa 4 sdptdmani la 30°C.
Formulari de 1 mg/mL conservate si neconservate din exemplele 1 si 3
Exemplele 1 si 3 sunt formulate la 1 mg/mL in 10 mM citrat, pH 6.5 in prezenta sau
20  absenta a 30 mM m-Cresol si depozitate la 30°C. Mostrele sunt analizate pentru procentajul de
masa moleculard mare prin cromatografie de excludere dimensionald (SEC) 1a momentul zero si la
2 sAptdmani prin injectarea a 10 pL de mostrd de 1 mg/mL. SEC analitica este efectuati pe un
sistem Agilent 1100 echipat cu o coloand TSKgel G3000SWxI (Tosoh Bioscience) si PBS + 350
mM NaCl, pH 7.4 fazi mobild curgind la 0,5 mL/min timp de 35 minute sau 45 minute pentru
25 mostre in absenta sau respectiv prezenta de m-cresol. Maximele sunt detectate 1a o absorbanti de
214 nm si cromatogramele sunt analizate utilizand software-ul ChemStation. Pentru exemplul 3,
fara si cu m-cresol, procentajul de masi moleculard mare la momentul zero este 0,2% si respectiv
3,06%. Procentajul de masd moleculard mare la 2 siptdmani firad si cu m-cresol a fost 0,2% si
respectiv 1,73%. Aceste rezultate arati o crestere imediatd a agregatului solubil dupd addugarea de
30 m-cresol pentru exemplul 3 la momentul zero. Pentru exemplul 1, in absenta si prezenta de m-
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cresol, procentajul de masi moleculard mare la momentul zero a fost 0,16% si respectiv 0,15%.
Procentajul de masd moleculard mare la 2 sdptimani in absenta si prezenta de m-cresol a fost
0,18% si respectiv 0,31%. Aceste rezultate demonstreaza stabilitatea, in prezenta conservantului,
din exemplul 1, care include modificarea aminoacidului 1a pozitia 10 in analogul catenei A de
insulind (X; variabil in SEQ ID NO:2, Zzin prima proteind de fuziune descrisd mai sus) la un
reziduu T, fatd de exemplul 3, care include reziduul I nativ la acea pozitie, dar care altfel cuprinde
aceeasi secventd de aminoacizi a agonistului receptor pentru insulind ca in exemplul 1.

Secvente

SEO ID NO:1 - Analog al catenei B de insulini
XXoX3QHLCGSHLVEALXALVCGERGEFX5Y X6X7X35Xo

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia cd analogul catenci B de insulind si includa cel putin o modificare din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umana la X4, Xs, Xe, X7, Xs, sau Xo

SEQ ID NO:2 - Analog al catenei A de insulini

GIVEQCCTSX; CSLX>QLENYCX3Xy

Xieste Tsaul; Xs este D, Y, Q sau E; X3 este G, N, S sau A; si X4 este orice aminoacid care apare
natural, sau este absent, cu conditia cd dacd X3 este N, atunci X4 trebuie si fie un aminoacid altul
decat G sau N

SEQ ID NO:3 - Primul agent de legatura peptidic

XiGXoGGGG, in care Xjeste G sau este absent; si Xseste G, S sau este absent

SEQ ID NO:4 - Agonist receptor pentru insulina

X X XACHLCGSHLVEALY  LVOGERGEX s Y XXy XX X1 oG 1 GGEGEIVEQUCTIX 1, S L

X1 30LENYCX 2Ky s

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xseste G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xoeste G, T, S, E, K, A sau este absent;
X0 este G sau este absent; X;; este G, S sau este absent; Xpp este T sau I; Xjzeste D, Y, Q sau E;
Xiseste G, N, S sau A; si X;s este orice aminoacid care apare natural, sau este absent, cu conditia
¢a atunci cel putin unul dintre X4, Xs, X6, X7, X3, sau Xo trebuie si fie un aminoacid diferit de cel
gasit, respectiv, la pozitic Bis, B2s, B27, Bas, Bag sau Big ale catenei B a unei molecule de insulind
uman, si in plus cu conditia ci dacd X4 este N, atunci X5 trebuie si fie un aminoacid altul decat
G sau N.

SEQ ID NO:5 - Agonist receptor pentru insulini

FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHY GGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYCG
SEQ ID NO:6 - Al doilea agent de legitura peptidic
GGGGX1GGGGXGGGGXGGGEGEX XX,

in care X; este QQ sau E; X, este Q sau E; Xj este QQ sau E; X, este G, E, Q sau este absent; X este
G sau absent; si X¢ este G sau este absent

SEQ ID NO:7 - Al doilea agent de legiitura peptidic

GGGGQGGGGQGGGGQGGGGEG

SEQ ID NO:8 - Regiunea igG Fc umana

CPPCPAPELLGGPSVX LXK PPKPKDTLIMISRTPEVTOXVEDVSHEDPEVKENWY
VDOVEVHNAKTKPREEQYXSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSRDBELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG(
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSREWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGX,
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in care X; este F, Q sau E; X, este F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; X5 este N, D sau
Q; si X, este K sau este absent

SEQ ID NO:9 - Regiunea lgG Fc umana

PCPPCPAPEAAGGPSVX LXGPPKPRKDTLMISRTPEVTOXL VI DVSQEDPEVOINW
YVDGVEVHNAKTRKPREEQFXGSTYRVYSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVASNKGLP
SSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSOEEMTRNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SXLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY T
KSLSLSLGX;

in care X; este F, Q sau E; X, F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; Xs este N, D sau Q;
X este R, sau K; X7 este K sau este absent

SEQ ID NO:10 - Regiunea lgG Fc umana
BCPPUPAPPYAGPSVIGLX PPRPKDTEMIBRTPEVTU XLV DVSHEDPEVOINWY

VOGVEVHNMAKTEPREEQFXSTRVYEVLETVVHQDWENGKEYKCKVENKGLPA
PIEKTISKTRGOGPREPOVY TLPPSREEMTRNQVELTCLVEGEFYPEDIAVEWESKGO
PENNYKTIPPMLDSDGSFFLYSKLTVDESEWQOGNVISCEVMHEALHNHYTQK

SESELSPGY,
in care X; este F, Q sau E; X, este F, Q sau E; X3 este V sau T; X, este V sau T; X5 este N, D sau
Q; si X, este K sau absent

SEQ ID NO:11 - Proteina de fuziune
X1 XoX3QHLCGSHLVEAL X LVCGERGF Ko Y X5 X X e X o X1 cGX1:1 GEGEGIVEQCCTS X 2CSL

K13QLENYCX 4 X GEGCEXK, s GGEGEY 1 ,GEGEGEX s GGGGEK 1 0¥ 9 X251 X CPPCPAPX 3 X s AGK
2sPSVELEFPPKPEDTLMISRTPEVTICVVVDVS X EDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QENSETX 7z RVVEVLITVI g HODWENGEEY KCKVENKGLPX g o X3 LERTISKX ;1 KGOFREPQ
VYTLPPS X3 BEEMTENQVSLTCLVEGEY PSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPX 55 LD3DGER
Y8 X34 LTVDKSRWGK ;s GNVESCEVMHEEALHNHY TORS LS LSX 3G

in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xy este G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia cd atunci cel putin unul dintre X4, Xs, Xs, X7, X3, sau Xg este un aminoacid altul decat cel
care este prezent, respectiv, la pozitiile Bis, Bas, B27, Bas, Bao sau Bsg ale unei catene B de insulind
umani; X este G sau este absent; X;; este G, S sau este absent; Xj, este T sau I; Xz este D, Y, Q
sau E; Xy este G, N, S sau A; X5 este orice aminoacid care apare natural, sau este absent, cu
conditia cd daci Xy4 este N, atunci X;s trebuie si fie un aminoacid altul decit G sau N; X6 este Q
sau E; Xj7 este Q sau E; Xjs este Q sau E; X9 este G, E, Q sau este absent; X este G sau absent;
X»1 este G sau este absent; Xy, este E sau P; X»; este E sau P; Xo este A sau V; Xos este G sau este
absent; Xy este Q sau H; Xy;7 este Y sau F; Xy este L sau V; Xy este S sau A; Xz este S sau P;
X3y este A sau T; Xz este Q sau R; Xsz este V sau M; Xzq este R sau K; Xszs este E sau Q; si
Xz este L sau P.
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SEQ D NO:12 - Proteind de fuziune

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCGSHLV AAJZLV”GLRbﬁﬂYGC SGGEEGGEEGEGIVEQUCTSTCSLDOLENYCGGEG

70 g 100 110 120
GGERGEGEOEGEGELGGELGGECPRPCPAPPVAGPSVYVFLFPPKPKDTIMISRTPEVICVVVIVS

130 14¢ 150 160 17¢ 180
HEDPEVOEFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTIVVHODWLNCKEYKCKVENKG

120 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTRNQVSLTICLVKGEYPSDIAVEWESNGOP

250 260 270 280 280
ENNYKTTPPMLDSDGSEFFLYSKLTVDESRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEO ID NO:13 - Catena A de insulind umana
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

SEO ID NO:14 - Catena B de insulini umani
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
SEO ID NO:15 - Primul agent de legatura peptidic
GGSGGGG

SEQ ID NO:16 - Proteina de fuziune
10 20 ?O 4 580 60
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGEFYTEETGCGGEGCEGIVEQCCTS ICSLYQLENYCGGGEE

70 60 90 100 110 120
GSGLEGSGEGESESKYGPPCPPCPAPEAAGGPESVELEPPRPERT LMISRTFEVTICVYVDY
130 140 150 160 70 180
SCEDPEVOFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSENK
180 200 210 220 230 240
GLPESIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEY PSDIAVEWE SNGE
250 260 L?O ?86 290

'h

PENNYKTTPPVLDSDGSFE LY SRLTVDKSRWORGNVESCSVMEEALENHY TQKS LS LSLG

W

SEQ ID NO:17 - Proteind de fuziune
10 20 30 4G 50
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGEGSGEEGCIVEQCCTSICSLDOQLENYCGGEG

70 g0 94 1G0O 110 120
GEOGLGERLEGEREGEEEHGEPCPPCPAPEAAGGPSVILFPPKPKETIMISRTPEVICVVV
120 140 150 160 170 180
DVSQEDPEVQOEFNNYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV I ITVLAQDWN LNGKEYKCRVS
150 200 218 220 230 240
NEKGLPSSIEKTISKAKGRPREPOVYTLEFPSOE ﬂMTﬁVQVSATKLVHLFYPSD:AV:WESV
250 260 270 280 299 300

GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCCVWH CALHNHYTQKSLSLS
IJG

SEQ ID NO:18 - Proteina de fuziune

10 20 30 40 50 60
FVNQHLCC“WIVEALELVC&&RGFHYGGLGLSGGGGGIVEQCCTSICSLDQLENYCGGGG
70 80 90 100 110 120
GEGGGGREGGEGLGEGGGGRCPPCPAPPVAGEPSVIELFPPRPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
130 140 150 160 170 180
DPEVOFNWYVDGYEVHNAKTEPREEQFNS TFRVVS VL TVVE GDWLNGKEYXCKVSNKGLE
190 200 210 220 240

APTERTISKTRGQPRE PQV‘!’” LPPSREEMTENOQVSLICLVKGEY PSDIAVERRSNGQPEN
2WO &0 270 280
NYKTTPPMLDSDG CFFMXSTLTVDKS?N”QCNVFSCSVMHFA\ WHYTOKSISISPF

38}
(Xe
<
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SEQ ID NO:19 - Proteini de fuziune
10 20 30 40 50
o .

EVNQHLCGSHLVEALELVCGERGEFHY GGEGEGEEGEGHGIVEQCCTSTCSLDY
70 g0 80 160 11¢
GEOGLEEREEGEUGEEEQEEPCPPCPAPEAAGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
130 » 15¢ 160 170 180
DVSQEDPEVOENWYVDG AKTKPREEQFNSTYRVVSVLIVLHODWLNGKEYKCKVS
180 200 218 220 230 240
NRGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPRPSOEEMTRNOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESN
250 260 278 280 290 300
GOPENNYKTTPEVLDSDGEFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALANHY TOXSLSLS

SEQ {D NO:20 - Proteind de fuziune

10 20 30 40 50 60
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGEGS GJGGG'VEQC”IOJ SSLDOLENYCGGS
70 80 50 180 110 12
GEOGEGEERGEEEGHGEEEQGGPCFPCPAPEAAGGRPSVFLEPRPKPKDTIMISRTPEVICVVVY
l,_)o .L!J\,r 150 1 O 1:‘&.‘ 4'(/0
DVEQEDPEVOFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
180 208 218 220 230 240
NEKGLPSSIEKTISKAKGQPREPOVYLLEPPSOEEMITRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESN
250 26C 270 250 300
GRPENNYKTTPE ! VDKSR EALHNHYTQKSLSLS

.
fne;

SEQ ID NO:21 - Proteini de fuziune
10 20 3
AGGQHLCGSHLVEALELVCGERGEFEYGGGEG
3

S

(911

SSGEGEGIVEQCCTSICSIDQLENYCGGES

100 110 120

0 40 O 60
€

70 80 20

GRGHGGEOGEEEQGGEEGEECPPUPAPE SPOVELEPPRPRDT LM SRTPWV”C“JVDVSPE
130 1480 136 160 70 180

DPEVOFNWYVDGVEVHNARTKE STFRVVSVLIVVHODWLNGEEYKCKVENKGLE
190 210 220 230 240

APIERTISKTRGQEREPQVY LVEGEFYPSDIAV

250
DEDGESFFLYSKLTVDKSRWOOCNVESCSVMHEALBNEY TOK

FY PR RS §

NYRKTTPI

SEQ ID NO:22 - Proteina de fuziune
10 20 20 4
CVNOQHLCGSHILVE?
70 30 a0 1 124

[=grat

jogy;

[}

60

ELVCGERGEFHYTPRTGGSGGGGEIVEQUCTITCSLDQLENYCGES
120

CGQGGLGOCEGHEOCGEECECPPCRPARPPVAGPSVELEFPPRKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVS

130 140 150 160 178 i

&0

HEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREXQFNSTEFRVVSVLTVVHODWLNGKEYRKCKVSNKD

190 200 210 220 230 Z
LPAPIEKTISKTKGQPREPOQVYTL SEMTRNQVSLICLVKGEYPSDIAVEWLSNGQP

250 260 770 280 290
ENNYRITPEPMLDSDGSFELYSKLTVRESEWQOQCNVESCSVMEEALHNHY TOKSLELSP

40

G



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3292141 T2 2020.07.31

30
SEQ ID NO:23 - Proteini de fuziune

10 2G 30 40 5¢ 50
FUNQHLCGSHLVEALELVCGERGET T:I—ITQGGGLJGIJIVE(,&\, CTS LVSL QLENYCGGGG
70 g0 90 100 120
GSGGOGSCHEGSCEEESECPECPAPPVAGPSVFLEPPRPRDTLMISRT P' JTCVVVDVSH
130 140 150 160 170 180
EDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVEVLIVVHCODN LNGKEYRCKVSNKGL
180 200 21" 220 230 240
PAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTRENQVSLTCLVRGRYPSDIAVEWESNGDPE

250 2¢0 270 280 250

NNYKTT2PMLEDSDGSFELYSKLUTVDESRWQOGNVESCIVMHEALHNRYTORSLSLS PG
SEQ ID NO:24 - Proteina de fuziune

10 20 30 4G 50 50
FVGOHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGEGEEEEIVEQCCTSTCILDOLENYCGGG
70 80 g0 i6 110 120
GGRGCGEOGEGERCGLGCECPPCRPARPRPVAGPSVELF PPKPKDTLMISRTPEVICVVVIVS
130 140 150 160 17¢ 180
BEEDPEVOENWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHOEWLNCRKEYKCKVENKG
120 200 210 220 230 240
LPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSREEMTRENQVSLTCLVEGEFYPSDIAVEWESNGQP
250 260 270 280 290

ENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSREWQQGNVESCSVMEEATLHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:25 - GLP-1
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG

LISTA DE SECVENTE

<110> Eli Lilly si Company

<120> PROTEINE DE FUZIUNE
<130> X20356

<150> 62/158079

<151> 2015-05-07

<160> 25

<170> Versiune Patentln 3.5

210> 1

<211> 30

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sinteticd

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (1)..(1)

<223> Xaa la pozitia 1 este Phe, Gln sau Ala
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (2)..(2)

<223> Xaa la pozitia 2 este Val sau Gly
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (3)..(3)

<223> Xaa la pozitia 3 este Asn, Lys, Asp, Gly, Gln, Ala sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (16)..(16)

<223> Xaa la pozitia 16 este Glu, Tyr, Gln sau His
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (25)..(25)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3292141 T2 2020.07.31
31

<223> Xaa la pozitia 25 este His sau Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> 27)..27)

<223> Xaa la pozitia 27 este Gly, Thr, Ser, His, Val, sau este absent

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (28)..(28)

<223> Xaa la pozitia 28 este Gly, Glu, Pro, Lys, Asp, Ser, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (29)..(29)

<223> Xaa la pozitia 29 este Gly, Glu, Lys, Pro, GIn, Asp, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (30)..(30)

<223> Xaa la pozitia 30 este Gly, Thr, Ser, Glu, Lys, Ala, sau este absent
<400> 1

Xaa Xaa Xaa Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Xaa

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

<210>2

<211> 22

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sinteticd

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (10)..(10)

<223> Xaa la pozitia 10 este Thr sau Ile

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (14) .. (14)

<223> Xaa la pozitia 14 este Asp, Tyr, Gln sau Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (21) .. (21)

<223> Xaa la pozitia 21 este Gly, Asn, Ser, sau Ala

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (22)..(22)

<223> Xaa la pozitia 22 este orice aminoacid care apare natural, sau este absent

<400> 2

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Xaa Cys Ser Leu Xaa Gln Leu

1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Xaa Xaa
20
<210> 3
211> 7
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Constructie sinteticd
<220>
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (1)..(1)
<223> Xaa la pozitia 1 este Gly sau este absent
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<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (3)..(3)

<223> Xaa la pozitia 3 este Gly, Ser, sau este absent
<400> 3

Xaa Gly Xaa Gly Gly Gly Gly

1 5

<210> 4

<211> 59

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sinteticd

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (1)..(1)

<223> Xaa la pozitia 1 este Phe, Gln, sau Ala

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (2)..(2)

<223> Xaa la pozitia 2 este Val sau Gly

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.<222> (3)..(3)
<223> Xaa la pozitia 3 este Asn, Lys, Asp, Gly, Gln, Ala, sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (16)..(16)

<223> Xaa la pozitia 16 este Glu, Tyr, Gln, sau His
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (25)..(25)

<223> Xaa la pozitia 25 este His sau Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (27)..27)

<223> Xaa la pozitia 27 este Gly, Thr, Ser, His, Val, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (28)..(28)

<223> Xaa la pozitia 28 este Gly, Glu, Pro, Lys, Asp, Ser, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (29)..(29)

<223> Xaa la pozitia 29 este Gly, Glu, Lys, Pro, Gln, Asp, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (30)..(30)

<223> Xaa la pozitia 30 este Gly, Thr, Ser, Glu, Lys, Ala, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (31) .. (31)

<223> Xaa la pozitia 31 este Gly sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (33)..(33)

<223> Xaa la pozitia 33 este Gly, Ser, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (47)..(47)

<223> Xaa la pozitia 47 este Thr sau Ile
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<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (51)..(51)

<223> Xaa la pozitia 51 este Asp, Tyr, Gln, sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (58)..(58)

<223> Xaa la pozitia 58 este Gly, Asn, Ser, sau Ala
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (59)..(59)

<223> Xaa la pozitia 59 este orice aminoacid care apare natural, sau este absent

<400> 4
Xaa Xaa Xaa Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Xaa
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly
20 25 30

Xaa Gly Gly Gly Gly Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Xaa Cys
35 40 45

Ser Leu Xaa Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Xaa Xaa
50 55

<210> 5

<211> 58

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sintetica

<400> 5
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Glu
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe His Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Gly
20 25 30

Ser Gly Gly Gly Gly Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Thr Cys
35 40 45

Ser Leu Asp Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Gly
50 55

<210> 6

<211> 22

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sinteticd

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (5)..(5)

<223> Xaa la pozitia 5 este Gln sau Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (10) .. (10)

<223> Xaa la pozitia 10 este Gln sau Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (15) .. (15)

<223> Xaa la pozitia 15 este Gln sau Glu
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<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (20)..(20)

<223> Xaa la pozitia 20 este Gly, Glu, Gln, sau este absent

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (21) .. 21)

<223> Xaa la pozitia 21 este Gly sau absent

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (22)..(22)

34

<223> Xaa la pozitia 21 este Gly sau este absent

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (22)..(22)

<223> Xaa la pozitia 22 este Gly sau este absent

<400> 6

1

Gly Gly Gly Xaa Xaa Xaa
20
<210> 7

<211> 20

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Constructie sintetica
<400> 7

1

Gly Gly Gly Gly
20
<210> 8
<211> 222
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Constructie sintetica
<220>
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (16)..(16)

<223> Xaa la pozitia 16 este Phe, Gln sau Glu

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (18) .. (18)

<223> Xaa la pozitia 18 este Phe, Gln sau Glu

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (37)..(37)

<223> Xaa la pozitia 37 este Val sau Thr

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (39)..(39)

<223> Xaa la pozitia 39 este Val sau Thr

<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (72)..(72)

<223> Xaa la pozitia 72 este Asn, Asp sau Gln

10

10

15

Gly Gly Gly Gly Xaa Gly Gly Gly Gly Xaa Gly Gly Gly Gly Xaa Gly
5

Gly Gly Gly Gly Gln Gly Gly Gly Gly Gln Gly Gly Gly Gly Gln Gly
5

15
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<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (222) .. (222)

<223> Xaa la pozitia 222 este Lys sau este absent

<400> 8
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
1 5 10

Leu Xaa Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
20 25

Glu Val Thr Cys Xaa Val Xaa Asp Val Ser
35 40

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
50 55

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Xaa Ser Thr
65 70

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
85 90

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
100 105

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
115 120

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
130 135

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
145 150

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
165 170

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
180 185

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
195 200
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

210 215
<210>9
<211> 223
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Constructie sinteticd
<220>
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (17)..(17)
<223> Xaa la pozitia 17 este Phe, Gln sau Glu
<220>
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (19) .. (19)

Gly

Met

His

val

Tyr

75

Gly

Ile

val

Ser

Glu

155

Pro

val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

val

Asp

His

Pro
220

Pro

Ser

Asp

45

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

125

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
205

Ser

Arg

30

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

130

Ala

Gly Xaa

val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Xaa

Pro

val

Thr

Val

80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His
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<223> Xaa la pozitia 19 este Phe, Gln sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (38)..(38)

<223> Xaa la pozitia 38 este Val sau Thr
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (40)..(40)

<223> Xaa la pozitia 40 este Val sau Thr
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (73)..(73)

<223> Xaa la pozitia 73 este Asn, Asp sau Gln
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (185) .. (185)

<223> Xaa la pozitia 185 este Arg sau Lys
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (223) .. (223)

<223> Xaa la pozitia 223 este Lys sau este absent

<400> 9
Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val
1 5 10 15

Xaa Leu Xaa Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
20 25 30

Pro Glu Val Thr Cys Xaa Val Xaa Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
35 40 45
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15

20

25

Val Gln
50

Thr Lys
65

Val Leu

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

130

Val Lys
145

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

His Asn
210
<210> 10

Phe

Pro

Thr

val

Ala

115

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

185

His

<211> 222

<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

Asn

Arg

val

Ser

100

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

180

Gly

Tyr

MD/EP 3292141 T2 2020.07.31

Trp

Glu

Leu

85

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

165

Phe

Asn

Thr

Tyr

Glu

70

His

Lys

Gln

Met

Pro

150

Asn

Leu

vVal

Gln

<223> Constructie sintetica

<220>

val

55

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

135

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
215

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (16)..(16)

<223> Xaa la pozitia 16 este Phe, Gln, sau Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (18) .. (18)

<223> Xaa la pozitia 18 este Phe, Gln, sau Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (37)..(37)

<223> Xaa la pozitia 37 este Val sau Thr

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<2225 (39)..(39)

<223> Xaa la pozitia 39 este Val sau Thr

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (72)..(72)

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

120

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

200

Ser

Gly

Xaa

Trp

Pro

105

Glu

Asn

Ile

Thr

Xaa

185

Cys

Leu

37

vVal

Ser

Leu

90

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

170

Leu

Ser

Ser

Glu

Thr

75

Asn

Ser

Gln

val

val

155

Pro

Thr

val

Leu

val

60

Tyr

Gly

Ile

Vval

Ser

140

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
220

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

125

Leu

Trp

val

Asp

His

205

Leu

Asn

Val

Glu

Lys

110

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

130

Glu

Gly

Ala

Val

Tyr

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

175

Ser

Ala

Xaa

Lys

Ser

80

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

160

Ser

Arg

Leu
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38

<223> Xaa la pozitia 72 este Asn, Asp, sau Gln
<220> 5
<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (222) .. (222)

<223> Xaa la pozitia 222 este Lys sau este absent

<400> 10

Glu

1

Leu

Glu

Gln

Lys

65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys

Xaa

Val

Phe

50

Pro

Thr

val

Thr

Arg

130

Gly

Pro

Ser

Gln

His
210

<210> 11

<211> 303
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Constructie sintetica
<220>
<221> CARACTERISTICA DIV.
<222> (1)..(1)

Pro

Pro

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

Pro

Pro

20

Cys

Trp

Glu

val

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Cys

5

Lys

Xaa

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

165

Leu

val

Gln

Pro Ala Pro Pro Val

Pro

Val

Val

Gln

70

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Xaa

Asp

55

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

Asp

Asp

Gly

Xaa

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Thr

25

Val

Val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Ser

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

val

Pro

170

Thr

val

Leu

Ala

Met

His

Val

Phe

75

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Met

Asp

His

Pro
220

Pro

Ser

Asp

Asn

VvVal

Glu

Lys

Thr

125

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Xaa

val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Xaa

Pro

Val

Thr

val

80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His
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<223> Xaa la pozitia 1 este Phe, Gln, sau Ala

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (2)..(2)

<223> Xaa la pozitia 2 este Val sau Gly

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (3)..(3)

<223> Xaa la pozitia 3 este Asn, Lys, Asp, Gly, Gln, Ala, sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (16)..(16)

<223> Xaa la pozitia 16 este Glu, Tyr, Gln, sau His
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (25)..(25)

<223> Xaa la pozitia 25 este His sau Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (27)..27)

<223> Xaa la pozitia 27 este Gly, Thr, Ser, His, Val, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (28)..(28)

<223> Xaa la pozitia 28 este Gly, Glu, Pro, Lys, Asp, Ser, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (29)..(29)

<223> Xaa la pozitia 29 este Gly, Glu, Lys, Pro, GIn, Asp, His, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (30)..(30)

<223> Xaa la pozitia 30 este Gly, Thr, Ser, Glu, Lys, Ala, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (31) .. (31)

<223> Xaa la pozitia 31 este Gly, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (33)..(33)

<223> Xaa la pozitia 33 este Gly, Ser, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (47)..(47)

<223> Xaa la pozitia 47 este Thr sau Ile

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (51) .. (51)

<223> Xaa la pozitia 51 este Asp, Tyr, Gln, sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (58)..(58)

<223> Xaa la pozitia 58 este Gly, Asn, Ser sau Ala
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (59)..(59)

<223> Xaa la pozitia 59 este orice aminoacid care apare natural, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (64)..(64)

<223> Xaa la pozitia 64 este Gln sau Glu
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<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (69)..(69)

<223> Xaa la pozitia 69 este Gln sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (74)..(74)

<223> Xaa la pozitia 74 este Gln sau Glu
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (79)..(79)

<223> Xaa la pozitia 79 este Gly, Glu, Gln, sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (80)..(80)

<223> Xaa la pozitia 80 este Gly sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (81)..(81)

<223> Xaa la pozitia 81 este Gly sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (82)..(82)

<223> Xaa la pozitia 82 este Glu sau Pro
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (90)..(90)

<223> Xaa la pozitia 90 este Glu sau Pro
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (91)..(91)

<223> Xaa la pozitia 91 este Ala si Val
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (94)..(94)

<223> Xaa la pozitia 94 este Gly sau este absent
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (125)..(125)

<223> Xaa la pozitia 125 este GIn sau His
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (157)..(157)

<223> Xaa la pozitia 157 este Tyr sau Phe
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (166)..(166)

<223> Xaa la pozitia 166 este Leu sau Val
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (187)..(187)

<223> Xaa la pozitia 187 este Ser sau Ala
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (188)..(188)

<223> Xaa la pozitia 188 este Ser sau Pro
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (196)..(196)

<223> Xaa la pozitia 196 este Ala sau Thr



10

15

20

MD/EP 3292141 T2 2020.07.31

<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (212)..(212)

<223> Xaa la pozitia 212 este Gln sau Arg
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (254)..(254)

<223> Xaa la pozitia 254 este Val sau Met
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (266)..(266)

<223> Xaa la pozitia 266 este Arg sau Lys
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (276)..(276)

<223> Xaa la pozitia 276 este Glu sau Gln
<220>

<221> CARACTERISTICA DIV.

<222> (302)..(302)

<223> Xaa la pozitia 302 este Leu sau Pro
<400> 11

41



Xaa

Leu

Xaa

Ser

Gly

65

Xaa

val

Thr

Glu

Lys

145

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

225

Asn

Ser

Arg

Leu

Xaa

Val

Gly

Leu

Gly

Xaa

Phe

Pro

Val

130

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

210

Val

Gly

Asp

Trp

His
290

<210> 12

Xaa

Cys

Gly

35

Xaa

Gly

Cys

Leu

Glu

115

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

195

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

275

Asn

Gln

Gly

20

Gly

Gln

Gly

Pro

Phe

100

vVal

Phe

Pro

Thr

vVal

180

Xaa

Xaa

Gly

Pro

Ser

260

Xaa

His

MD/EP 3292141 T2 2020.07.31

His

Glu

Gly

Leu

Xaa

Pro

85

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

165
Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

245

Phe

Gly

Tyr

Leu

Arg

Gly

Glu

Gly

70

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

150

Xaa

Asn

Gly

Glu

Tyr

230

Asn

Phe

Asn

Thr

Cys

Gly

Ile

Asn

55

Gly

Pro

Lys

Val

Tyr

135

Glu

His

Lys

Gln

Met

215

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
295

Gly

Phe

Val

40

Tyr

Gly

Ala

Pro

Val

120

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

200

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

280

Lys

Ser

Xaa

25

Glu

Cys

Gly

Pro

Lys

105

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

185

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

265

Ser

Ser

42

His

10

Tyr

Gln

Xaa

Xaa

Xaa

90

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

170
Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

250

Xaa

Cys

Leu

Leu

Xaa

Cys

Xaa

Gly

75

Xaa

Thr

Val

val

Ser

155

Leu

Xaa

Pro

Gln

Ala

235

Thr

Leu

Ser

Ser

val

Xaa

Cys

Gly

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

140

Thr

Asn

Xaa

Gln

val

220

Vval

Pro

Thr

val

Leu
300

Glu

Xaa

Thr

45

Gly

Gly

Gly

Met

Xaa

125

Val

Xaa

Gly

Ile

Val

205

Ser

Glu

Pro

Val

Met

285

Ser

Ala

Xaa

30

Ser

Gly

Gly

Xaa

Ile

110

Glu

His

Arg

Lys

Glu

190

Tyr

Leu

Trp

Xaa

Asp

270

His

Xaa

Leu

15

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Pro

95

Ser

Asp

Asn

val

Glu

175
Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

255

Lys

Glu

Gly

Xaa

Gly

Cys

Xaa

Xaa

80

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

160

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

240

Asp

Ser

Ala
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<211> 299

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Constructie sintetica
<400> 12



Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

145

val

Ser

Lys

Glu

Phe

225

Glu

Phe

Gly

Tyr

val

val

Gly

Leu

50

Gly

Pro

Pro

Cys

Trp

130

Glu

val

Asn

Gly

Glu

210

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
230

<210> 13

Asn

Cys

Gly

35

Asp

Gly

Cys

Lys

val

115

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

195

Met

Pro

Asn

Leu

Val

275

Gln

Gln

Gly

20

Gly

Gln

Gln

Pro

Pro

100

val

val

Gln

Gln

Gly

180

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

260

Phe

Lys
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His

Glu

Gly

Leu

Gly

Ala

85

Lys

val

Asp

Phe

Asp

165

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

245

Ser

Ser

Ser

Leu

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn
150

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

230

Thr

Lys

Cys

Leu

Cys

Gly

Ile

Asn

55

Gly

Pro

Thr

Vval

val

135

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

215

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
295

Gly

Phe

val

40

Tyr

Gly

val

Leu

Ser

120

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

200

Val

Val

Pro

Thr

Val

280

Leu

Ser

His

25

Glu

Cys

Gln

Ala

Met

105

His

val

Phe

Gly

Ile

185

val

Ser

Glu

Pro

val

265

Met

Ser

44

His

10

Tyr

Gln

Gly

Gly

Gly

90

Ile

Glu

His

Arg

Lys

170

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

250

Asp

His

Pro

Leu

Gly

Cys

Gly

Gly

Pro

Ser

Asp

Asn

val

155

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

235

Leu

Lys

Glu

Gly

val

Gly

Cys

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

140

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

220

Ser

Asp

Ser

Ala

Glu

Gly

Thr

45
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Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
275 280 285

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
290 295

<210> 23

<211> 298<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Constructie sintetica

<400> 23



Phe

Leu

Gly

Leu

Gly

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

145

Val

Asn

Gly

Glu

Tyr

225

Asn

Phe

Asn

Thr

val

Val

Gly

Tyr

50

Gly

Cys

Lys

val

Tyr

130

Glu

His

Lys

Gln

Met

210

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
290

<210> 24

Asn

Cys

Gly

35

Gln

Ser

Pro

Pro

val

115

val

Gln

Gln

Gly

Pro

195

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

275

Lys

Gln

Gly

20

Gly

Leu

Gly

Ala

Lys

100

vVal

Asp

Phe

Asp

Leu

180

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

260

Ser

Ser
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His

Glu

Gly

Glu

Gly

Pro

85

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
165
Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

245

Lys

Cys

Leu

Leu

Arg

Ile

Asn

Gly

70

Pro

Thr

Val

val

Ser

150

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

230

Thr

Leu

Ser

Ser

Cys

Gly

Val

Tyr

55

Gly

val

Leu

Ser

Glu

135

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

215

Vval

Pro

Thr

val

Leu
295

Gly

Phe

Glu

40

Cys

Ser

Ala

Met

His

120

Val

Phe

Gly

Ile

val

200

Ser

Glu

Pro

val

Met

280

Ser

Ser

Phe

25

Gln

Gly

Gly

Gly

Ile

105

Glu

His

Arg

Lys

Glu

185

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

265

His

Pro

59

His

10

Tyr

Cys

Gly

Gly

Pro

90

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

170
Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

250

Lys

Glu

Gly

Leu

Thr

Cys

Gly

Gly

75

Ser

Arg

Pro

Ala

val

155

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

235

Asp

Ser

Ala

val

Glu

Thr

Gly

Gly

val

Thr

Glu

Lys

140

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

220

Asn

Ser

Arg

Leu

Glu

Glu

Ser

45

Gly

Ser

Phe

Pro

val

125

Thr

val

Cys

Ser

Pro

205

Val

Gly

Asp

Trp

His
285

Ala

Thr

30

Ile

Ser

Glu

Leu

Glu

110

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

190

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

270

Asn

Leu

15

Gly

Cys

Gly

Cys

Phe

95

val

Phe

Pro

Thr

Val

175
Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

255

Gln

His

Glu

Gly

Ser

Gly

Pro

80

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

160

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

240

Phe

Gly

Tyr
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<211> 299

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Constructie sintetica
<400> 24



Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

65

Pro

val

Vval

Gly

Leu

50

Gly

Pro

Gly

Cys

Gly

Asp

Gly

Cys

Gln

Gly

20

Gly

Gln

Gln

Pro
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His

Glu

Gly

Leu

Gly

Ala

Leu

Arg

Gly

Glu

Gly

70

Pro

Cys

Gly

Ile

Asn

55

Gly

Pro

Gly

Phe

val

40

Tyr

Gly

Val

Ser

His

25

Glu

Cys

Gln

Ala

61

His

10

Tyr

Gln

Gly

Gly

Gly

Leu

Gly

Cys

Gly

Gly

75

Pro

val

Gly

Cys

Gly

60

Gly

Ser

Glu

Gly

Thr

45

Gly

Gly

val

Ala

Gly

30

Ser

Gly

Gly

Phe

Leu

15

Gly

Thr

Gln

Glu

Leu

Glu

Gly

Cys

Gly

Cys

80

Phe



Pro

Thr

Asn

Arg

145

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

225

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

130

Glu

Val

Asn

Gly

Glu

210

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
290

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 25

His
1

Ala

Lys

val

115

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

195

Met

Pro

Asn

Leu

Val

275

Gln

Glu
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Pro Lys
100

val val

Val Asp

Gln Phe

Gln Asp
165

Gly Leu
180

Pro Arg

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

245

Tyr Ser
260

Phe Ser

Lys Ser

Gly Thr
5

Asp

Asp

Gly

Asn

150

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

230

Thr

Lys

Cys

Leu

Phe

Thr

val

val

135

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

215

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

295

Thr

Leu

Ser

120

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

200

Val

val

Pro

Thr

Val

280

Leu

Ser

62

90

Met Ile Ser
105

His Glu Asp

Val His Asn

Phe Arg Val
155

Gly Lys Glu
170

Ile Glu Lys
185

Val Tyr Thr

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu
235

Pro Met Leu
250

Val Asp Llys
265

Met His Glu

Ser Pro Gly

Homo

Arg

Pro

Ala

140

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

220

Ser

Asp

Ser

Ala

Thr

Glu

125

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

205

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
285

Pro

110

val

Thr

Val

Cys

Ser

130

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

270

His

95

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

175

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

255

Gln

Asn

val

Phe

Pro

Thr

160

val

Thr

Arg

Gly

Pro

240

Ser

Gln

His

Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

10

15

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

20

25

30

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
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(57) Revendicari:

1. O proteina de fuziune care cuprinde:

a) un agonist receptor pentru insulind avand formula generald Z,-Z,-Z3, in care:

i) Zjeste un analog al catenci B de insulind, cuprinzind secventa de aminoacizi:
X1 XoX5QHLCGSHLVEALXULVCGERGFX5 Y X6 X7 X5 X9
in care X; este F, Q sau A; X este Vsau G; Xz este N, K, D, G, Q, AsauE; Xy este E, Y, Q, sau
H; Xseste H sau F; Xseste G, T, S, H, V sau este absent; X7 este G, E, P, K, D, S, H sau este
absent; Xs este G, E, K, P, Q, D, H sau este absent; Xo este G, T, S, E, K, A sau este absent, cu
conditia ca analogul catenci B de insulind si includa cel putin o modificare din secventa de
aminoacizi a catenei B a unei molecule de insulind umani la Xy, Xs, Xe, X7, Xs, sau Xo (SEQ ID
NO:1);

i) Z; este un prim agent de legiturd peptidic care cuprinde 5 pana la 10 aminoacizi, in care
cel putin 5 din respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

iii) Zz este un analog al catenei A de insulind care cuprinde secventa de aminoacizi:
GIVEQCCTSX;CSLX,QLENYCX;3X,
in care X; este T sau I; X, este D, Y, Q sau E; Xz este G, N, S sau A; si X4 este orice aminoacid
care apare natural, sau este absent, cu conditia ci dacd X3 este N, atunci Xy trebuie sd fie un
aminoacid altul decat G sau N (SEQ ID NO:2);

b) un al doilea agent de legiturd peptidic avand intre 10 si 25 aminoacizi, in care cel putin
50% din respectivii aminoacizi sunt reziduuri G; si

¢) o regiune IgG Fc umani;

in care reziduul C-terminal al agonistului receptor de insulind este direct fuzionat la
reziduul N-terminal al celui de al doilea agent de legiturd peptidic, si reziduul C-terminal al celui
de al doilea agent de legatura peptidic este direct fuzionat la reziduul N-terminal al regiunii IgG Fc
umane.

2. Proteina de fuziune conform revendicdrii 1, in care:

analogul catenei B de insulind include cel putin o modificare fata de secventa de aminoacizi
a catenei B de insulini umana la X4 sau X;s din SEQ ID NO:1; si

analogul catenei A de insulind include cel putin o modificare fatd de secventa de aminoacizi
a catenei A de insulind umani la X; sau X; din SEQ ID NO:2.

3. Proteina de fuziune din oricare dintre revendicérile 1 sau 2, in care:

analogul catenei B de insulind cuprinde secventa din SEQ ID NO:1, in care: X, este F;
X, este V; X3 este N sau D; X, este E; Xs este H; si

analogul catenei A de insulind cuprinde secventa din SEQ ID NO:2, in care: X este I sau
T; X; este D; X; este G; si X4 este absent.

4. Proteina de fuziune conform oricdreia dintre revendicdrile 1-3, in care analogul catenei B de
insulind cuprinde secventa din SEQ ID NO:1, in care X¢-Xo sunt fiecare G.

5. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicarile 1-4, in care primul agent de legiturd
peptidic cuprinde urmitoarea secventa de aminoacizi:

X1 GXLoGGGG
in care X; este G sau este absent; si X, este G, S sau este absent (SEQ ID NO:3).

6. Proteina de fuziune conform revendicirii 5, in care X si X, din SEQ ID NO:3 sunt G si
respectiv S.

7. Proteina de fuziune conform oricdreia dintre revendicdrile 1-6, in care agonistul receptor de

insulindl are urmitoarea secventi de aminoacizi:
FVNQHLCGSHLVEALELVCGERGFHYGGGGGGSGGGGGIVEQCCTSTCSLDQLENYC

G (SEQ ID NO:5).

8. Proteina de fuziune conform oricdreia dintre revendicdrile 1-7, in care al doilea agent de
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legiturd peptidic cuprinde 0 peptida avand secventa [GGGGX].
in care X este Q, E sau S; si in care , este 2-5.

9. Proteina de fuziune conform oricareia dintre revendicdrile 1-8, in care al doilea agent de
legiturd peptidic cuprinde urmatoarea secventd de aminoacizi:

GGGGX: GGGGX,GGGGX3GGGGXuXs5Xs
XiesteQsau E

Xseste Qsau E

Xzeste Qsau E

Xy este G, E, Q sau este absent

X este G sau absent; si

X este G sau este absent

(SEQ ID NO:6).

10. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicdrile 1-9, in care al doilea agent de
legiturd peptidic are urméitoarea secventd de aminoacizi:
GGGGQGGGGQGGGGQGGGGE (SEQ ID NO:7).

11. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicdrile 1-10, in care regiunea IgG Fc
umand este o regiune Fc de la un IgG1, IgG2 sau IgG4.

12. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicdarile 1-11, 1n care regiunea IgG Fc umana
cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9 si SEQ ID NO:10.

13. O proteind de fuziune care are secventa de aminoacizi din SEQ ID NO:12.

14. Un homodimer a doud proteine de fuziune conform oricdreia dintre revendicérile 1-13.

15. O compozitiec farmaceutica care cuprinde fie o proteind de fuziune conform oricireia dintre
revendicdrile 1-13, fie un homodimer conform revendicarii 14, si cel putin un excipient.

16. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 15, care cuprinde in plus citrat, acid
citric, polisorbat 80, si manitol.

17. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 15 sau revendicarea 16 in care pH-ul
variaza de la aproximativ 6,0 pand la aproximativ 6,75.

18. Compozitia farmaceuticd conform oricdreia dintre revendicdrile 15 pand la 17 cuprinzind in
plus dulaglutida.

19. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicirile 1-13 pentru utilizare in
terapie.

20. Proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicdrile 1-13 pentru utilizare in tratamentul
diabetului zaharat.

21. Proteina de fuziune conform oricdreia dintre revendicdrile 1-13 pentru utilizare simultana,
separatd sau in combinatie secventiald cu dulaglutide, in tratamentul diabetului zaharat.

22. Homodimerul conform revendicdrii 14 pentru utilizare simultand, separatd sau in
combinatie secventiala cu dulaglutide, in tratamentul diabetului zaharat.

23. O polinucleotida care codificd proteina de fuziune conform oricireia dintre revendicdrile 1-
13.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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