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OPIS IZUMA

Ovaj se izum odnosi na peptide koji su nalik glukagonu uklju¢ujuéi njegove analoge i derivate koji su spojeni na
proteine, a koji imaju uéinak produljenja in vivo poluzivota peptida. Ti se fuzijski proteini mogu rabiti za lijecenje
diabetes mellitusa koji nije ovisan o inzulinu, kao i mnostva drugih stanja.

Peptid | nalik glukagonu (GLP-1) je peptid od 37 aminokiselina koji izlu¢uju L-stanice crijeva kao odgovor na gutanje
hrane. Otkriveno je da poti¢e izluCivanje inzulina (inzulinotropno djelovanje), time izazivajuci unos glukoze u stanice,
tc snizenje razina glukoze u scrumu [pogledati, na primjer, Mojsov, S., (1992) Int. J. Peptide Protein Research,
40:333-343]. Medutim, GLP-1 ima slabu aktivnost. Naknadno endogeno cijepanje izmedu 6. i 7. polozaja stvara
djelotvorniji bioloski aktivan GLP-1 (7-37)OH peptid. Poznati su brojni analozi i derivati GLP-1, te se ovdje spominju
kao "GLP-1 spojevi”. Ti analozi GLP-1 uklju¢uju Eksendine, a to su peptidi nadeni u otrovu GILA-Cudovista.
Eksendini imaju sekvencu homolognu nativnom GLP-1, te mogu vezati GLP-1 receptor, te zapoceti kaskadu prijenosa
signala koja je odgovorna za brojne aktivnosti koje se pripisuju GLP-1 (7-37)OH.

GLP-1 spojevi imaju mnoS§tvo fizioloSki znacajnih aktivnosti. Na primjer, pokazalo se da GLP-1 poti¢e otpustanje
inzulina, snizava izlu¢ivanje glukagona, inhibira praznjenje Zeluca, te pospjesuje iskoriStenje glukoze. [Nauck, M. A., i
sur. (1993) Diabetologia 36:741-744; Gutniak, M., 1 sur. (1992) New England J. of Med. 326:1316-1322; Nauck, M.
A..isur., (1993) J. Clin. Invest. 91:301-307].

GLP-1 najviSe obecava u lijeCenju diabetesa mellitusa koji nije ovisan o inzulinu (NIDDM). Na trziStu postoje brojni
oralni lijekovi za lijeCenje otpornosti na inzulin koja je povezana uz NIDDM. Kako bolest napreduje, medutim,
bolesnici moraju prijec¢i na lijefenja koja poticu oslobadanje inzulina, te na kraju i na lijecenja koja uklju¢uju injekcije
inzulina. Trenutni lijekovi koji poti¢u oslobadanje inzulina, medutim, takoder mogu uzrokovati hipoglikemiju, kao $to
moze i stvarna primjena inzulina. Aktivnost GLP-1, medutim, kontroliraju razine glukoze u krvi. Kada razine padnu do
izvjesne grani¢ne razine, GLP-1 nije aktivan. Stoga, ne postoji rizik od razvoja hipoglikemije povezane uz lijeenje
koje obuhvaca GLP-1.

Medutim, korist od terapije koja uklju¢uje GLP-1 peptide ogranic¢ena je njihovim brzim uklanjanjem i kratkim
poluzivotima. Na primjer, GLP-1 (7-37) ima poluZzivot u serumu u trajanju samo 3 do 5 minuta. GLP-1 (7-36) amid ima
vrijeme djelovanja u trajanju oko 50 minuta nakon subkutane primjene. Cak i analozi i derivati koji su otporni na
endogeno cijepanje proteazama nemaju poluzivot dovoljno dug da bi se izbjegle ponavljane primjene tijekom razdoblja
od 24 sata. Brzo uklanjanje terapijskog sredstva je nepovoljno u sluéajevima u kojima je pozeljno odrzavanje visoke
razine sredstva u krvi tijekom produljenog vremenskog razdoblja, jer ¢e tada biti neophodne ponavljane primjene.
Nadalje, spoj s dugim djelovanjem posebno je vazan kod dijabeticara ¢iji je rezim prethodnog lijeCenja ukljucivao
uzimanje samo oralnih lijekova. Tim je bolesnicima Cesto izrazito tezak prijelaz na rezim koji ukljucuje viestruke
injekcije lijeka.

Ovaj izum prevladava probleme povezane uz isporuku spoja koji ima kratki poluzivot u plazmi. Spojevi ovoga izuma
obuhvacéaju GLP-1 spojeve spojene na drugi protein koji ima dugi poluzivot u cirkulaciji, kao §to je Fc dio
imunoglobulina ili albumin.

Opcenito, upravljanje malim terapijskim peptidima je tesko jer ¢ak i male promjene u njihovoj strukturi mogu utjecati
na stabilnost 1/ili biologku aktivnost. Ovo je posebno istinito za GLP-1 spojeve koji su trenutno u razvoju. Na primjer,
GLP-1 (7-37)OH ima sklonost prolaZenja kroz konformacijsku promjenu iz strukture primarne alfa uzvojnice u
strukturu primarne beta ploce. Taj oblik beta ploce ima za posljedicu agregaciju materijala, za koji se vjeruje da je
neaktivan. Stoga je iznenadujuc¢a moguénost razvijanja biolodki aktivnih GLP-1 fuzijskih proteina s produljenim
poluzivotima. To je bilo posebno neocekivano uzimajuci u obzir teskoce rada sa samim GLP-1 (7-37)OH, te ogromnu
veli¢inu fuzijskog partnera u odnosu na mali povezani GLP-1 peptid.

Spojevi ovoga izuma obuhvacaju heterologne fuzijske proteine koji sadrze prvi polipeptid s N-zavrSetkom i
C-zavretkom spojen na drugi polipeptid s N-zavrSetkom 1 C-zavr§etkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a
drugi polipeptid se izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) humanog albumina;
b) analoga humanog albumina; te

¢) odsje¢aka humanog albumina,

te gdje je C-zavrsetak prvog polipeptida spojen na N-zavrsetak drugog polipeptida.
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Spojevi ovoga izuma takoder obuhvacéaju heterologni fuzijski protein koji sadrzi prvi polipeptid s N-zavr$etkom i
C-zavr§etkom spojen na drugi polipeptid s N-zavr$etkom i C-zavr$etkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a
drugi polipeptid se izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) humanog albumina;
b) analoga humanog albumina; te
¢) odsjetaka humanog albumina,

te gdje je C-zavrSetak prvog polipeptida spojen na N-zavrietak drugog polipeptida putem veznog peptida. Preferira se
da se vezni peptid izabere iz skupine koja se sastoji od:

a) peptida bogatog glicinom;
b) peptidakoji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser], pri ¢emu jen 1, 2, 3, 4, 5ili 6; te
¢) peptida koji ima sekvencu | Gly-Gly-Gly-Gly-Ser|s.

Dodatni spojcvi ovoga izuma ukljucuju hcterologne fuzijske protecine koji sadrze prvi polipeptid s N-zavr$ctkom 1
C-zavrietkom spojen na drugi polipeptid s N-zavrietkom i C-zavr§etkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a
drugi polipeptid se izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) Fcdijela imunoglobulina;
b) analoga Fc dijela imunoglobulina; te
¢) odsjetaka Fc dijela imunoglobulina,

te gdje je C-zavrietak prvog polipeptida spojen na N-zavrsetak drugog polipeptida. GLP-1 spoj moze se spojiti na drugi
polipeptid putem veznog peptida. Preferira se da se vezni peptid izabere iz skupine koja se sastoji od:

a) peptida bogatog glicinom;
b) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser], pri ¢emu jen 1, 2, 3, 4, 51li 6; te
¢) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

Opéenito se preferira da GLP-1 spoj koji ¢ini dio heterolognog fuzijskog proteina nema vise od 6 aminokiselina koje se
razlikuju od odgovarajuée aminokiseline u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH, ili Eksendinu-4. Cak i vi$e se preferira
da GLP-1 spoj nema vise od 5 aminokiselina koje se razlikuju od odgovarajuc¢e aminokiseline u GLP-1 (7-37)OH,
GLP-1 (7-36)0H, ili Eksendinu-4. Najvise se preferira da GLP-1 spoj nema vise od 4, 3 ili 2 aminokiseline koje se
razlikuju od odgovaraju¢e aminokiseline u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH, ili Eksendinu-4. Po mogu¢nosti, GLP-1
spoj koji ¢ini dio heterolognog fuzijskog peoteina sadrzi glicin ili valin na polozaju 8.

Ovaj izum takodcr uklju¢uje polinuklcotide koji kodiraju ovdjc opisanc hetcrologne fuzijske proteine, vektore koji
sadrze te polinukleotide, te stanice domacine koje su transfektirane ili promijenjene s vektorima koji su ovdje opisani.
Takoder je ukljucen proces za proizvodnju heterolognog fuzijskog proteina koji obuhvaéa korake transkripcije i
translacije ovdje opisanih polinukleotida pod uvjetima u kojima dolazi do ekspresije heterolognog fuzijskog proteina u
mjerljivim koli¢inama.

Ovaj izum takoder obuhvaca postupak za normaliziranje razina glukoze u krvi sisavaca kojima je to potrebno, a sastoji
se od primjene terapijski u¢inkovite koli¢ine ovdje opisanog heterolognog fuzijskog proteina.

Izum je nadalje slikovito prikazan pomocu sljedecih slika:

Slika 1:  IgGl Fc aminokiselinska sekvenca koja obuhvaca glavno podru¢je, CH2 i CH3 domene.

Slika 2:  Aminokiselinska sekvenca humanog serumskog albumina.

Slika3:  A. SDS-PAGE gel i imunoblot istog gela koji slikovito prikazuju molekulsku tezinu IgG1-Fc¢ i GLP-1-Fc
fuzijskih proteina (Red 1, MT standardi; Red 2, Pro¢is¢eni Fc; Red 3, Mockov transfektirani medij; Red 4,
Val®-GLP-1-Fc; Red 5, Eksendin-4-Fc) B. SDS-PAGE gel i imunoblot istog gela koji slikovito prikazuju
molekulsku tezinu humanih HSA i GLP-1-HSA fuzijskih proteina (Red 1, MT standardi; Red 2, Proc¢i§¢eni
HSA; Red 3, Mockov transfektirani medij; Red 4, Val®>-GLP-1-HSA; Red 5, Val*-GLP-1-[Gly-Gly-Gly-Gly
-Ser];-HSA; Red 6, Eksendin-4-HSA; Red 7, Eksendin-4-[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser];-HSA).

Slika4:  SDS-PAGE gel proc¢is¢enog Fc, albumina, te GLP-1 fuzijskih proteina (Red 1, MT standardi; Red 2,
protidéeni Fe; Red 3, Val®*-GLP-1-Fc; Red 4, Eksendin-4-Fc; Red 5, MT standard; Red 6, Val®*-GLP-1-HSA;
Red 7, Eksendin-4-HSA; Red 8, Eksendin-4-[ Gly-Gly-Gly-Gly-Ser];-HSA).

Slika 5:  Ekspresijski vektor za kloniranje koji sadrZi Fc podrucja slikovito prikazana na slici 1.

Slika 6:  Ekspresijski vektor za kloniranje koji sadrzi albuminsku sckvencu slikovito prikazanu na slici 2.
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Slika 7:  Ckspresijski vektor za kloniranje koji sadrzi DNA koja kodira vezni peptid od 15 aminokiselina spojenu u
okviru, te 5' albuminske sekvence slikovito prikazane na slici 2.

Slika 8:  In vitro ovisnost aktivnosti GLP-1 fuzijskih proteina o dozi.

Slika 9:  Farmakokinetika GLP-1 Fc 1 HSA fuzijskih proteina.

Slika 10:  Glukodinamicki odgovor na Eksendin-Fc kod dva psa na normalnoj dijeti.

Slika 11: Inzulinotropni odgovor na Eksendin-Fc kod dva psa na normalnoj dijeti.

Slika 12: DNA sekvenca koja kodira Fc podru¢je humanog IgGl.

Slika 13: DNA sekvenca koja kodira humani albuminski protein.

Heterologni fuzijski proteini ovoga izuma sadrze GLP-1 spoj spojen na humani albumin, analog humanog albumina,
odsjeak humanog albumina, Fc dio imunoglobulina, analog Fc dijela imunoglobulina, ili odsjeak Fc dijela
imunoglobulina. C-zavrSetak GLP-1 spoja moze se izravno spojiti, ili spojiti putem veznog peptida, na N-zavr$etak
albumina ili Fe proteina. Ti heterologni fuzijski proteini bioloski su aktivni i imaju povecani poluzivot u usporedbi s
nativnim GLP-1.

Preferira sc da GLP-1 spojevi koji ¢inc dio heterolognih fuzijskih protcina obuhvacaju polipeptide koji imaju od oko
dvadeset pet do oko trideset devet aminokiselina koje se prirodno pojavljuju ili koje se ne pojavljuju prirodno, a koje su
dovoljno homologne nativnom GLP-1 (7-37)OH, tako da ispoljavaju inzulinotropno djelovanje vezanjem na GLP-1
receptor na B-stanicama u pankreasu. GLP-1 spoj tipi¢no se sastoji od polipeptida koji sadrzi aminokiselinsku sekvencu
GLP-1 (7-37)OH, analoga GLP-1 (7-37)OH, odsjecka GLP-1 (7-37)OH ili odsjecka analoga GLP-1 (7-37)OH. GLP-1
(7-37)OH ima aminokiselinsku sekvencu SEQ ID NO: 1:

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

(SEQ ID NO: 1)

Kako je uobi¢ajeno u struci, amino zavr$etku GLP-1 (7-37)OH dodijeljen je broj ostatka 7, a karboksi zavr$etku, broj
37. Ostale aminokiseline u polipeptidu uzastopno su obiljezene brojevima, kao §to je prikazano u SEQ ID NO: 1. Na
primjer, polozaj 12 je fenilalanin, a polozaj 22 je glicin.

GLP-1 spojevi takoder obuhvacaju "GLP-1 odsjecke”. GLP-1 odsjecak je polipeptid dobiven nakon odcjepljivanja
jedne ili viSe aminokiselina s N-zavretka i/ili C-zavrSetka GLP-1 (7-37)OH ili njegovog analoga ili derivata.
Nomenklatura koja se rabi za opisivanje GLP-1 (7-37)OH takoder se moze primijeniti na GLP-1 odsjecke. Na primjer,
GLP-1

(9-36)0H oznacava GLP-1 odsje¢ak dobiven odcjepljivanjem dvije aminokiseline s N-zavrSetka, te jedne
aminokiseline s C-zavrSetka. Aminokiseline u odsjecku obiljeZene su istim brojem kao i odgovarajuée aminokiseline u
GLP-1

(7-37)OH. Na primjer, N-terminalna glutaminska kiselina u GLP-1 (9-36)OH nalazi se na poloZaju 9; polozaj 12
zauzima fenilalanin; a poloZaj 22 zauzima glicin, kao i u GLP-1 (7-37)OH. Za GLP-1 (7-36)OH, glicin na poloZaju 37
u GLP-1 (7-37)OH je izbrisan.

GLP-1 spojevi takoder obuhvacaju polipeptide u koje su dodane jedna ili viSe aminokiselina na N-zavretak i/ili
C-zavrsetak GLP-1 (7-37)OH, ili njegovih odsjecaka ili analoga. Preferira se da GLP-1 spojevi tog tipa imaju do oko
trideset devet aminokiselina. Aminokiseline u “produzenom” GLP-1 spoju obiljezene su istim brojem kao i
odgovaraju¢e aminokiseline u GLP-1 (7-37)OH. Na primjer, N-terminalna aminokiselina GLP-1 spoja dobivenog
dodavanjem dvije aminokiseline na N-zavrSetak GLP-1 (7-37)OH nalazi se na poloZzaju 5; a C-terminalna
aminokiselina GLP-1 spoja dobivenog dodavanjem jedne aminokiseline na C-zaviSetak GLP-1 (7-37)OH nalazi se na
polozaju 38. Stoga polozaj 12 zauzima fenilalanin, a polozaj 22 zauzima glicin u oba ovako "produzena” GLP-1 spoja,
kao i u GLP-1 (7-37)OH. Aminokiseline 1-6 u produzenom GLP-1 spoju po moguénosti su iste kao, ili konzervativne
zamjene aminokiseline na odgovaraju¢em polozaju GLP-1 (1-37)OH. Aminokiseline 38-45 u produzenom GLP-1 spoju
po moguénosti su iste kao, ili konzervativne zamjene aminokiseline na odgovarajuéem poloZzaju glukagona ili
Eksendina-4.
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GLP-1 spojevi ovoga izuma obuhvacéaju "GLP-1 analoge”. GLP-1 analog dovoljno je homologan s GLP-1 (7-37)OH ili
odsje¢kom GLP-1 (7-37)OH, tako da analog ima inzulinotropno djelovanje. Po moguénosti, GLP-1 analog ima
aminokiselinsku sekvencu spoja GLP-1 (7-37)OH ili njegovog odsjecka, izmijenjenu tako da se od jedne, dvije, tri,
Cetiri ili pet aminokiselina razlikuje od aminokiselina na odgovarajuc¢em polozaju GLP-1 (7-37)OH ili odsje¢ka GLP-1
(7-37)OH. U nomenklaturi koja se ovdje rabi za oznacavanje GLP-1 spojeva, zamjenska aminokiselina i njen polozaj
naznadeni su ispred roditeljske strukture. Na primjer, Glu*-GLP-1 (7-37)OH oznatava GLP-1 spoj u kojem je glicin
koji se normalno nalazi na polozaju 22 GLP-1 (7-37)OH zamijenjen s glutaminskom kiselinom; Val®*-Glu*’-GLP-1
(7-37)OH ozna¢ava GLP-1 spoj u kojem su alanin koji sc normalno nalazi na poloZaju 8 i glicin koji s¢ normalno nalazi
na polozaju 22 GLP-1 (7-37)OH zamijenjeni s valinom, odnosno glutaminskom kiselinom.

GLP-1 spojevi ovoga izuma takoder ukljuc¢uju "GLP-1 derivate”. GLP-1 derivat definira se kao molekula koja ima
aminokiselinsku sekvencu GLP-1 ili analoga GLP-1, ali dodatno ima kemijske preinake jedne ili vi§e svojih
aminokiselinskih postraniénih skupina, a-ugljikovih atoma, terminalnih amino skupina, ili terminalnih karboksilnih
kiselinskih skupina. Kemijske preinake ukljucuju, ali bez ograni¢enja, dodavanje kemijskih skupina, stvaranje novih
veza, te uklanjanje kemijskih skupina. Preinake na aminokiselinskim postrani¢nim skupinama ukljucuju, bez
ograni¢enja, aciliranje lizinskih g-amino skupina, N-alkiliranje arginina, histidina, ili lizina, alkiliranje glutaminske ili
asparaginske karboksilne kiselinske skupine, te deamidaciju glutamina ili asparagina. Preinake terminalne amino
skupine ukljuéuju, bez ograni¢enja, preinake dez-amina, N-nizih alkila, N-di-nizih alkila, te N-acila. Preinake
terminalne karboksi skupine ukljuc¢uju, bez ograni¢enja, preinake amida, nizih alkil amida, dialkil amida, te nizih alkil
estera. Nizi alkil je C,-Cy alkil. Nadalje, jedna ili viSe postrani¢nih skupina, ili terminalnih skupina, moZe se zastititi
pomocu zastitnih skupina koje su poznate proteinskom kemicaru s osnovnim iskustvom. a-ugljik aminokiseline moZze
se

mono- ili dimetilirati.

Bilo koji GLP-1 spoj moze biti dio heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma sve dok je GLP-1 spoj sposoban vezati
i poticati prenosenje signala preko GLP-1 receptora. Vezanje na GLP-1 receptor i prenoenje signala moZe se
procijeniti pomocu in vitro testova poput onih koji su opisani u EP 619,322, odnosno U.S. Patent-u Br. 5,120,712,

Brojni aktivni GLP-1 odsjecci, analozi i derivati poznati su u struci, te bilo koji od tih analoga i derivata takoder moZze
biti dio heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma. Ovdje su dani i neki primjeri novih GLP-1 analoga, kao i GLP-1
analoga i derivata koji su poznati u struci.

Neki GLP-1 analozi i GLP-1 odsjeéci poznati u struci uklju¢uju, na primjer, GLP-1 (7-34) i GLP-1 (7-35), GLP-1
(7-36), GIn*-GLP-1 (7-37), D-GIn’-GLP-1 (7-37), Thr'®-Lys'®-GLP-1 (7-37), te Lys'®-GLP-1 (7-37). GLP-1 analozi
poput GLP-1 (7-34) i GLP-1 (7-35) otkriveni su u U.S. Patent-u Br. 5,118,666. GLP-1 koji su dobiveni bioloskim
postupkom, a koji imaju inzulinotropna svojstva, poput GLP-1 (7-36) takoder su poznati. Ostali poznati bioloki aktivni
GLP-1 spojevi otkriveni su u U.S. Patent-u Br. 5,977,071 Hoffmann-a i sur., U.S. Patent-u Br. 5,545,618 Buckley-a i
sur., te kod Adelhorst-a i sur., J. Biol. Chem. 269:6275 (1994).

Preferirana skupina GLP-1 analoga sastavljena je od GLP-1 analoga koji su prikazani formulom I (SEQ ID NO: 2)

7 8 9 16 11 12 13 14 185 16 17
His-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Phe-Thr-Xsa-Asp-Xaa-Xaa-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-
2950 31 040 3924 AR 2539 3R 30
Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xea-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-
40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Formula I (SEQ ID NO: 2)
pri Cemu:
Xaa na polozaju 8 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 9 je Glu, Asp, ili Lys;
Xaa na polozaju 11 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, lle, Val, Glu, Asp, ili Lys;
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Xaa na polozaju 14 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp, ili Lys;
Xaa na polozaju 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Ty, ili Lys;
Xaa na polozaju 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, ili Lys;

Xaa na polozaju 20 je Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, ili Lys;
Xaa na polozaju 21 je Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 23 je Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp, ili Lys;
Xaa na polozaju 25 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 26 je Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 27 je Leu, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 30 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na poloZzaju 31 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 32 jc Leu, Gly, Ala, Scr, Thr, Ilc, Val, Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, ili His;

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

Xaa na polozaju 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 37 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;
Xaa na poloZaju 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 40 je Gly, Asp, Glu, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 42 je Ser, Pro, Lys, Glu, ili Asp, ili je izbrisan,

Xaa na polozaju 43 je Ser, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 44 je Gly, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

te

Xaa na polozaju 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

uz uvjet da se pri brisanju aminokiseline na polozaju 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, ili 44, svaka aminokiselina nizvodno od
te aminokiseline takoder izbrise.

Preferira se da GLP-1 spoj prikazan formulom I sadrzi manje od Sest aminokiselina koje se razlikuju od odgovarajucih
aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH ili Eksendinu-4. Jo$ se viSe preferira da se manje od pet aminokiselina razlikuje od
odgovarajué¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH ili Eksendinu-4. Cak se i vise preferira da se manje od &etiri
aminokiscline razlikuju od odgovaraju¢ih aminokisclina uw GLP-1 (7-37)OH ili Eksendinu-4.

GLP-1 spojevi ovoga izuma ukljuc¢uju derivate formule I poput njenih C-1-6-estera, ili amida, ili C-1-6-alkilamida, ili
C-1-6-dialkilamida. W099/43706 opisuje derivate GLP-1 spojeva prikazanih formulom I, te je ovdje spominjanjem
obuhvacen u cjelosti. Spojevi prikazani formulom I koji su derivatizirani kako je opisano u W099/43706, kao i izvorni,
obuhvaceni su ovim izumom.

Jo§ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva sastavljena je od GLP-1 analoga prikazanih formulom II (SEQ ID NO: 3):

7 8 9 10 13 12 313 14 .15, 16 . 17
Xaa-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser—-Asp-Xaa-Ser-
18 4990 o1 992 983 04 D06 09 98
Xaa- Tyr -Leu-Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-R
Formula II (SEO ID NO: 3)
pri Cemu:

Xaa na polozaju 7 je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, (-hidroksi-histidin, homohistidin,
o-fluorometil-histidin ili o-metil-histidin;
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Xaa na polozaju 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ili Thr;
Xaa na polozaju 9 je: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu, ili His;

Xaa na polozaju 11 je:
Xaa na polozaju 12 je:
Xaa na polozaju 16 je:
Xaa na polozaju 18 je:
Xaa na polozaju 22 je:
Xaa na polozaju 23 je:
Xaa na polozaju 24 je:
Xaa na polozaju 26 je:
Xaa na polozaju 27 je:
Xaa na polozaju 30 je:
Xaa na polozaju 31 je:
Xaa na polozaju 33 je:
Xaa na poloZzaju 34 je:
Xaa na polozaju 35 je:
Xaa na polozaju 36 je:

Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, ili His;

His, Trp, Phe, ili Tyr;

Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu, ili Ala,
His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala, ili Lys;

Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili Cys;

His, Asp, Lys, Glu, Gln, ili Arg;

Glu, Arg, Ala, ili Lys;

Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu, ili His;

Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, ili Lys;

Ala, Glu, Asp, Ser, ili His;

Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp, ili Lys;

Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, ili Glu,

Glu, Lys, ili Asp;

Thr, Scr, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His, ili Glu;
Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu, ili His;

R na polozaju 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, ili je izbrisan.

Jo$ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva sastavljena je od GLP-1 analoga prikazanih formulom III (SEQ ID NO:

4):

pri cemu:

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

formula I1I1 (SEQ ID NO: 4)

Xaa na polozaju 7 je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, B-hidroksi-histidin, homohistidin, o-
fluorometil-histidin ili a-metil-histidin;
Xaa na polozaju 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser, ili Thr;

Xaa na polozaju 11 je:
Xaa na polozaju 12 je:
Xaa na polozaju 16 je:

Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, ili His;
His, Trp, Phe, ili Tyr;
Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu, ili Ala;

Xaa na polozaju 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili Cys;

Xaa na polozaju 23 je:
Xaa na polozaju 24 je:
Xaa na polozaju 25 je:
Xaa na polozaju 27 je:
Xaa na polozaju 30 je:
Xaa na polozaju 33 je:
Xaa na polozaju 34 je:
Xaa na polozaju 35 je:
Xaa na polozaju 36 je:

His, Asp, Lys, Glu, ili Gln;

Glu, His, Ala, ili Lys;

Asp, Lys, Glu, ili His;

Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, ili Lys;

Ala, Glu, Asp, Ser, ili His;

Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, ili Glu;

Glu, Lys, ili Asp;

Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His, ili Glu;
Arg, Glu, ili His;

R na polozaju 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, ili je izbrisan.

Jo§ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva sastavljena je od GLP-1 analoga prikazanih formulom IV (SEQ ID NO:

5):
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7 8 9 10 11t 12 13 44 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaa-Xaa-Ala-Ala-Xaa-Glu-Phe~
29 3 3 039 3394 3B 36 37
Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa-Arg-R

formula IV (SEQ ID NO: 5)

pri cemu:

Xaa na polozaju 7 je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, B-hidroksi-histidin, homohistidin,
o-fluorometil-histidin ili o-metil-histidin;

Xaa na polozaju 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met ili Thr;

Xaa na poloZzaju 12 je: His, Trp, Phe, ili Tyr;

Xaa na polozaju 16 je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu, ili Ala;

Xaa na polozaju 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili Cys;

Xaa na polozaju 23 je: His, Asp, Lys, Glu, ili Gln;

Xaa na polozaju 26 je: Asp, Lys, Glu, ili His;

Xaa na polozaju 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser, ili His;

Xaa na polozaju 35 je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His, ili Glu;

R na polozaju 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, ili je izbrisan.

Jos$ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva sastavljena je od GLP-1 analoga prikazanih formulom V (SCQ ID NO: 6):
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Agp-Val-Ser~
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Ala-Lys-Glu-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Trp~-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-R

formula V (SEQ ID NO: 6)

pri Cemu:

Xaa na polozaju 7 je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, B-hidroksi-histidin, homohistidin,
o-fluorometil-histidin ili o-metil-histidin;

Xaa na polozaju 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ili Thr;

Xaa na polozaju 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili Cys;

Xaa na polozaju 23 je: His, Asp, Lys, Glu, ili Gln;

Xaa na polozaju 24 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, ili Lys;

Xaa na poloZzaju 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser, ili His;

R na polozaju 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro, ili je izbrisan.

Preferirani GLP-1 spojevi prikazani formulama I, II, III, IV, te V obuhvaéaju GLP-1 analoge ili odsjecke GLP-1
analoga, pri ¢emu analozi ili odsjeéei sadrze aminokiselinu druga¢iju od alanina na polozaju 8 (analozi polozaja 8).
Preferira se da ti analozi polozaja 8 sadrze jednu ili vise dodatnih promjena na polozajima 9, 11, 12, 16, 18, 22, 23, 24,
26, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36, te 37 u usporedbi s odgovaraju¢om aminokiselinom nativnog GLP-1 (7-37)OH. Takoder
se preferira da ti analozi imaju 6 ili manje promjena u usporedbi s odgovaraju¢im aminokiselinama u nativnom GLP-1
(7-37)OH ili GLP-1 (7-36)OH. Jo§ povoljniji analozi imaju 5 ili manje promjena u usporedbi s odgovaraju¢im
aminokiselinama u nativnom GLP-1 (7-37)OH ili GLP-1 (7-36)OH, ili imaju 4 ili manje promjena u usporedbi s
odgovarajuéim aminokiselinama u nativnom GLP-1 (7-37)OH ili GLP-1 (7-36)OH. Jo§ se i vie preferira da ti analozi
imaju 3 ili manje promjena u usporedbi s odgovarajué¢im aminokiselinama u nativnom GLP-1 (7-37)OH ili GLP-1
(7-36)OH. Najpovoljnije je da ti analozi imaju 2 ili manje promjena u usporedbi s odgovaraju¢im aminokiselinama u
nativnom GLP-1 (7-37)OH.

Nadeno je da spojevi prikazani formulama II, III, IV 1 V imaju smanjenu sklonost agregaciji i stvaranju netopljivih
oblika. To je takoder vazno vezano uz fuzijske proteine, gdje relativno mali GLP-1 peptid mora odrzavati aktivnu
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strukturu unato¢ spajanju na mnogo veéi protein. Preferirani GLP-1 spojevi prikazani formulama II, III, IV, te V
obuhvacéeni u fuzijskim proteinima ovog izuma sadrze GLP-1 analoge ili odsjecke GLP-1 analoga u kojima su glicin na
polozaju 22, te po moguénosti alanin na polozaju 8 zamijenjeni s nekom drugom aminokiselinom.

Kada je na polozaju 22 asparaginska kiselina, glutaminska kiselina, arginin ili lizin, na polozaju 8 je po moguénosti
glicin, valin, leucin, izoleucin, serin, treonin ili metionin, a jo$ pogodnije valin ili glicin. Kada je na polozaju 22
sulfonska kiselina poput cisteina, na polozaju 8 po moguénosti je glicin, valin, leucin, izoleucin, serin, treonin ili
metionin, a jo§ pogodnije valin ili glicin.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi uklju¢uju GLP-1 analoge prikazane formulom IV (SEQ ID NO: 5), pri ¢emu analozi
imaju sekvencu GLP-1 (7-37)OH, osim §to je aminokiselina na polozaju 8 po moguénosti glicin, valin, leucin,
izoleucin, serin, treonin, ili metionin, a pogodnije valin ili glicin, a na polozaju 30 je glutaminska kiselina, asparaginska
kiselina, serin, ili histidin, a pogodnije glutaminska kiselina.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi uklju¢uju GLP-1 analoge prikazane formulom IV (SEQ ID NO: 5), pri ¢emu analozi
imaju sckvencu GLP-1 (7-37)OH, osim §to jc aminokisclina na poloZzaju 8 po moguénosti glicin, valin, lcucin,
izoleucin, serin, treonin, ili metionin, a pogodnije valin ili glicin, a na poloZaju 37 je histidin, lizin, arginin, treonin,
serin, glutaminska kiselina, asparaginska kiselina, triptofan, tirozin, fenilalanin, a pogodnije histidin.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi uklju¢uju GLP-1 analoge prikazane formulom IV (SEQ ID NO: 5), pri ¢emu analozi
imaju sekvencu GLP-1 (7-37)OH, osim S$to je aminokiselina na poloZzaju 8 po moguénosti glicin, valin, leucin,
izoleucin, serin, treonin, ili metionin, a pogodnije valin ili glicin, te na polozaju 22 glutaminska kiselina, lizin,
asparaginska kiselina, ili arginin, a pogodnije glutaminska kiselina ili lizin, a na polozaju 23 je lizin, arginin,
glutaminska kiselina, asparaginska kiselina, te histidin, a pogodnije lizin ili glutaminska kiselina.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi uklju¢uju GLP-1 analoge prikazane formulom V (SEQ ID NO: 6), pri ¢emu analozi
imaju sekvencu GLP-1 (7-37)OH, osim S$to je aminokiselina na polozaju 8 po moguénosti glicin, valin, leucin,
izoleucin, serin, treonin, ili metionin, a pogodnije valin ili glicin, te na polozaju 22 glutaminska kiselina, lizin,
asparaginska kiselina, ili arginin, a pogodnije glutaminska kiselina ili lizin, a na polozaju 27 je alanin, lizin, arginin,
triptofan, tirozin, fenilalanin, ili histidin, a pogodnije alanin.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi uklju¢uju GLP-1 analoge prikazane formulom II, pri ¢emu analozi imaju sekvencu
GLP-1 (7-37)OH, osim $to se aminokiselina na polozaju 8§, te jedna, dvije ili tri aminokiseline izabrane iz skupine koja
se sastoji od polozaja 9, polozaja 11, polozaja 12, polozaja 16, polozaja 18, polozaja 22, polozaja 23, polozaja 24,
polozaja 26, polozaja 27, polozaja 30, polozaja 31, polozaja 33, poloZzaja 34, polozaja 35, polozaja 36, te polozaja 37,
razlikuju od aminokiseline na odgovaraju¢em polozaju nativnog GLP-1 (7-37)OH.

Ostali preferirani GLP-1 spojevi prikazani formulom IT ukljucuju:
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Val8-cLp-1(7-37)0H, GlyB8-GLP-1(7-37)0H, Glu22_GgLP-1(7-37)0H,
Asp22-GLP-1(7-37)0H, Arg22-GLP-1(7-37)0H, Lys22-GLP-1(7-
37)0H, Cys22-GLP-1(7-37)0H, val8-glu22-Grp-1(7-37)0H, val8-
Asp?2-GLP-1(7-37)0H, Val®-Arg22_gLP-1(7-37)0H, Vall-Lys22_
GLP-1(7-37)0H, Val®-Cys?2-GLP-1(7-37)0H, Gly8-clu22-gLpP-1(7-
37)0H, Gly8-Asp2?2-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Arg22-gLp-1(7-37)0H,
Gly®-Lys22-GLP-1(7-37)0H, Gly8-Cys?2-GLP-1(7-37)0H, Glu22-
GLP-1(7-36)0H, Asp22-CLP-1(7-36)0H, Arg22-GLP-1(7-36)0H,
Lys22-GLP-1(7-36)0H, Cys22-GLP-1(7-36)0H, Val8-glu22-gLp-
1(7-36)0H, Val8-Asp22-cLP-1(7-36)0H, Val8-arg22_grLp-1(7-
36)0H, Val8-Lys22-GLP-1(7-36)0H, Val8-cys22_GLP-1(7-36)0H,
Gly®-G1u22-GLP-1(7-36)0H, Gly8-Asp22-GLP-1(7-36)0H, GlyS8-
Arg22-GLp-1(7-36)0H, Glyg—Lyszz—GLP—l(7—36)OH, Gly8—Cy322—
GLP-1(7-36)0H, Lys23-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys23-GLP-1(7-
37)0H, Gly8-Lys23-GLP-1(7-37)0H, His?24-GLP-1(7-37)0H, ValB-
His24-GLP-1(7-37)0H, Gly8-His?4-GLP-1(7-37)0H, Lys24-gLp-
1(7-37)0H, Val®-Lys24_@GLP-1(7-37)0H, Gly8-Lyse23-gLp-1(7-
37)0u, Glu30-grLp-1(7-37)0H, val8-ciu30-crp-1(7-37)0H, cly8-
G1lu30-GLp-1(7-37)0H, Asp30_-GLP-1(7-37)0H, Val8-asp30_grp-
1(7-37)0H, Gly8-asp30_grp-1(7-37)0H, G1n30-GgLP-1(7-37)0H,
val8-¢1n30-GLP-1(7-37)0H, Gly8-G1n30-GLP-1(7-37)0H, Tyr30-
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GLP-1(7-37)0H, Val8-1yr30_crp-1(7-37)0H, 6ly®-Tyr30_grp-1(7-
37)0H, Ser30-gLp-1(7-37)0H, val8-ger30-gLp-1(7-37)0H, Gly8-
Ser30-gLp-1(7-37)0H, His30-cLp-1(7-37)0H, val8-mie30_grp-
1(7-37)0H, Gly8-His30-GLP-1(7-37)0H, Glu34-GLP-1(7-37)0H,
Val8-Gglu34-gLP-1(7-37)0H, Gly8-Glu34-GLP-1(7-37)0H, Ala34-
GLP-1(7-37)0H, Val8-Ala34-cLP-1(7-37)0H, Gly8-aAla34-grLp-1(7-
37)OH, Gly34-GLP-1(7-37)0H, ValB-Gly34-GLP-1(7-37)0H, GlyB-
Gly34-GLp-1(7-37)0H, Ala35-GLP-1(7-37)0H, Val8-ala35-crp-
1(7-37)0H, Gly8-a1a35-@GLP-1(7-37)0H, Lys35-GLP-1(7-37)0H,
Val8-Lys35-GLP-1(7-37)0H, GlyB—Lys35—GLP-1(7—37§OH, Hig35-
GLP-1(7-37)0H Val®-His35-GLP-1(7-37)0H, Gly8-His35-gLp-1(7-
37)OH, Pro35-GLP-1(7-37)0H, Val8-pPro35-GLP-1(7-37)0H, GlyS-
Pro32-GLP-1(7-37)0H, Glu35-GLP-1(7-37)0H val® -clu35 grp-1(7-
37)0H, Gly8-Glu35-@Lp-1(7-37)0H, Val®-Ala?7-GLP-1(7-37)0H,
Val®-His37-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu22-1ys23_GLp-1(7-37)0H,
val8-61u22-¢1u23-GLp-1(7-37)0H, Val8-G1u22-a1a27_GLp-1(7-
37)0H, val8-cly34-1ys35-GqLp-1(7-37)0H, val8-mis37 gLp-1(7-
37)0H, Gly8-mis37-GLP-1(7-37)0H, val®-glu22-a1a27-@rp-1(7-
37)0H, Gly8-Glu?2-a1a27-GLP-1(7-37)0H, Val8-1Lys22-g1u23-grp-
1(7-37)0H, te Gly®-Lys22_-Glu23-GLP-1(7-37)0H.

Jo$ jedna preferirana skupina GLP-1 analoga i derivata za uporabu u ovome izumu sastavljena je od molekula
prikazanih formulom VI (SEQ ID NO: 7)

R]_—x—Glu—Glle—Thr—Phe—‘I‘hr~Ser—Aspl5—Val—Ser—
Ser—Tyr—LeuZO-Y —Gly—Gln—Ala—AlazS—Lys— Z -
Phe—Ile~A1a3O—Trp—Leu—Val—Lys—Gly?’5—Arg—R2

formula VI (SEQ ID NO:7)

pri ¢emu: R; se izabire iz skupine koja se sastoji od L-histidina, D-histidina, dezamino-histidina, 2-aminohistidina,
B-hidroksi-histidina, homohistidina, alfa-fluorometil-histidina, te alfa-metil-histidina, X se izabire iz skupine koja se
sastoji od Ala, Gly, Val, Thr, Ile, te alfa-metil-Ala; Y se izabire iz skupine koja se sastoji od Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, te
Gly; Z se izabire iz skupine koja se sastoji od Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, te Gly; a R, je Gly-OH.

Jo§ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva za uporabu u ovom izumu otkrivena je u WO 91/11457, te se prvenstveno

sastoji od GLP-1 (7-34), GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), ili GLP-1 (7-37), ili njihovog amidnog oblika, te njihovih
farmaceutski prihvatljivih soli, koji imaju barem jednu izmjenu izabranu iz skupine koja se sastoji od:
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supstitucije glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirozina, alanina, valina, izoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, arginina, ili D-lizina umjesto lizina na polozaju 26 i/ili polozaju 34; ili supstitucije glicina,
serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirozina, alanina, valina, izoleucina, leucina, metionina, fenilalanina,
lizina ili D-arginina umjesto arginina na polozaju 36;

supstitucije aminokiseline koja je otporna na oksidaciju umjesto triptofana na polozaju 31;

supstitucije barem jednog od: tirozina umjesto valina na poloZaju 16; lizina wmjesto serina na poloZaju 18; asparaginske
kiseline umjesto glutaminske kiseline na poloZaju 21; serina umjesto glicina na polozaju 22; arginina umjesto glutamina
na polozaju 23; arginina umjesto alanina na polozaju 24; te glutamina umjesto lizina na polozaju 26; te

supstitucije barem jednog od: glicina, serina, ili cisteina umjesto alanina na polozaju 8; asparaginske kiseline, glicina,
serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirozina, alanina, valina, izoleucina, leucina, metionina, ili fenilalanina
umjesto glutaminske kiseline na polozaju 9; serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirozina, alanina, valina,
izoleucina, leucina, metionina, ili fenilalanina umjesto glicina na polozaju 10; te glutaminske kiseline umjesto
asparaginske kisclinc na polozaju 15; 1

supstitucije glicina, serina, cisteina, treonina, asparagina, glutamina, tirozina, alanina, valina, izoleucina, leucina,
metionina, ili fenilalanina, ili D ili N-aciliranog ili alkiliranog oblika histidina umjesto histidina na poloZaju 7; pri ¢emu,
kod supstitucija (a), (b), (d) i (e), supstituirane aminokiseline mogu prema izboru biti u D-obliku, a aminokiseline
supstituirane na poloZaju 7 mogu prema izboru biti u N-aciliranom ili N-alkiliranom obliku.

Kako je moguce da je enzim, dipeptidil-peptidaza IV (DPP 1V), odgovoran za zapazenu naglu in vivo inaktivaciju
primjenjenog GLP-1, [pogledati, na primjer, Mentlein, R., i sur., Eur. J. Biochem., 214:829-835 (1993)], preferiraju se
GLP-1 analozi i derivati koji su zasticeni od djelovanja DPP IV vezano uz fuzijske proteine, te se vi§e preferiraju i
fuzijski proteini u kojima je GLP-1 spoj Gly®-GLP-1 (7-37)OH, Val®*-GLP-1 (7-37)OH, o-metil-Ala®*-GLP-1 (7-37)OH,
ili Gly®-GIn*'-GLP-1 (7-37)OH.

Jo§ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva za uporabu u ovom izumu sastoji se od spojeva prikazanih formulom VII
(SEQ ID NO: 8) koji su zahtjevani u U.S. Patent-u Br. 5,512,549, koji je ovdje izri¢ito obuhvacen spominjanjem.

Rl-Ala-Glu-Glyl0-
Thr-Phe-Thr-Ser-AspL> ~Val-Ser-Ser-Tyr-Leu20-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala25-Xaa-Glu-Phe-Tle-Ala30-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly32-Arg-R3

l
RB
formula VII (SEQ ID NO: 8)

pri ¢emu se R' izabire iz skupine koja se sastoji od 4-imidazopropionila, 4-imidazoacetila, ili 4-imidazo-o.,0-dimetil
-acetila; R? se izabire iz skupine koja se sastoji od Ce-Cyo nerazgranatog acila, ili je odsutan; R’ se izabire iz skupine
koja se sastoji od Gly-OH ili NHy; a Xaa je Lys ili Arg.

Pogodniji spojevi prikazani formulom IV za uporabu u ovom izumu oni su u kojima je Xaa Arg, a R? je C¢-Cyo
nerazgranati acil. Cak i vi$e preferirani spojevi prikazani formulom IV za uporabu u ovom izumu oni su u kojima je
Xaa Arg, R? je Ce-Cyp nerazgranati acil, a R® je Gly-OH. Ostali izrazito preferirani spojevi prikazani formulom IV za
uporabu u ovom izumu oni su u kojima je Xaa Arg, R? je Ce-Cy¢ nerazgranati acil, R? je Gly-OH, a R' je 4-
imidazopropionil. Posebno preferirani spoj prikazan formulom IV za uporabu u ovom izumu onaj je u kojem je Xaa
Arg, R? je Cg nerazgranati acil, R’ je Gly-OH, a R' je 4-imidazopropionil.

Po moguc¢nosti, GLP-1 spojevi obuhvacaju GLP-1 analoge, pri ¢emu osnova takvih analoga ili odsjeCaka sadrzi
aminokiselinu drugaciju od alanina na polozaju 8 (analozi polozaja 8). Osnova takoder moze uklju¢ivati L-histidin,
D-histidin, ili izmjenjene oblike histidina poput dezaminohistidina, 2-amino-histidina, f-hidroksi-histidina,
homohistidina, a-fluorometil-histidina, ili a-metil-histidina na polozaju 7. Preferira se da ti analozi polozaja 8 sadrze
jednu ili vise dodatnih promjena na polozajima 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33 i 37 u usporedbi s odgovaraju¢om
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aminokiselinom nativnog GLP-1 (7-37)OH. Vise se preferira da ti analozi polozaja 8 sadrze jednu ili viSe dodatnih
promjena na polozajima 16, 18, 22, 25 1 33 u usporedbi s odgovaraju¢om aminokiselinom nativnog GLP-1 (7-37)OH.

U preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na polozaju 12 izabrana iz
skupine koja se sastoji od triptofana ili tirozina. Vise se preferira da se osim supstitucije na polozaju 12, supstituira i
aminokiselina na polozaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom, ili metioninom, a
pogodnije valinom ili glicinom. Cak se i vise preferira da se osim supstitucija na polozajima 12 i 8, supstituira i
aminokiselina na poloZaju 22 s glutaminskom kiselinom.

U jo$ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na polozaju 16 izabrana
iz skupine koja se sastoji od triptofana, izoleucina, leucina, fenilalanina ili tirozina. Vise se preferira da se osim
supstitucije na polozaju 16, supstituira i aminokiselina na polozaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom,
serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili glicinom. Cak se i vi$e preferira da se osim supstitucija na
polozajima 16 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZzaju 22 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim
supstitucija na poloZajima 16 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se
preferira da sc osim supstitucija na polozajima 16 i 8, supstituira i aminokisclina na polozaju 37 s histidinom.

U jo$ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na poloZzaju 18 izabrana
iz skupine koja se sastoji od triptofana, tirozina, fenilalanina, lizina, leucina ili izoleucina, a po moguénosti triptofana,
tirozina ili izoleucina. Vise se preferira da se osim supstitucije na poloZaju 18, supstituira i aminokiselina na polozaju 8
s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili glicinom. Cak
se i viSe preferira da se osim supstitucija na poloZajima 18 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 22 s
glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 18 i 8, supstituira i aminokiselina
na polozaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 18 i 8, supstituira
i aminokiselina na poloZaju 37 s histidinom.

U jos§ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na polozaju 19 izabrana
iz skupine koja se sastoji od triptofana ili fenilalanina, a po mogucnosti triptofana. Vise se preferira da se osim
supstitucije na polozaju 19, supstituira i aminokiselina na polozaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom,
serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili glicinom. Cak se i vide preferira da se osim supstitucija na
polozajima 19 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 22 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim
supstitucija na polozajima 19 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se
preferira da se osim supstitucija na polozajima 19 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 37 s histidinom.

U jo§ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na polozaju 20
fenilalanin, tirozin ili triptofan. ViSe se preferira da se osim supstitucije na poloZaju 20, supstituira i aminokiselina na
poloZaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili
glicinom. Cak sc i visc preferira da sc osim supstitucija na poloZajima 20 i 8, supstituira i aminokisclina na poloZaju 22
s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 20 i 8, supstituira i aminokiselina
na polozaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 20 i 8, supstituira
i aminokiselina na polozaju 37 s histidinom.

U jos§ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na polozaju 25 izabrana
iz skupine koja se sastoji od valina, izoleucina i leucina, a po moguénosti valina. Vi§e se preferira da se osim
supstitucije na polozaju 25, supstituira i aminokiselina na polozaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom,
serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili glicinom. Cak se i vide preferira da se osim supstitucija na
polozajima 25 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 22 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim
supstitucija na poloZajima 25 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se
preferira da se osim supstitucija na poloZajima 25 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 37 s histidinom.

U jo§ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na poloZaju 27 izabrana
iz skupine koja se sastoji od izoleucina ili alanina. ViSe se preferira da se osim supstitucije na poloZaju 27, supstituira i
aminokiselina na poloZaju 8 s glicinom, valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom, ili metioninom, a
pogodnije valinom ili glicinom. Cak se i vise preferira da se osim supstitucija na poloZajima 27 i 8, supstituira i
aminokiselina na polozaju 22 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 27 i
8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 30 s glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na
polozajima 27 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 37 s histidinom.

U jo§ jednoj preferiranoj izvedbi, GLP-1 analog je GLP-1 (7-37)OH, pri ¢emu je aminokiselina na poloZaju 33
izolcucin. Visc sc preferira da sc osim supstitucijc na poloZaju 33, supstituira i aminokisclina na polozaju 8 s glicinom,

valinom, leucinom, izoleucinom, serinom, treoninom, ili metioninom, a pogodnije valinom ili glicinom. Cak se 1 vie
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preferira da se osim supstitucija na polozajima 33 i 8, supstituira i aminokiselina na polozaju 22 s glutaminskom
kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 33 i 8, supstituira i aminokiselina na poloZaju 30 s
glutaminskom kiselinom. Takoder se preferira da se osim supstitucija na polozajima 33 i 8, supstituira i aminokiselina
na polozaju 37 s histidinom.

GLP-1 spojevi imaju izmjene na jednom ili vise sljedecih polozaja: 8, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30, 33 1 37. Ti

GLP-1 spojevi pokazuju pojacano djelovanje u usporedbi s GLP-1 (7-37)OH, te sadrZze aminokiselinsku sekvencu

prikazanu formulom IX (SEQ ID NO: 12)
Xaay-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaai;-Thr-Ser-Asp-Xaais-Ser-
Xaajg-Xaajg—-Xaaz-Glu-Xaas-Gln-Ala-Xaars-Lys-Xaas;~
Phe-Ile-Xaaszg-Trp-Leu-Xaas-Lys-Gly-Arg-Xaasy

Formula IX (SEQ ID NO: 12)

pri ¢emu:

Xaa; je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, B-hidroksi-histidin, homohistidin, a-fluorometil

-histidin, ili o-metil-histidin;

Xaag je: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, ili Thr;

Xaa, je: Phe, Trp, ili Tyr;

Xaayg je: Val, Trp, Ile, Leu, Phe, ili Tyr;

Xaays je: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;

Xaay je: Tyr, Trp, ili Phe;

Xaayg je: Leu, Phe, Tyr, ili Trp;

Xaay, je: Gly, Glu, Asp, ili Lys;

Xaaps je: Ala, Val, Ile, ili Leu;

Xaa,s je: Glu, Ile, ili Ala;

Xaazg je: Alaili Glu;

Xaass je: Val, ili [le; te

Xaays je: Gly, His, NH,, ili je odsutan.

Neki preferirani GLP-1 spojevi prikazani formulom IX ukljucuju:

GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)-NH,, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Gly’-cLp-
1(7-36)NH,, Vals—-GLP—l('7—37)OH, Va18~GLP—1(7—36)NH2, Leu®-
GLP-1(7-37)0H, Leu®-GLP-1(7-36)NH,, I1e’-GLP-1(7-37)0H, Ile®-
GLP-1(7-36)NHz, Ser®-GLP-1(7-37)0H, Ser’-GLP-1(7-36)NH;,
Thr’-GLP-1(7-37)0H, Thr®-GLP-1(7-36)NHs, Val®-myr'?_gLp-1(7-
37)0H, val®-Tyr* gLp-1(7-36)NH,, Vall-Tyr*® grp-1(7-37)01,
Vall-Tyr*®-GLP-1(7-36)NH,, Val®-Glu®’-GLP-1(7-37)0H, Val®-
Glu®*-GLP-1 (7-36)NH,, Gly®-Glu?’-GLP-1(7-37)0H, Gly*-Glu*’-GLP-
1(7-36)NHy, Val®-Asp®?-GLp-1(7-37)0H, Val®-Asp®®-GLp-1(7-
36)NHy, Gly®-Asp®®-GLP-1(7-37)0H, Gly’-Asp**-GLP-1(7-36)NH,,
val®-Lys**-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys®*-GLP-1(7-36)NH,, Gly®-
Lys??-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Lys**-GLP-1(7-36)NH;, Leu® Glu??-GLP-
1(7-37)0H, Leu®-Glu?’-GLP-1(7-36)NH;, Ile’-glu®’-GLp-1(7-
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37)0H, Ile®-Glu*’-GLP-1(7-36)NH,, Leu®-Asp®?-GLP-1(7-37)0H,
Leu®-Asp??-GLP-1(7-36)NH,, Tleb-asp?®-qLP-1(7-37)0H, Ilef-
Asp**~GLP-1(7-36)NH,, Leu®-Lys®*’-GLP-1(7-37)0H, Leu®-Lys*-GIp-
1(7-36)NH;, Tleb-Lys®-GLP-1(7-37)0H, Ileb-rLys®_gLp-1(7-
36)NHy, Ser®-Glu®*-GLP-1(7-37)0H, Ser®-clu?*-GLP-1(7-36)NH,,
Thr®-G1u®?-GLP-1(7-37)0H, Thr®-clu*’-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-
Asp??-GLP-1(7-37)0H, Ser® Asp?®-GLP-1(7-36)NH;, Thri-asp*?-gLp-
1(7-37)0H, Thr®-Asp?*-GLP-1(7-36)NH,;, Ser® Lys®?-GLp-1(7-
37)0H, Ser®-Lys??-GLP-1(7-36)NHy, Thr®-Lys®®-GLP-1(7-37)0H,
Thr® Lys?? GLP-1(7-36)NH,, Glu®’-GLP-1(7-37)0H, Glu®®-GLP-1 (7=
36)NH;, Asp?>-GLP-1(7-37)0H, Asp??-GLP-1(7-36)NH;, Lys*2-GLP-
1(7-37)0H, Lys**-GLP-1(7-36)NH,, Val®-ala?’-cLpP-1(7-37)0H,
val®-Glu®*-ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val® Glu®’-GLP-1(7-37)0H, Val®-
Glu?’-GLP-1(7-36)NH,, Gly®-Glu®’-GLPp-1(7-37)0H, Gly®-clu®’-cLp-
1(7-36)NH,, Leu®’-Glu*’-GLP-1(7-37)0H, Leu®-Glu’’-gLPp-1(7-
36)NH,, Ile’-Giu’®-GLp-1(7-37)0H, Ile®-Glu®’-GLP-1(7-36)NH,,
ser®-glu’’-cLep-1(7-37)0H, Ser®-Giu’’-GLP-1(7-36)NH,, Thri-
Glu’’-GLP-1(7-37)0H, Thr®-Glu®’-GLP-1(7-36)NH,, Val®-HisY-GLP-
1(7-37)0H, Val®-mis®-GLP-1(7-36)NH, Gly*-His’’-GLp-1(7-37)0H,
Gly®-His¥-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-His?’-GLP-1(7-37)0H, Leul-His-
GLP-1(7-36)NH,, Ile®-His’’-GLP-1(7-37)0H, Tle'-His*-GLP-1(7-
36)NH;, Ser®~-His?’ -GLP-1(7-37)0H, Ser®-His*'-GLP-1(7-36)NH,,
Thr®-His* -GLP-1(7-37)0H, Thr®-His*'-GLP-1(7-36)NH,.
Neki preferirani GLP-1 spojevi prikazani formulom IX koji imaju visestruke supstitucije uklju¢uju GLP-1 (7-37)OH pri
¢emu je na polozaju 8 valin ili glicin, na polozaju 22 je glutaminska kiselina, na poloZaju 16 je tirozin, leucin ili
triptofan, na poloZaju 18 je tirozin, triptofan, ili izoleucin, na poloZaju 25 je valin, a na poloZaju 33 je izoleucin. Ostali
preferirani GLP-1 spojevi ukljuéuju sljedeée: Val®Tyr'®-GLP-1 (7-
37)0H, Val®-myr!?.Gq1u??_qLp-1(7-37)0H, Val®-Tyr'®_phe!’ arp-
1({7-37)0H, val®-Tyr®_c1u®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Trp**-glu?2-
GLP-1(7-37)0H, Val® Leu® Glu?>-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tle'-

G1lu*?-GLP-1(7-37)0H, Val®-Phe'®-Glu?*-GLP-1(7-37)0H; Val®-
Trp'®-clu*?-cLp-1(7-37)0H, val®’-Tyr'®-cilu?’-cLp-1(7-37)0H,
Val®-phe'®-glu??-GLP-1(7-37)0H, te Val®-11e® glu®-gLp-1(7-
37)0H.

GLP-1 spojevi ovoga izuma takoder obuhvacaju Eksendinske spojeve. Eksendin-3 i Eksendin-4 biologki su aktivni
peptidi koji su prvobitno izolirani iz otrova gustera /lelodermatidae, te se pokazalo da se vezu na GLP-1 receptore, te
poti¢u proizvodnju H™ ovisnu o cAMP-u u parijetalnim stanicama sisavaca. Eksendin-3 i Eksendin-4 su oba peptidi od
39 aminokiselina, koji su otprilike 39% homologni s GLP-1. Oni djeluju kao snazni agonisti GLP-1 aktivnosti.
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Zamjetljivo je da je derivat Cksendina koji je skraen na N-zavrSetku, poznat kao Cksendin (9-39 aminokiselina),
inhibitor Eksendina-3, Eksendina-4 1 GLP-1.

Eksendinski spoj tipi¢no sadrzi polipeptid koji ima aminokiselinsku sekvencu Eksendina-3, Eksendina-4, ili njihovog
analoga ili odsjecka. Eksendin-3 i Eksendin-4 otkriveni su u U.S. Patentu Br. 5,424,286.

Eksendin-3 ima aminokiselinsku sekvencu SEQ ID NO: 9:

7 8 or B Wi e miel RO L s
His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-
8 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-
29 300 31 32 33 34 3K 3g 37 38 30
Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
40 41 42 43 44 45
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser
(SEQ ID NO: 9)

Eksendin-4 ima aminokiselinsku sekvencu SEQ ID NO: 10:

7 8 S 10 11 42 43 94 15 16 19
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-
18 19 20 21 22 23 24 95 96 27 08
Lys-6ln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Lieu-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-—
40 41 42 43 44 45
Gly=-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser
(SEQ ID NO: 10)

GLP-1 spojevi takoder ukljué¢uju odsjecke Eksendina, a to su polipeptidi dobiveni nakon skraéivanja za jednu ili vise
aminokiselina na N-zavrSetku i/ili C-zavrietku Eksendina ili analoga Eksendina. Nadalje, GLP-1 spojevi ukljucuju
Eksendinske polipeptide u koje su dodane jedna ili vise aminokiselina na N-zavrsetak i/ili C-zavr$etak Eksendina ili
njegovih odsjeCaka. Eksendinski spojevi tog tipa imaju najvise do oko etrdeset pet aminokiselina.

GLP-1 spojevi takoder ukljucuju "analoge Eksendina”. Analog Eksendina dovoljno je homologan Eksendinu-4,
Eksendinu-3, ili njihovom odsjecku, tako da analog ima inzulinotropno djelovanje. Djelovanje odsjecaka i/ili analoga
Eksendina moze se procijeniti pomocu in vitro testova poput onih koji su opisani u EP 619,322, te u U.S. Patentu Br.
5,120,712.

Po moguénosti, analog Eksendina ima aminokiselinsku sekvencu Eksendina-4 ili njegovog odsjecka, izmijenjenu tako
da se jedna, dvije, tri, Cetiri ili pet aminokiselina razlikuju od aminokiselina na odgovaraju¢em polozaju u Eksendinu-4
ili odsjec¢ku Eksendina-4. U nomenklaturi koja je ovdje rabljena za oznacavanje Eksendinskih spojeva, supstitucijska
aminokiselina i njen poloZaj naznateni su prije osnovne strukture. Na primjer, Val®-Eksendin-4 ozna¢ava Eksendinski
spoj u kojem je glicin koji se normalno nalazi na poloZaju 8 Eksendina-4 zamijenjen valinom.

Jo§ jedna preferirana skupina GLP-1 spojeva sastavljena je od analoga GLP-1/Eksendina-4 prikazanih formulom VIII
(SEQ ID NO: 11).
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7 8 9 o3 2 A3 g4 a5 0e -y
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser Asp- Xaa-Ser-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Xaa-Xaa-Xaa-Glu-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37
Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-R

formula VIII (SEQ ID NO: 11)

pri ¢emu:

Xaa na polozaju 7 je: L-histidin, D-histidin, dezamino-histidin, 2-amino-histidin, -hidroksi-histidin, homohistidin,
a-fluorometil-histidin, ili a-metil-histidin;

Xaa na polozaju 8 je: Gly, Ala ili Val,

Xaa na polozaju 16 je: Leu ili Val,

Xaa na poloZaju 18 je: Lys ili Ser;

Xaa na polozaju 19 je: Gln ili Tyr;

Xaa na polozaju 20 je: Met ili Leu;

Xaa na polozaju 22 je: Glu ili Gln;

Xaa na polozaju 23 je: Glu ili Gln;

Xaa na polozaju 25 je: Val ili Ala;

Xaa na polozaju 26 je: Arg ili Lys;

Xaa na polozaju 27 je: Leu ili Glu;

Xaa na polozaju 30 je: Glu ili Ala;

Xaa na poloZzaju 33 je: Val ili Lys;

Xaa na poloZaju 34 je: Asn ili Lys;

Xaa na polozaju 36 je: Gly ili Arg; tc

R na polozaju 37 je: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser, ili je odsutan. Aktivnost 18 razli¢itih vrsta koje
spadaju u ovaj rod predocena je u Tabeli 6.

Daljnji analozi Eksendina koji su korisni za ovaj izum opisani su u patentnim izdanjima PCT-a WO 99/25728 (Beeley i
sur.), WO 99/25727 (Beeley i sur.), WO 98/05351 (Young i sur.), WO 99/40788 (Young i sur.), WO 99/07404 (Beeley
isur.), te WO 99/43708 (Knudsen i sur.).

GLP-1 fuzijski proteini ovoga izuma mogu sadrzavati glikozilacijska mjesta. Glikozilacija je kemijska izmjena u kojoj
se proteinu dodaju Secerne skupine na specificna mjesta. Glikozilacija proteina igra ulogu u osiguravanju ispravnog
naboja, strukture, te stabilnosti sazrijevajuéeg proteina, te moze utjecati na vezanje proteina na povrsinu stanice, te
moguée izluGivanje proteina. Najvazniji je utjecaj glikozilacije na in vivo brzinu uklanjanja mnogih proteina. Seceri
mogu biti O-povezani ili N-povezani. Opcenito, O-povezani $eceri dodaju se na kisik u hidroksilnoj skupini serina ili
treonina, dok se N-povezani Seceri dodaju amidnom dusiku asparagina. Prikladno mjesto za N-glikozilaciju je Asn X1
X2, pri ¢emu je X1 bilo koja aminokiselina osim Pro, a X2 je Ser ili Thr.

GLP-1 spojevi obi¢no se ne glikoziliraju in vivo; medutim, zanimljivo je da se GLP-1 fuzijski proteini ovoga izuma,
koji sadrze GLP-1 spoj produzen na C-zavr$etku koji je spojen na Fc¢ sekvencu, glikoziliraju na zadnjem serinu u C
terminalnom produzetku (SSGAPPPS*), te na treoninu na polozaju 11 u N terminalnom podru¢ju Fc
(AEPKSCDKTHT*CPPC...).

Heterologni Fc fuzijski proteini:

Gore opisani GLP-1 spojevi mogu se spojiti izravno ili putem veznog peptida na Fe dio imunoglobulina.

Imunoglobulini su molekule koje sadrze polipeptidne lance koji se zajedno drze pomocu disulfidnih veza, a tipi¢no je
da imaju dva laka lanca i dva te$ka lanca. U svakom lancu, jedna domena (V) ima promjenjivu aminokiselinsku
sekvencu koja ovisi o specifi¢nosti antitijela te molekule. Druge domene (C) imaju prili¢no nepromjenjivu sekvencu
zajednicku molekulama iste klase.

Kako je ovdje primjenjen, Fc dio imunoglobulina ima znacenje koje se uobicajeno daje pojmu u podrucju imunologije.

Specifi¢no, ovaj pojam se odnosi na odsjecak antitijela koji se dobije uklanjanjem dva podru¢ja 7a vezanje antigena
(Fab odsjecei) s antitijela. Jedan nadin za uklanjanje Fab odsjeCaka je razgradnja imunoglobulina s proteazom
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papainom. Stoga se I'c dio oblikuje iz otprilike jednako velikih odsje¢aka nepromjenjivog podrucja s oba teka lanca,
koji su povezani nekovalentnim interakcijama i disulfidnim vezama. Fc dio moze obuhvatiti glavna podrudja, te se
produziti kroz CH, i CH; domene do C-zavrSetka antitijela. Reprezentativna glavna podrudja za ljudske i misje
imunoglobuline mogu se nac¢i u Antibody Engineering, A Practical Guide, Borrebaeck, C.A.K., ured., W.H. Freeman
and Co., 1992, ¢ija su poucavanja ovdje ugradena spominjanjem. Fc dio moZe nadalje obuhvacati jedno ili vise
glikozilacijskih mjesta. Aminokiselinska sekvenca reprezentativnog Fc proteina koja sadrzi glavno podruc¢je, CH, i CH;
domene, te jedno
N-glikozilacijsko mjesto na poloZaju 82 prikazana je na Slici 1.

Postoji 5 tipova humanih imunoglobulinskih Fc podrudja s razli¢itim efektorskim i farmakokinetickim svojstvima: IgG,
IgA, IgM, IgD, te IgE. IgG je najzastupljeniji imunoglobulin u serumu. IgG takoder ima najduze vrijeme poluzivota u
serumu od svih imunoglobulina (23 dana). Za razliku od ostalih imunoglobulina, IgG se u¢inkovito vraca u cirkulaciju
nakon vezanja na Fc receptor. Postoje Cetiri IgG podklase G1, G2, G3 1 G4, od kojih svaka ima razli¢itu efektorsku
funkciju. G1, G2 1 G3 mogu vezati Clqg, te aktivirati komplement, dok G4 ne moZe. lako G3 moze vezati Clq
u¢inkovitije nego G1, Gl je udinkovitiji u posredovanju kod komplementom usmjerene lize stanica. G2 aktivira
komplement izrazito ncuéinkovito. Vezno mjesto za Clq na IgG smjcsteno je u karboksi terminalnom podrucju CH,
domene.

Sve IgG podklase mogu se vezati na Fc receptore (CD16, CD32, CD64), s time da su G1 1 G3 udinkovitiji od G2 i G4.
Podrucje IgG za vezanje na Fc receptor oblikovano je od ostataka koji su smjesteni i na glavnom i na karboksi
terminalnom podruc¢ju CH, domene.

IgA moze postojati i u monomernom i u dimernom obliku koji je povezan J-lancem. IgA je drugi najzastupljeniji Ig u
serumu, ali ima poluzivot od samo 6 dana. IgA ima tri efektorske funkcije. Veze se na IgA specifiéni receptor na
makrofagima i eozinofilima, $to pokre¢e fagocitozu, odnosno degranulaciju. Takoder moze aktivirati komplement
nepoznatim alternativnim putem.

IgM je izrazen bilo kao pentamer ili heksamer, a u oba slu¢aja je povezan putem J-lanca. IgM ima poluzivot u serumu 5
dana. Slabo se veze na Clq putem veznog mjesta smjestenog u njegovoj CH; domeni. IgD ima poluZzivot 3 dana u
serumu. Nije razjasnjeno koje efektorske funkcije se mogu pripisati ovome Ig-u. IgE je monomerni Ig, te ima poluZivot
u serumu 2,5 dana. IgE se veze na dva Fc receptora §to pokreé¢e degranulaciju, te ima za posljedicu otpustanje sredstava
koja izazivaju upalu.

Ovisno o zeljenom in vivo u€inku, heterologni fuzijski proteini ovoga izuma mogu sadrzavati bilo koji izotip od gore
opisanih, ili mogu sadrzavati mutirana Fc podrucja, gdje su funkcije vezanja komplementa i/ili Fc receptora izmjenjene.
Stoga, heterologni fuzijski proteini ovoga izuma mogu sadrzavati cijelo Fc podru¢je imunoglobulina, odsjecke Fe dijela
imunoglobulina, ili njihove analoge spojene na GLP-1 spoj.

Fuzijski proteini ovoga izuma mogu se sastojati od jednolancanih proteina ili viSelanéanih polipeptida. Dva ili vige Fc
fuzijskih proteina mogu se proizvesti tako da stupaju u interakcije putem disulfidnih veza koje se prirodno stvaraju
izmedu Fc podru¢ja. Ti multimeri mogu biti homogeni s obzirom na GLP-1 spoj ili mogu sadrzavati razli¢ite GLP-1
spojeve spojene na N-zavrietak Fc dijela fuzijskog proteina.

Bez obzira na kona¢nu strukturu fuzijskog proteina, Fc ili podru¢je nalik Fc-u mora sluziti za produzenje in vivo
plazmatskog poluzivota GLP-1 spoja spojenog na N-zavrSetak. Nadalje, spojeni GLP-1 spoj mora zadrzati nesto
bioloske aktivnosti. Povecanje poluzivota moze se pokazati pomoéu postupka opisanog u Primjeru 7, gdje se poluzivot
fuzijskog proteina usporeduje s poluzivotom samog GLP-1 spoja. Biologka aktivnost moZe se utvrditi in vitro i in vivo
postupcima koji su poznati u struci. Reprezentativni biologki testovi opisani su u Primjerima 6, 8 1 9.

Kako Fc podrucje IgG-a koje je proizvedeno proteolizom ima isti in vivo poluzivot kao i nedirnuta IgG molekula, a Fab
odsjeCel se naglo razgraduju, vjeruje se da se presudna sekvenca za produZenje poluZivota nalazi uw CH, v/ili CHj
domeni. Nadalje, pokazano je u literaturi da se brzine katabolizima IgG oblika koji se ne veZu na Fc receptor visokog
afiniteta ili na Clq ne mogu razlikovati od brzina uklanjanja osnovnog divljeg tipa antitijela, $to ukazuje da je
kataboli¢ko myjesto razli¢ito od mjesta uklju¢enih u vezanje na Fc receptor ili Clq. [Wawrzynczak i sur., (1992)
Molecular Immunology 29:221]. Istrazivanja mutageneze usmjerene prema odredenom mjestu pomocu mi§jeg IgG1 Fe
podrudja ukazuju da je mjesto IgG1 Fc podru¢ja koje nadzire brzinu katabolizma smjesteno na zajedniC¢kom podrucju
CH2-CH3 domene.

Na temelju tih istrazivanja, Fc podru¢ja mogu se izmijeniti na katabolickom mjestu radi optimizacije poluZivota
fuzijskih proteina. Preferira se da se Fc podrudje rabljeno u heterolognim fuzijskim proteinima ovoga izuma izvede iz
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Tc podrudja IgG1 ili IgG4. Cak je i povoljnije da Tc podrugje bude IgG4 ili izvedeno iz IgG4. Po moguénosti IgG Te
podrudje sadrzi i CH, i CH; podruéja ukljuéujuéi glavna podrudja.

Heterologni albuminski fuzijski proteini:

GLP-1 spojevi koji su gore opisani mogu se spojiti izravno ili putem veznog peptida na albumin ili njegov analog,
odsjecak, ili derivat.

Op¢enito se albuminski proteini koji ¢ine dio fuzijskih proteina ovoga izuma mogu izvesti iz albumina kloniranih iz
bilo koje vrste. Medutim, preferira se humani albumin, te njegovi odsjeéei i analozi, kako bi se smanjio rizik
imunogenosti fuzijskog proteina kod ljudi. Humani serumski albumin (HSA) sastoji se od jednog neglikoziliranog
polipeptidnog lanca od 585 aminokiselina s molekulskom tezinom formule u iznosu 66.500. Aminokiselinska sekvenca
humanog HSA prikazana je na slici 2. [ Pogledati Meloun, i sur. (1975) FEBS Letters 58:136; Behrens, i sur. (1975)
Fed. Proc. 34:591; Lawn, i sur. (1981) Nucleic Acids Research 9:6102-6114; Minghetti, i sur. (1986) J. Biol. Chem.
261:6747]. Opisano je mnostvo polimorfnih oblika, kao i analoga i odsjeCaka albumina. [Pogledati Weitkamp, i sur.,
(1973) Ann. Hum. Genet. 37:219]. Na primjer, u EP 322,094, izumitelji otkrivaju razne krace oblike HSA. Neki od tih
odsjecaka ukljucuju HSA (1-373), HSA (1-388), HSA (1-389), HSA (1-369), te HSA (1-419), te odsjecke izmedu 1-
369 1 1-419. EP 399,666 otkriva odsje¢ke albumina koji ukljué¢uju HSA (1-177) i HSA (1-200), te odsjecke izmedu
HSA (1-177) i HSA (1-200).

Podrazumijeva se da heterologni fuzijski proteini ovoga izuma ukljuc¢uju GLP-1 spojeve koji se spajaju s bilo kojim
albuminskim proteinom, ukljucuju¢i odsjecke, analoge 1 derivate, pri ¢emu je takav fuzijski protein bioloki aktivan, te
ima duzi plazmatski poluzivot od samog GLP-1 spoja. Stoga, albuminski dio fuzijskog proteina ne mora obavezno imati
plazmatski poluZivot jednak kao kod nativnog humanog albumina. Odsjecci, analozi, te derivati su poznati ili se mogu
proizvesti tako da imaju duze poluzivote ili da imaju prijelazne poluZivote u odnosu na nativni humani albumin 1
odgovarajuc¢i GLP-1 spoj.

Heterologni fuzijski proteini ovoga izuma obuhvacaju proteine koji imaju konzervativne supstitucije aminokiselina u
GLP-1 spoju 1/ili Fc ili albuminskom dijelu fuzijskog proteina. "Konzervativna supstitucija” je zamjena aminokiseline s
drugom aminokiselinom koja ima isti ukupni elektronski naboj, te otprilike istu veli¢inu i oblik. Aminokiseline s
alifatskim ili supstituiranim alifatskim aminokiselinskim postrani¢nim lancima imaju otprilike istu veli¢inu kada se
ukupni broj ugljika i heteroatoma u njihovim postrani¢nim lancima ne razlikuje za vise od oko Cetiri. Imaju otprilike isti
oblik, kada se broj grana u njihovim postraniénim lancima ne razlikuje 7a vise od jedne. Smatra se da aminokiseline s
fenilnim ili supstituiranim fenilnim skupinama u svojim postrani¢nim lancima imaju otprilike istu veli¢inu i oblik. Osim
ako je ovdje izri¢ito drugadije navedeno, konzervativne supstitucije se po mogucénosti izvode s aminokiselinama koje se
prirodno pojavljuju.

Medutim, pojam "aminokiselina” ovdje se rabi u svom najSirem smislu, te obuhva¢a aminokiseline koje se prirodno
pojavljuju, kao i aminokiseline koje se ne pojavljuju prirodno, ukljucujuéi analoge i derivate aminokiselina. Posljednje
ukljuc¢uje molekule koje sadrze aminokiselinsku skupinu. Iskusni stru¢njak ¢e uvidjeti, u svijetlu ove Siroke definicije,
da spominjanje aminokiseline ovdje obuhvaca, na primjer, proteogene L-aminokiseline koje se prirodno pojavijuju;
D-aminokiseline; kemijski izmjenjene aminokiseline poput analoga i derivata aminokiselina; aminokiseline koje se
prirodno pojavljuju, a nisu proteogene poput norleucina, -alanina, ornitina, GABA, itd.; te kemijski sintetizirane
spojeve koji imaju svojstva za koje je u struci poznato da su karakteristi¢na za aminokiseline. Kako je ovdje primjenjen,
pojam "proteogeni” ukazuje da se aminokiselina moze ugraditi u peptid, polipeptid, ili protein u stanici kroz
metabolicke puteve.

Ugradnja neprirodnih aminokiselina, ukljué¢ujuéi sintetske aminokiseline koje nisu nativne, supstituirane aminokiseline,
ili jedne ili vise D-aminokiselina u heterologne fuzijske proteine ovoga izuma moze biti korisna na vi$e raznih nacina.
Peptidi koji sadrze D-aminokiseline, itd., ispoljavaju povec¢anu stabilnost in vitro ili in vivo u usporedbi s njithovim
kopijama koje sadrze L-aminokiseline. Stoga, izgradnja peptida, itd., u koje su ugradene D-aminokiseline moZe biti
posebno korisna kada je pozeljna ili potrebna veca intracelularna stabilnost. Jo§ specifi¢nije, D-peptidi, itd., otporni su
na endogene peptidaze i proteaze, time osiguravajuci poboljSanu bioraspolozivost molekule, te produzena vremena
zivota in vivo, onda kada su takva svojstva pozeljna. Uz to, D-peptidi, itd., ne mogu se ucinkovito podvréi opseZznom
histologki podudarnom predstavljanju T-pomo¢nickim stanicama koje je ograni¢eno na kompleksni razred II, te je stoga
malo vjerojatno da ¢e inducirati humoralne imune odgovore u cijelom organizmu.

Osim analiza strukture/funkcije raznih polipeptida koji su obuhvaceni ovim izumom, postoje brojni faktori koje treba

razmotriti prilikom izbora aminokiselina za supstituciju. Jedan faktor koji se moZe razmatrati pri uvodenju takvih
promjena je hidropatski indeks aminokiselina. O vaZnosti hidropatskog aminokiselinskog indeksa u razmatranju
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interaktivne bioloske funkcije proteina raspravljali su Kyte i Doolittle (1982, J. Mol. Biol., 157:105-132). Prihvaceno je
da relativni hidropatski karakter aminokiselina doprinosi sekundarnoj strukturi nastalog proteina. To, zauzvrat, utjee
na interakcije proteina s molekulama kao §to su enzimi, supstrati, receptori, ligandi, DNA, antitijela, antigeni, itd. Na
temelju njenih osobina hidrofobnosti i naboja, svakoj se aminokiselini dodijeljuje hidropatski indeks kako slijedi:
izoleucin (+4,5); valin (+4,2); leucin (+3,8); fenilalanin (+2,8); cistein/cistin (+2,5); metionin (+1,9); alanin (+1,8);
glicin (-0,4); treonin (-0,7); serin (-0,8); triptofan (-0,9); tirozin (-1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2);
glutamat/glutamin/aspartat/asparagin (-3.5); lizin (-3,9); te arginin (-4,5).

Kao §to je poznato u struci, izvjesne aminokiseline u peptidu, polipeptidu, ili proteinu mogu se supstituirati drugim
aminokiselinama koje imaju sli¢an hidropatski indeks ili broj, te stvaraju konaéni peptid, itd., koji ima sli¢nu ili ¢ak i
poboljsanu biolosku aktivnost. Pri uvodenju takvih promjena, preferira se da se aminokiseline koje imaju hidropatske
indekse unutar £2 supstituiraju jedna drugom. Povoljnije supstitucije su one u kojima aminokiseline imaju hidropatske
indekse unutar 1. Najpovoljnije supstitucije su one u kojima aminokiseline imaju hidropatske indekse unutar £0,5.

Sli¢ne aminokiseline mogu takoder biti supstituirane na temelju svoje hidrofilnosti. U.S. Patent Br. 4,554,101 otkriva da
najveca lokalna prosjecna hidrofilnost proteina, kojom upravlja hidrofilnost njegovih susjednih aminokiselina, korelira
s biologkim svojstvima proteina. Sljedeée vrijednosti hidrofilnosti dodijeljene su aminokiselinama: arginin/lizin (+3,0);
aspartat/glutamat (+3,0£1); serin (+0,3); asparagin/glutamin (+0,2); glicin (0); treonin (-0,4); prolin (-0,5£1);
alanin/histidin (-0,5); cistein (-1,0); metionin (-1,3); valin (-1,5); leucin/izoleucin (-1,8); tirozin (-2,3); fenilalanin (-2,5);
te triptofan (-3,4). Stoga se jedna aminokiselina u peptidu, polipeptidu, ili proteinu moZe supstituirati drugom
aminokiselinom koja ima sli¢ni broj¢ani pokazatelj hidrofilnosti, te jo§ uvijek proizvesti kona¢ni peptid, itd., koji ima
slicnu biolosku aktivnost, odnosno, i dalje zadrzava ispravnu biolosku funkciju. Prilikom uvodenja takvih promjena,
aminokiseline koje imaju hidropatske indekse unutar +2 po moguénosti se supstituiraju jedna drugom, one unutar 1 se
viSe preferiraju, a one unutar £0,5 se najvise preferiraju.

Kao $to je gore skicirano, supstitucija aminokiselina u fuzijskim proteinima ovoga izuma moZe se zasnivati na
relativnoj sli¢nosti aminokiselina supstituenata na postrani¢énom lancu, na primjer, njihovoj hidrofobnosti, hidrofilnosti,
naboju, veli¢ini, itd. Nadalje, supstitucije se mogu naciniti na osnovu sklonosti sekundarne strukture. Na primjer,
aminokiselina uzvojnice moze se zamijeniti s aminokiselinom koja ¢e oCuvati strukturu uzvojnice. Primjeri supstitucija
koji uzimaju u obzir razna svojstva od gore navedenih kako bi se ostvarile konzervativne izmjene aminokiselina koje za
posljedicu imaju neprimjetne promjene unutar ovdje prikazanih peptida, itd., mogu se izabrati izmedu drugih pripadnika
klase kojoj pripadaju aminokiseline §to se prirodno pojavljuju. Aminokiseline se mogu podijeliti na sljedece Cetiri
skupine: (1) kisele aminckiseline; (2) bazi¢ne aminokiseline; (3) neutralne polarne aminokiseline; te (4) neutralne
nepolarne aminokiseline.

Op¢éi postupci za stvaranje heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma

Tako se heterologni fuzijski proteini ovoga izuma mogu naciniti mnoStvom raznih postupaka, preferiraju se
rekombinantni postupci. U svrhe ovoga izuma, kako je ovdje otkriveno i zahtjevano, dolje su definirani sljedec¢i opci
pojmovi i kratice molekularne biologije. Pojmovi i kratice koji su primjenjeni u ovom dokumentu imaju svoja normalna
znacenja ako nije drugadije naznac¢eno. Na primjer, "°C"” odnosi se na stupnjeve Celzija; "mmol” se odnosi na milimol
ili milimolove; "mg"” se odnosi na miligrame; "11g" se odnosi na mikrograme; "ml ili mL" odnosi se na mililitre; te "l ili
uL” odnosi se na mikrolitre. Kratice aminokiselina odgovaraju postavkama u 37 C.F.R. & 1,822 (b) (2) (1994).

"Par baza" ili "bp” kako je ovdje primjenjen odnosi se na DNA ili RNA. Kratice A, C, G 1 T odgovaraju 5-
monofosfatnim oblicima deoksiribonukleozida (deoksi)adenozina, (deoksi)citidina, (deoksi)gvanozina, odnosno
timidina, prilikom njihovog pojavljivanja u molekulama DNA. Kratice U, C, G 1 A odgovaraju 5'-monofosfatnim
oblicima ribonukleozida uridina, citidina, gvanozina, odnosno adenozina, prilikom njihovog pojavljivanja u
molekulama RNA. U dvolan¢anoj DNA, par baza moze se odnositi na udruzivanje A sa T ili C sa G. U DNA/RNA, par
baza heterodupleksa moze se odnositi na udruzivanje A sa U ili C sa G. (Pogledati definiciju pojma "komplementaran”,
dolje).

"Razgradnja” ili "restrikcija” DNA odnosi se na kataliticko cijepanje DNA pomocu restrikcijskog enzima koji djeluje
samo na odredene sekvence u DNA (“endonukleaze specifiéne za sekvencu”). Razni restrikcijski enzimi koji su ovdje
primjenjeni komercijalno su dostupni, a njihovi uvjeti reakcije, kofaktori, te drugi zahtjevi rabljeni su prema znanju
osobe uobicajene strucnosti. Prikladne pufere, te koli¢ine supstrata za pojedine restrikcijske enzime navodi proizvodac,
ili sc lako mogu na¢i u litcraturi.
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"Ligacija” se odnosi na postupak stvaranja fosfodiesterskih veza izmedu dva dvolan¢ana odsjecka nukleinske kiseline.
Ako nije drugadije navedeno, ligacija se moze posti¢i uz uporabu poznatih pufera i uvjeta s DNA ligazom, poput T4
DNA ligaze.

"Plazmid” se odnosi na ekstrakromosomski genetski element koji se (obi¢no) sam replicira. Plazmidi se opcéenito
oznacavaju pomocu malog slova "p” nakon ¢ega slijede slova i/ili brojevi. Pocéetni plazmidi u ovome izumu su bilo
komercijalno dostupni, javno dostupni bez ograni¢enja, ili se mogu izgraditi iz dostupnih plazmida u skladu s
objavljenim postupcima. Osim toga, plazmidi ekvivalentni onima koji su opisani poznati su u struci, te ¢e biti ociti za
struénjaka s osnovnim vjestinama.

"Rekombinantni DNA vektor za kloniranje”, kako je ovdje primjenjen, odnosi se na bilo koje sredstvo koje se
samostalno replicira, ukljucujudi, ali bez ogranifenja, plazmide i fage, koji sadrze DNA molekulu kojoj se mogu dodati
ili su dodani jedan ili vi$e dodatnih DNA segmenata.

"Rekombinantni DNA ekspresijski vektor”, kako je ovdje primjenjen, odnosi se na bilo koji rekombinantni DNA vektor
za kloniranje u koji je ugraden promotor za kontrolu transkripcije umetnute DNA.

"Transkripcija” se odnosi na postupak u kojem se informacija sadrzana u neukleotidnoj sekvenci DNA prenosi u
komplementarnu RNA sekvencu.

"Transfekcija” se odnosi na unos ekspresijskog vektora u stanicu domacina, bez obzira da li je ili nije doslo do
ekspresije bilo koje kodirajuc¢e sekvence. Brojni postupci transfekeije su poznati struénjaku uobi¢ajenih znanja, na
primjer, koprecipitacija s kalcijevim fosfatom, liposomska transfekcija, i elektroporacija. Opcenito se priznaje da je
transfekcija uspjes$no izvedena kada se pojavi bilo kakva naznaka djelovanja tog vektora unutar stanice domacina.

"Transformacija” se odnosi na uvodenje DNA u organizam, tako da se DNA moze replicirati, bilo kao
ckstrakromosomski element ili putem uklapanja u kromosom. Postupci transformiranja bakterijskih i eukariotskih
domacina dobro su poznati u struci, pri ¢emu su mnogi od tih postupaka, poput injiciranja u jezgru, spajanja protoplasta
ili tretmana s kalcijem pomocu kalcijevog klorida, sazeti u J. Sambrook, i sur., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, (1989). Opcenito, kada se DNA uvodi u Kvasac, pojam transformacija se rabi kao suprotnost pojma
transfekcija.

"Translacija”, kako je ovdje primjenjena, odnosi se na postupak u kojem se genetska informacija iz glasni¢ke RNA
(mRNA) rabi za poblizc oznacavanjc 1 usmjcravanjc sintcze polipeptidnog lanca.

"Vektor” se odnosi na spoj nukleinske kiseline koji se rabi za transfekciju 1/ili transformaciju stanica kod upravljanja
genima, a nosi polinukleotidne sekvence koje odgovaraju odredenim proteinskim molekulama, te koje u kombinaciji s
odgovarajué¢im kontrolnim sekvencama prenose specifitna svojstva na stanice domacine koje se podvrgavaju
transfekciji 1/ili transformaciji. Prikladni vektori su plazmidi, virusi, te bakteriofagi. Umjetni vektori se stvaraju
izrezivanjem i spajanjem DNA molekula iz razli¢itih izvora pomocu restrikcijskih enzima i ligaza. Pojam "vektor”,
kako je ovdje primjenjen, uklju¢uje rekombinantne DNA vektore za kloniranje i rekombinantne DNA ekspresijske
vektore.

"Komplementarno” ili "komplementarnost”, kako je ovdje primjenjeno, odnosi se na parove baza (purine i pirimidine)
koji se udruzuju putem vodikovih veza u dvolan¢anu nukleinsku kiselinu. Sljedec¢i parovi baza su komplementarni:
gvanin i citozin; adenin i timin; te adenin i uracil.

"Hibridizacija", kako je ovdje primjenjena, odnosi se na postupak kojim se lanac nukleinske kiseline spaja s
komplementarnim lancem putem sparivanja baza. Uvjeti primjenjeni u hibridizaciji dvije komplementarne nukleinske
kiseline koje su vrlo sli¢ne, ali nisu identi¢ne, mijenjaju se sa stupnjem komplementarnosti dvaju lanaca, te sa duzinom
lanaca. Takvi postupci i uvjeti su dobro poznati osobama koje se bave ovim podrué¢jem.

"Izolirana aminokiselinska sekvenca” odnosi se na bilo koju aminokiselinsku sekvencu, stvorenu ili sintetiziranu na bilo
koji nacin, koja se po smjestaju razlikuje od sekvence koja se prirodno pojavljuje.

"Izolirani DNA spoj” odnosi se na DNA sekvencu, bilo kako stvorenu ili sintetiziranu, koja ima razli¢iti smjestaj od
svog prirodnog smjestaja u genomskoj DNA.

"Izolirani spoj nukleinske kiseline” odnosi se na bilo koju RNA ili DNA sekvencu, bilo kako stvorenu ili sintetiziranu,
koja ima razli¢iti smjestaj od svog prirodnog smjestaja.
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"Primer” se odnosi na odsje¢ak nukleinske kiseline koji djeluje kao supstrat za zapo¢injanje enzimatskog ili sintetskog
produzavanja.
"Promotor” se odnosi na DNA sekvencu koja usmjerava transkripciju DNA ili RNA.

"Proba” se odnosi na spoj nukleinske kiseline ili njen odsjecak, koji se hibridizacijom spaja s drugim spojem nukleinske
kiseline.

"Strogost " reakcija hibridizacije lako ¢e utvrditi osoba osnovne stru¢nosti, te je to opéenito empirijski izra¢un koji ovisi
o duzini probe, temperaturi ispiranja, te koncentraciji soli. Opcenito, duze probe zahtijevaju vise temperature da bi
dovoljno o¢vrsnule, dok krace probe trebaju nize temperature. Hibridizacija opcéenito ovisi o mogucnosti denaturirane
DNA da ponovno oévrsne kada su komplementarni lanci prisutni u temperaturi ispod njihove temperature taljenja. Sto
je vidi stupanj Zeljene homolognosti izmedu proba 1 sekvenci koje se hibridiziraju, to je visa relativna temperatura koja
se moze rabiti. Kao rezultat, slijedi da su viSe relativne temperature sklone uéiniti reakciju strozom, dok ju nize
temperature ¢ine manje takvom. Za dodatne detalje 1 obja$njenja o strogosti hibridizacijskih reakcija, pogledati Ausubel
isur., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, 1995.

"Strogi uvjeti” ili "uvjeti visoke strogosti”, kako su ovdje primjenjeni, mogu se identificirati pomocu onih koji (1) rabe
nisku ionsku jakost i visoku temperaturu za ispiranje, na primjer, 15 mM natrijev klorid/1,5 mM natrijev citrat/0,1%
natrijev dodecil sulfat kod 50°C; (2) rabe tijekom hibridizacije sredstvo za denaturaciju, poput formamida, na primjer,
50% (v/v) formamid s 0,1% govedim serumskim albuminom/0,1% Ficoll-om/0,1% polivinilpirolidonom/50 mM
puferom natrijevog fosfata kod pH 6,5 sa 750 mM natrijevim kloridom/75 mM natrijevim citratom kod 42°C; ili (3)
rabe 50% formamid, 5x SSC (750 mM natrijev klorid, 75 mM natrijev citrat), 50 mM natrijev fosfat (pH 6,8), 0,1%
natrijev pirofosfat, 5x Denhardtovu otopinu, DNA iz sperme lososa koja je obradena u ultrazvu¢noj kupelji (50 ng/ml),
0,1% SDS, te 10% dekstran sulfat kod 42°C, uz ispiranja kod 42°C u 0,2x SSC-u (30 mM natrijev klorid/3 mM natrijev
citrat), te 50% formamidu kod 55°C, nakon ¢ega slijedi ispiranje visoke strogosti koje obuhvaca 0,1x SSC koji sadrZi
EDTA kod 55°C.

"Umjereno strogi uvjeti” mogu se identificirati prema opisu Sambrook-a i sur. [Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, (1989)], te obuhvalaju uporabu otopine za ispiranje i uvjeta
hibridizacije (na primjer, temperature, ionske jakosti, te %SDS-a) koji su manje strogi od onih gore opisanih. Primjer
umjereno strogih uvjeta je prekonoéna inkubacija kod 37°C u otopini koja sadrzi: 20% formamid, 5x SSC (750 mM
natrijev klorid, 75 mM natrijev citrat), 50 mM natrijev fosfat kod pH 7,6, 5x Denhardtovu otopinu, 10% dekstran sulfat,
te 20 mg/mL denaturiranu ogoljenu DNA iz sperme lososa, nakon ¢ega slijedi ispiranje filtera u 1x SSC-u kod otprilike
37-50°C. Iskusni struénjak znat ¢e kako treba podesiti temperaturu, ionsku jakost, itd., §to je neophodno radi
prilagodavanja faktora poput duZine probe i sli¢no.

"PCR” se odnosi na opée poznatu lan¢anu reakciju polimeraze koja rabi toplinski stabilnu DNA polimerazu.

"Vodeca sekvenca” odnosi se na sekvencu aminokiselina koja se enzimatski ili kemijski moze ukloniti radi stvaranja
zeljenog polipeptida.

"Sekvenca za signal izlu¢ivanja” odnosi se na sekvencu aminokiselina koje su opcenito prisutne u N-terminalnom
podrucju veceg polipeptida, a ¢ija je funkcija usmjerena prema zapocinjanju povezivanja tog polipeptida s odjeljcima
stani¢ne membrane poput endoplazmatskog retikuluma, te izlu¢ivanju tog polipeptida kroz plazmatsku mebranu.

Izgradnja DNA koja kodira heterologne fuzijske proteine ovoga izuma:

Albumini divljeg tipa i imunoglobulinski proteini mogu se dobiti iz raznih izvora. Na primjer, ti se proteini mogu dobiti
iz cDNA knjiznice koja je pripravljena iz tkiva ili stanica kod kojih je izraZena ekpresija Zeljene mRNA u mjerljivim
koli¢inama. KnjiZnice se mogu provjeravati pomocu proba koje su oblikovane prema objavljenim DNA ili proteinskim
sekvencama za pojedine Zeljene proteine. Na primjer, nepromjenjiva podrucja imunoglobulinskih lakih ili teskih lanaca
opisana su u Adams, i sur. (1980) Biochemistry 19:2711-2719; Goughet, i sur. (1980) Biochemistry 19:2702-2710;
Dolby, i sur. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6027-6031; Rice i sur. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7862-
7862; Falkner, i sur. (1982) Nature 298:286-288; te Morrison, i sur. (1984) Ann. Rev. Immunol. 2:239-256. Neke
reference koje otkrivaju albuminski protein i DNA sekvence uklju¢uju Meloun, i sur. (1975) FEBS Letters 58:136;
Behrens, i sur. (1975) Fed. Proc. 34:591; Lawn, i sur. (1981) Nucleic Acids Research 9:6102-6114; te Minghetti, i sur.
(1986) J. Biol. Chem. 261:6747.
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Provjeravanje cDNA ili genomske knjiZznice s izabranom probom moZe se provesti uz uporabu standardnih postupaka,
poput opisanih u Sambrook i sur., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
NY (1989). Alternativni naéini izolacije gena koji kodira albuminski ili imunoglobulinski protein je uporaba PCR
metodologije [Sambrook i sur., gore; Dieffenbach i sur., PCR Primer: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY (1995)]. PCR primeri mogu se oblikovati na temelju objavljenih sekvenci.

Opcenito potpuna duzina sekvenci divljeg tipa koje su klonirane iz odredenih vrsta moze posluziti kao kalup za
stvaranje analoga, odsjeaka, te derivata koji zadrzavaju mogucnost preno$enja duzeg plazmatskog poluzivota na GLP-
1 spoj koji €ini dio fuzijskog proteina. Preferira se da Fc i albuminski dijelovi heterolognih fuzijskih proteina ovoga
izuma budu izvedeni iz nativne humane sekvence kako bi se smanjio rizik potencijalne imunogenosti fuzijskog proteina
kod ljudi.

Napose se preferira da imunoglobulinski dio fuzijskog proteina koji je obuhvacen ovim izumom sadrzi samo Fc
odsjecak imunoglobulina. Ovisno o tome da li su pojedine efektorske funkcije poZeljne, te o strukturnim
karakteristikama fuzijskog proteina, Fc odsjeak moZe sadrzavati glavno podrudje zajedno s CH2 i CH3 domenama, ili
ncku drugu njihovu kombinaciju. Ti Fc odsjeéei mogu sc proizvesti pomocéu PCR postupka s primerima oblikovanim
tako da se hibridizacijom spajaju na sekvence koje odgovaraju Zeljenim krajevima odsjecka. Sli¢no, ako su pozeljni
odsjecei albumina, mogu se oblikovati PCR primeri koji su komplementarni u odnosu na unutrainje albuminske
sekvence. PCR primeri mogu se takoder oblikovati tako da se stvaraju mjesta za restrikcijske enzime radi olakSavanja
kloniranja u ekspresijske vektore.

DNA koja kodira GLP-1 spojeve ovoga izuma moze se nafiniti pomo¢u mnoStva razli¢itih postupaka ukljucujuci
postupke kloniranja poput onih koji su opisani gore, kao i kemijsku sintezu DNA. Kemijska sinteza moze biti privlatna
uzimajuéi u obzir kratkoéu kodiranog peptida. Aminokiselinska sekvenca za GLP-1 objavljena je, kao i sekvenca
preproglukagonskog gena. [Lopez, i sur. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80:5485-5489; Bell, i sur. (1983) Nature,
302:716-718; Heinrich, G., i sur. (1984) Endocrinol, 115:2176-2181; Ghiglione, M., i sur. (1984) Diabetologia
27:599-600]. Stoga se primeri mogu oblikovati u PCR nativne GLP-1 spojeve i njihove odsjecke.

Gen koji kodira fuzijski protein moze se tada izgraditi ligacijom DNA koja kodira GLP-1 spoj u okviru na DNA koja
kodira albumin ili Fc protein. Gen koji kodira GLP-1 spoj, te gen koji kodira albumin ili Fc protein mogu se takoder
spojiti u okviru putem DNA koja kodira vezni peptid.

In vivo funkcija i stabilnost heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma moze se optimizirati dodavanjem malih veznih
peptida kako bi se sprije¢ile moguce nezeljene interakcije medu domenama. Iako ti vezni peptidi mogu biti bilo koje
duzine, te se sastojati od bilo koje kombinacije aminokiselina, preferira se da duzina ne bude veca nego §to je
neophodno za sprjecavanje neZeljenih interakcija medu domenama i/ili optimizaciju bioloSke aktivnosti i/ili stabilnosti.
Opcenito, vezni peptidi ne bi trebali sadrZzavati aminokiseline s izrazito velikim postrani¢nim lancima ili aminokiseline
kojc bi vjcrojatno moglc uvesti znacajnu sckundarnu strukturu. Preferira s¢ da vezni peptid bude bogat
serinom-glicinom, te da bude kra¢i od 30 aminokiselina. Jo§ se vise preferira da vezni peptid nema vi§e od 20
aminokiselina. Cak se i vise preferira da vezni peptid bude kraéi od 15 aminokiselina. Preferirani vezni peptid sadrzi
ponovljenu sekvencu Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. Preferira se da se ta sekvenca ponavlja izmedu 2 i 6 puta. Cak se i vise
preferira da se ta sekvenca ponovi izmedu 3 i 4 puta.

DNA koja kodira divlji tip GLP-1, albumin, te Fc polipeptide i njihove odsjecke, moZe se mutirati bilo prije ligacije ili
vezano uz cDNA koja kodira cijeli fuzijski protein. Mnostvo postupaka mutageneze dobro je poznato u struci. Na
primjer, mutagenski PCR postupak rabi produzavanje preklopljenog lanca radi stvaranja specifi¢nih mutacija baza sa
svthom promjene specifiéne aminokiselinske sekvence u odgovarajuéem proteinu. Ta PCR mutageneza zahtjeva
uporabu ¢etiri primera, dva usmjerena prema naprijed (primeri A i C), te dva obrnutog usmjerenja (primeri B i D).
Mutirani gen se umnozava iz divljeg tipa kalupa u dva razli¢ita stupnja. Prva reakcija umnoZzava gen na pola
izvodenjem reakcije A na B, te odvojene reakcije C na D, gdje B i1 C primeri pogadaju podru¢je gena koji se treba
mutirati. Pri svrstavanju tih primera uz ciljno podruéje, oni sadrZe neodgovarajuce baze za baze koje su cilj promjene.
Kada su A na B i C na D reakcije gotove, reakcijski produkti se izoliraju, te se mijesaju za uporabu kao kalupi za A na
D reakciju. Ta reakcija tada daje potpuni, mutirani produkt.

Kada se proizvede gen koji kodira cijeli fuzijski protein, on se moze klonirati u odgovarajuci ekspresijski vektor.
Specifi¢ne strategije koje se mogu primijeniti za izradu GLP-1 fuzijskih proteina ovoga izuma opisane su u primjeru 1.

Op¢i postupci za rekombinantnu ekspresiju heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma:

Stanice domacini se transfektiraju 1 transformiraju s ekpresijskim vektorima ili vektorima za kloniranje koji su ovdje
opisani radi proizvodnje heterolognih fuzijskih proteina, te se uzgajaju u uobicajenom hranjivom mediju koji je
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izmijenjen tako da bude prikladan za indukciju promotora, odabir transformacijskih tvari, ili umnoZzavanje gena koji
kodiraju Zeljene sekvence. Uvjete za kulturu, poput medija, temperature, pH i sliéno, moZe izabrati iskusni struénjak
bez nepotrebnog pokusiranja. Opcenito, principi, protokoli, te prakti¢ni postupci za ostvarivanje maksimalne
produktivnosti stani¢nih kultura mogu se na¢i u Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler,
ured. (IRL Press, 1991), te Sambrook, i sur., gore. Postupci transfekcije su poznati struénjaku koji vlada osnovnim
vjestinama, na primjer, CaPOy i elektroporacija. Op¢i stavovi vezano uz transformacije sustava stanica domac¢ina kod
sisavaca opisani su u U.S. Patentu Br. 4,399,216. Transformacije u kvascu obi¢no se izvode u skladu s postupkom
prema van Solingenu i sur., J Bact. 130(2):946-7 (1977), te Hsiao i sur., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76(8):3829-33
(1979). Medutim, drugi postupci za uvodenje DNA u stanice, poput mikroinjiciranja u jezgru, elektroporacije, spajanja
bakterijskih protoplasta s neoste¢enim stanicama, ili polikationa, na primjer, polibrena ili poliomitina, mogu se takoder
rabiti. Za razne postupke transformacija stanica sisavaca, pogledati Keown, i sur., Methods in Enzymology 185:527-37
(1990), te Mansour, i sur., Nature 336(6197):348-52 (1988).

Prikladne stanice domacini za kloniranje ili ekspresiju nukleinske kiseline ( na primjer, DNA) u vektorima ovdje
obuhvacaju prokariote, kvasac, ili vi$e eukariotske stanice. Prikladni prokarioti obuhvacaju, ali bez ogranitenja,
cubaktcrijc, kao $to su gram-ncgativni ili gram-pozitivni organizmi, na primjcr, Enterobacteriacea kao E. coli. Razni
rodovi E. coli javno su dostupni, poput E. coli K12 rod MM294 (ATCC 3 1.446); E. coli X1 776 (ATCC 3 1.537); E.
colirod W3 110 (ATCC 27.325) 1 K5 772 (ATCC 53.635). Druge prikladne prokariotske stanice domacini obuhvacaju
Enterobacteriaceae kao §to su Escherichia, na primjer, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
na primjer, Salmonella typhimurium, Serratia, na primjer, Serratia marcescans, te Shigella, kao 1 Bacilli poput B.
subtilis 1 B. licheniformis (na primjer, B. licheniformis 4 1 P otkriven u DD266, 7 10, objavljenom 12. travnja 1989),
Pseudomonas poput P. aeruginosa, te Streptomyces. Ti primjeri samo slikovito opisuju, a ne ograniavaju izum. Rod
W3110 posebno se preferira kao domacin ili domacin roditelj, jer je to uobicajeni rod domacin za fermentacije
rekombinantnih DNA produkata. Po moguénosti, stanica domacin izlu¢uje minimalne koliine proteolitickih enzima.
Na primjer, rod W3 110 moZe se izmijeniti kako bi se izazvala genetska mutacija u genima koji kodiraju proteine
endogene za domacina, uz primjere takvih domacina koji uklju¢uju E. coli W3110 rod 1A2, koji ima potpuni genotip
ronA; E. coli W3 110 rod 9E4, koji ima potpuni genotip tond ptr3; E. coli W3110 rod 27C7 (ATCC 55,244), koji ima
potpuni genotip tonA, ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT /can'; E. coli W3110 rod 40B4, koji je rod 37D6 te
sadrzi na kanamicin neotpornu degP delecijsku mutaciju; te E. coli tod koji ima mutiranu periplazmatsku proteazu
otkriven u U.S. Patentu Br. 4,946,783 izdanom 7. kolovoza 1990. Druga je mogucnost po kojoj su prikladni in vivo
postupci kloniranja, na primjer, PCR ili druge reakcije polimeraza nukleinskih kiselina.

Osim prokariota, eukariotski mikrobi poput vlaknastih gljvica ili kvasca prikladni su domacini za kloniranje ili
ekspresiju vektora fuzijskih proteina. Saccharomyces cerevisiae je nizi eukariotski mikroorganizam koji se uobicajeno
rabi kao domacin. Ostali uklju¢uju Schizosaccharomyces pombe [Beach 1 Nurse, Nature 290:140-3 (1981); EP 139,383
objavljen 2. svibnja 1995|; Muyveromyces domacine |U.S. Patent Br. 4,943,529; Fleer, i sur., Bio/Technology
9(10):968-75 (1991)] poput, na primjer, K. lactis (MWI8-8C, CBS683, CBS4574) [de Louvencourt i sur., J. Bacteriol.
154(2):737-42 (1983)]; K. fiagilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K.
waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906) [Van den Berg i sur., Bio/Technology 8(2):135-9 (1990)]; K.
thermotolerans, te K. marxianus, Yarrowia (EP 402,226); Pichia pastoris (EP 183,070) [Sreekrishna i sur., J. Basic
Microbiol. 28(4):265-78 (1988)]; Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa [Case, 1 sur., Proc.
Natl. Acad Sci. USA 76(10):5259-63 (1979)]; Schwanniomyces poput Schwanniomyces occidentulis (EP 394,538
objavljen 31. listopada 1990.); te vlaknaste gljivice kao S§to su, na primjer, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium
(WO 91/00357 objavljen 10. sije¢nja 1991.), te Aspergillus domacini poput A. nidulans [Ballance i sur., Biochem.
Biophys. Res. Comm. 112(1):284-9 (1983)]; Tilburn, i sur., Gene 26(2-3):205-21 (1983); Yelton, i sur., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81(5):1470-4 (1984)], te A. niger [Kelly i Hynes, EMBO J. 4(2):475-9 (1985)]. Metilotrofni kvasci se
izabiru iz skupine koju ¢ine Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis 1 Rhodotoruia. Popis
specifi¢nih vrsta koje su primjeri ovog razreda kvasaca moze se naci u C. Antony, The Biochemistry of Methylotrophs
269 (1982).

Prikladne stanice doma¢ini za ekspresiju fuzijskih proteina ovoga izuma izvode se iz viSestani¢nih organizama. Primjeri
stanica beskraljeznjaka ukljucuju stanice kukaca kao $to su Drosophila S2 i Spodoptera Sp, Spodoptera high5, kao 1
stanice biljaka. Primjeri korisnih stani¢nih linija sisavaca koje sluze kao domacini ukljuéuju stanice jajnika kineskog
hr¢ka (CHO) i COS stanice. Specifi¢niji primjeri uklju¢uju liniju CV1 iz bubrega majmuna, transformiranu pomocu
SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); liniju humanog embrijskog bubrega [stanice 293 ili 293 podklonirane stanice za rast
u suspenzijskoj kulturi, Graham, i sur., J. Gen. Virol., 36(1):59-74 (1977)]; stanice jajnika kineskog hr¢ka /-DHFR
[CHO, Urlaub 1 Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7):4216-20 (1980)]; Sertolijeve stanice misa [TM4, Mather,
Biol. Reprod. 23(1):243-52 (1980)]; humane pluc¢ne stanice (W138. ATCC CCL 75); humane jetrene stanice (Hep G2,
HB 8065); te misji tumor dojke (MMT 060562, ATCC CCL51). Smatra se da je izbor prikladne stanice domacina dio
vjcstine u struci.
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Tuzijski proteini ovoga izuma mogu se izravno rekombinantno proizvesti, ili kao proteini koji imaju signalnu sekvencu
ili neku drugu dodatnu sekvencu koja stvara specifiéno mjesto odcjepljivanja na N-zavrgetku zrelog fuzijskog proteina.
Opcenito, signalna sekvenca moZe biti sastavni dio vektora, ili moze biti dio DNA koja kodira fuzijski protein, a koji je
umetnut u vektor. Signalna sekvenca moze biti prokariotska signalna sekvenca koja se izabire, na primjer, iz skupine
vodeéih sekvenci za alkalnu fosfatazu, penicilinazu, Ipp, ili toplinski stabilni enterotoksin II. Za izlu¢ivanje kod kvasca,
signalna sekvenca moze biti, na primjer, vodeca sekvenca invertaze kvasca, vodeca sekvenca alfa faktora (ukljucujuci
vodece sekvence (-faktora u Saccharomyces 1 Kluyveromyces, gdje je potonja opisana u U.S. Patentu Br. 5,010,182), ili
vodeca sekvenca kisele fosfataze, vodeta sekvenca glukoamilaze u C. albicans (EP 362,179), ili signalna sekvenca
opisana u WO 90/13646. Kod ckspresijc stanica sisavaca, signalnc sckvence sisavaca mogu sc rabiti za usmjcravanjc
izlu¢ivanja proteina, poput signalnih sekvenci izlu¢enih polipeptida iste ili srodnih vrsta, kao i virusne vodece sekvence
za izlu¢ivanje.

I ekspresijski vektori i vektori za kloniranje sadrze sekvencu nukleinske kiseline koja omogucéava vektoru repliciranje u
jednoj ili vise izabranih stanica domacina. Takve sekvence dobro su poznate za mnostvo bakterija, kvasaca, i virusa.
Ishodiste replikacije iz plazmida pBR322 prikladno je za veéinu gram-negativnih bakterija, 2u plazmidno ishodiste je
prikladno za kvasce, a razna virusna ishodista (SV40, poliomi, adenovirus, VSV ili BPV) korisna su za vektore za
kloniranje u stanicama sisavaca.

Ekspresijski vektori i vektori za kloniranje tipicno ¢e sadrzavati gen odabira, koji se takoder naziva i marker odabira.
Tipi¢ni geni odabira kodiraju proteine koji (a) prenose otpornost prema antibioticima ili drugim toksinima, na primjer,
ampicilinu, neomicinu, metotreksatu, ili tetraciklinu, (b) nadopunjuju autotrofne nedostatke, ili (c) opskrbljuju
neophodne hranjive tvari koje nisu dostupne iz slozenog medija, na primjer, gen koji kodira racemazu D-alanina za
vrstu Bacillus.

Primjeri prikladnih markera odabira za stanice sisavaca oni su koji omogucuju identifikaciju stanica sposobnih za
preuzimanje nukleinske kiseline koja kodira fuzijski protein, poput DHFR ili timidin kinaze. Prikladna stanica domacin
prilikom uporabe divljeg tipa DHFR je CHO stani¢na linija kod koje se javlja smanjena DHFR aktivnost, a koja se
pripravlja i umnozava kako je opisano [Urlaub i Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7): 4216-20 (1980)]. Prikladan
gen odabira za uporabu kod kvasaca je trpl gen, koji je prisutan u plazmidu YRp7 kvasca [Stinchcomb, i sur., Nature
282(5734):39-43 (1979); Kingsman, i sur., Gene 7(2):141-52 (1979); Tschumper, i sur., Gene 10(2):157-66 (1980)].
Gen trpl daje marker odabira za mutirani rod kvasca kojem ncdostajc moguénost rasta u triptofanu, na primjer, ATCC
Br. 44076 ili PEPC1 [Jones, Genetics 85:23-33 (1977)].

Ekspresijski vektori 1 vektori za kloniranje obi¢no sadrze promotor koji je djelatno povezan na sekvencu nukleinske
kiseline koja kodira fuzijski protein radi usmjeravanja sinteze mRNA. Dobro su poznati promotori koje prepoznaje
mnostvo mogucih stanica domacina. Promotori prikladni za uporabu s prokariotskim domacinima ukljucuju
promotorske sustave P-laktamaze i laktoze [Chang, i sur., Nature 275(5681):617-24 (1978); Goeddel, i sur., Nature
281(5732):544-8 (1979)], alkalne fosfataze, promotorski sustav triptofana (up) [Goeddel, Nucleic Acids Res. 8(18):
4057-74 (1980); EP 36,776 objavljen 30. rujna 1981.], te hibridne promotore poput tat promotora [deBoer, i sur., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80(1):21-5 (1983)]. Promotori za uporabu u bakterijskim sustavima takoder ¢e sadrzavati Shine-
Dalgarno (S.D.) sekvencu koja je djelatno povezana na DNA koja kodira fuzijski protein.

Primjeri prikladnih promotorskih sekvenci za uporabu s domacinima kvascima uklju¢uju promotore za 3-
fosfogliceratnu kinazu [Hitzeman, i sur., J. Biol. Chem. 255(24):12073-80 (1980)] ili druge glikoliticke enzime [Hess i
sur., J. Adv. Enzyme Reg. 7:149 (1968); Holland, Biochemistry 17(23):4900-7 (1978)], poput enolaze, gliceraldehid-3-
fosfat dchidrogenaze, hcksokinaze, piruvat dckarboksilaze, fosfofruktokinaze, glukoza-6-fosfat izomcraze, 3-
fosfoglicerat mutaze, piruvat kinaze, triozafosfat izomeraze, fosfoglukoza izomeraze, te glukokinaze.

Ostali promotori kvasaca, koji su inducibilni, te koji imaju dodatnu prednost transkripcije kontrolirane uvjetima rasta,
su promotorska podrucja za alkohol dehidrogenazu 2, izocitokrom C, kiselu fosfatazu, enzime razgradivanja koji su
povezani s metabolizmom dusika, metalotionein, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu, te enzime odgovorne za
iskoriStavanje maltoze i galaktoze. Prikladni vektori i promotori za uporabu u ekspresiji kod kvasaca dalje su opisani u
EP 73,657. Transkripcija mRNA koja kodira fuzijski protein iz vektora u stanicama domacinima iz sisavaca moze se
kontrolirati, na primjer, pomocu promotora koji su dobiveni iz genoma virusa poput polioma virusa, virusa kokogjih
boginja, adenovirusa (poput Adenovirusa 2), govedeg papiloma virusa, pileceg sarkoma virusa, citomegalovirusa,
retrovirusa, virusa hepatitisa B, te Simian virusa 40 (SV40), iz heterolognih promotora sisavaca, na primjer, aktinskog
promotora ili imunoglobulinskog promotora, te iz promotora koji se aktiviraju kod toplinskog stresa, pod uvjetom da su
takvi promotori spojivi sa sustavima stanica domacina.
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Transkripcija polinukleotida koji kodira fuzijski protein putem visih eukariota moze se pojacati umetanjem sckvence za
pojacanje u vektor. Pojaavajuce sekvence su elementi u DNA koji imaju cis oblik, obi¢no od oko 10 do 300 bp, koji
djeluju na promotor kako bi se pojacala njegova transkripcija. Mnoge pojacavajuée sekvence poznate su za gene
sisavaca (globin, elastaza, albumin, a-ketoprotein, i inzulin). Tipi¢no se, medutim, rabe poja¢avajuée sekvence iz virusa
eukariotskih stanica. Primjeri ukljuéuju SV40 pojacavajucu sekvencu na kasnoj strani ishodista replikacije (bp 100-
270), ranu promotorsku pojacavajucu sekvencu citomegalovirusa, poja¢avajucu sekvencu polioma na kasnoj strani
ishodista replikacije, te pojacavajuce sekvence adenovirusa. Pojacavajuca sekvenca se moze sastaviti s vektorom na
polozaju 5' ili 3' na kodirajucu sekvencu za fuzijski protein, ali se preferira smjestaj na mjestu 5' od promotora.

Ekspresijski vektori koji se rabe u eukariotskim stanicama domacinima (kvasci, gljivice, kukei, biljke, Zivotinje, ljudi,
ili stanice iz drugih viSestani¢nih organizama koje su pretvorene u jezgre) takoder ¢e sadrzavati sekvence koje su
neophodne za prekidanje transkripcije, te za stabiliziranje mRNA. Takve sekvence su uobi¢ajeno dostupne iz 5', te
ponekad 3' podrucja iz eukariotskih ili virusnih DNA ili cDNA koja nisu translatirana. Ta podru¢ja sadrze segmente
nukleotida transkribirane u obliku poliadeniliranih odsjeaka u netranslatiranom dijelu mRNA koja kodira fuzijski
protein.

Razni oblici fuzijskog proteina mogu se prikupiti iz medija za kulturu ili lizata stanica domacina. Ako je vezan za
membranu, moZe se osloboditi s membrane pomocu prikladne otopine detergenta (na primjer, Triton-X 100) ili
enzimatskim odcjepljivanjem. Stanice koje se rabe u ekspresiji fuzijskog proteina mogu se ostetiti raznim fizickim ili
kemijskim nacinima, poput ciklusa smrzavanja-otapanja, stavljanja u ultrazvu¢nu kupelj, mehani¢kog ostecivanja, ili
sredstvima za liziranje stanica.

ProciS¢avanje heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma:

Nakon izvrSene ekspresije heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma u odgovarajuéoj stanici domacéinu, analozi se
mogu izolirati i procCistiti. Sljede¢i postupci primjeri su prikladnih postupaka procis¢avanja: frakcioniranje na
karboksimetilcelulozi; gel filtracija poput Sephadex-a G-75; anionsko izmjenjivacka smola poput DEAE ili Mono-Q;
kationska izmjena poput CM ili Mono-S; protein A sefaroza za uklanjanje onecis¢avaca poput IgG; kolone za keliranje
metala radi vezanja oblika polipeptida koji su obiljezeni pomocu epitopa; HPLC reverzne faze; kromatofokusiranje;
silikagel; etanolna precipitacija; te precipitacija s amonijevim sulfatom.

Razni postupci proc¢i§¢avanja proteina mogu se primijeniti,a ti su postupei poznati u struci i opisani, na primjer, u
Deutscher, Methods in Enzymology 182:83-9 (1990), te Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag, NY (1982). Izabrani koraci proci§¢avanja ovisit ¢e o prirodi procesa proizvodnje koji se rabi, te o
pojedinom fuzijskom proteinu koji se proizvodi. Na primjer, fuzijski proteini koji sadrze Fc odsje¢ak mogu se
ucéinkovito proci§¢avati pomocu Protein A ili Protein G afinitetnog matriksa. Mogu se rabiti puferi niskog ili visokog
pH za eluiranje fuzijskog proteina s afinitetnog matriksa. Blagi uvjeti eluiranja doprinijet ¢e sprjeavanju ireverzibilne
denaturacije fuzijskog proteina. Takoder se mogu rabiti puferi koji sadrze imidazol. Primjer 3 opisuje neke uspjesne
protokole prodi§¢avanja za fuzijske proteine ovoga izuma.

Karakterizacija heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma:

Brojni postupci postoje za karakterizaciju fuzijskih proteina ovoga izuma. Neki od tih postupaka uklju¢uju: SDS-PAGE
u kombinaciji s postupcima bojanja proteina ili imunoblot uz uporabu anti-IgG ili anti-HSA antitijela. Ostali postupci
ukljuCuju matriksom potpomognutu masenu spektrometriju laserske desorpeije/ionizacije (MALDI-MS), tekucinsku
kromatografiju/masenu spektrometriju, izoelektriéno fokusiranje, analitiCku ionsku izmjenu, kromatofokusiranje, te
cirkularni dikroizam, da nabrojimo samo nekoliko. Reprezentativni broj heterolognih fuzijskih proteina karakteriziran
je pomoc¢u SDS-PAGE u kombinaciji s imunoblotom, kao i masenom spektrometrijom (pogledati primjere 4 1 5, te slike
314).

Na primjer tabela 3 (pogledati primjer 5) slikovito prikazuje izraCunatu molekulsku masu za reprezentativni broj
fuzijskih proteina, kao i masu odredenu pomocu masene spektrometrije. Osim toga, slike 3 i 4 slikovito prikazuju
molekulske tezine reprezentativnog broja fuzijskih proteina kako su odredene pomocu SDS PAGE. Svi heterologni
fuzijski proteini koji su testirani, pokazali su prolaznu ekspresiju i izlu¢ivanje. Osim toga, signalna sekvenca za Igx je
odcijepljena radi dobivanja proteina s ispravnim N-zavr$etkom.

Nadalje, tabela 3 slikovito prikazuje da je u nekim slu¢ajevima masa odredena masenom spektrometrijom veca od
oc¢ekivane. To je posljedica glikozilacije Fc dijela, i C terminalnog produZenja. Enzimatska razgradnja fuzijskih
proteina, nakon koje slijedi HPLC reverzne faze 1 masena spektrometrija omogucuju identifikaciju peptidnih frakcija
koje sadrze SeCerne skupine. Tim se frakcijama zatim moZze utvrditi sekvenca N-terminalnih aminokiselina radi
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identifikacije mogucih glikozilacijskih mjesta. Na primjer, karakterizacija Eksendina-4-T'c (SCQ ID NO: 29) pokazuje
da su serin na polozaju 39 i treonin na polozaju 50 O-glikozilirani, a asparagin na poloZzaju 122 je N-glikoziliran.

Reprezentativnom broju GLP-1 fuzijskih proteina takoder je testirana aktivnost. Brojni postupci postoje za otkrivanje
GLP-1 aktivnosti in vitro 1 in vivo (pogledati primjere 6, 7, 8 1 9). Tabela 4 (primjer 6) slikovito prikazuje aktivnost
GLP-1 receptora povezanu uz nekoliko GLP-1 spajanja. Brojevi se odnose na aktivnost povezanu uz Val®-GLP-1
(7-37)OH. Svi testirani fuzijski proteini imali su aktivnost GLP-1 receptora. Niska razina in vitro aktivnosti ne ukazuje
obavezno na slabi uéinak in vivo. Zbog znacajnog povisenja poluZivota tih fuzijskih proteina, slaba in viiro aktivnost ne
predskazuje opcenito slabu in vivo aktivnost. Slika 7 1 primjer 7 slikovito prikazuju produzeni poluZivot u vezi s
fuzijskim proteinima ovoga izuma. Na primjer, Val®*-GLP-1-F¢ je imao poluZivot od otprilike 45 sati kod majmuna,
Val®-GLP-1-HSA imao je poluZivot od oko 87 sati kod majmuna, Gly®-Glu®-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1 imao je
poluzivot nakon IV primjene otprilike 55 sati kod pasa, te je Gly*-Glu”*-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1 imao poluZivot
nakon SC primjene otprilike 38 sati kod pasa.

Pripravci izuma:

Fizi¢ka stabilnost je takoder osnovno obiljezje za terapijske pripravke proteina. GLP-1 spojevi se posebno tesko
proizvode 1 oblikuju uslijed strukturnih promjena koje nastaju tijekom postupka obrade. Na primjer, neki GLP-1 spojevi
imaju opcenitu sklonost agregiranju. Osim toga, pokazalo se da se neki GLP-1 spojevi pretvaraju iz topivog i aktivnog
oblika a-heliksa u netopivi i moguce neaktivni oblik -nabrane ploce. Spajanje GLP-1 spojeva na velike proteine poput
Fc podru¢ja IgG-a ili albumina ne samo da povecava poluzivot GLP-1 spoja, ve¢ takoder doprinosi fizickoj i
konformacijskoj stabilnosti GLP-1 spoja. Na primjer, Val*-GLP-1-vezni peptid-HSA u PBS-u je stabilan na 37°C do 30
dana.

Heterologni fuzijski proteini ovoga izuma mogu se oblikovati s jednim ili viSe ekscipijensa. Aktivni fuzijski proteini
ovoga izuma mogu se kombinirati s farmaceutski prihvatljivim puferom, a pH se moze podesiti tako da osigura
prihvatljivu stabilnost, i pH prihvatljiv za primjenu poput parenteralne primjene.

Po izboru, moze se dodati jedno ili vise farmaceutski prihvatljivih antimikrobnih sredstava. Preferirana farmaceutski
prihvatljiva mikrobna sredstva su meta-krezol i fenol. Jedna ili vi§e farmaceutski prihvatljivih soli moze se dodati radi
podesavanja ionske jakosti ili toni¢nosti. Jedan ili viSe ekscipijensa moZe se dodati radi daljnjeg podeavanja
izotoni¢nosti pripravka. Glicerin je primjer ekscipijensa koji pode$ava izotoni¢nost. Farmaceutski prihvatljiv zna¢i da je
prikladan za primjenu kod ljudi ili drugih Zivotinja, te stoga ne sadrzi toksi¢ne sastojke ili nepozeljne onecis¢avace, te
ne interferira s aktivno$éu prisutnih aktivnih spojeva.

Oblik farmaceutski prihvatljive soli heterolognih fuzijskih proteina ovoga izuma moze se rabiti u ovom izumu. Kiseline
koje se obi¢no primjenjuju za stvaranje soli nastalih dodatkom kiseline su anorganske kiseline poput klorovodi¢ne
kiseline, bromovodi¢ne kiseline, jodovodi¢ne kiseline, sumporne kiseline, fosforne kiseline, i slicno, te organske
kiseline poput p-toluensulfonske kiseline, metansulfonske kiseline, oksalne kiseline, p-bromofenil-sulfonske kiseline,
karbonilne kiseline, sukcinilne kiseline, limunske kiseline, benzojeve kiseline, octene kiseline, i sli¢no. Preferirane soli
nastale dodatkom kiseline su one koje nastaju s anorganskim kiselinama poput klorovodi¢ne kiseline i bromovodi¢ne
kiseline.

Soli koje nastaju dodatkom baza ukljucuju one koje se izvode iz anorganskih baza, poput hidroksida, karbonata,
bikarbonata, i sli¢no, amonija ili alkalijskih ili zemno alkalijskih metala. Takve baze korisne za pripravu soli ovoga
izuma stoga ukljucuju natrijev hidroksid, kalijev hidroksid, amonijev hidroksid, kalijev karbonat, i sli¢no.

Primjena pripravaka:

Primjena se moze odvijati bilo kojim putem za koji lije¢nici osnovnih vjestina znaju da je ucinkovit. Periferni,
parenteralni je jedan od takvih postupaka. Parenteralna primjena obi¢no podrazumijeva u medicinskoj literaturi
injekciju doznog oblika u tijelo pomocu sterilne Sprice ili neke druge mehanic¢ke sprave poput infuzijske pumpe.
Periferni parenteralni putevi mogu ukljucivati intravenske, intramuskularne, subkutane, te intraperitonealne puteve
primjene.

Heterologni fuzijski proteini ovoga izuma mogu takoder biti podlozni primjeni putem oralnih, rektalnih, nazalnih, ili

nizih respiratornih puteva, a koji nisu parenteralni putevi. Od tih neparenteralnih puteva, preferiraju se niZi respiratorni
put i oralni put.
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Tuzijski proteini ovoga izuma mogu se rabiti za lijecenje raznolikog mnostva bolesti 1 stanja. Tuzijski proteini ovoga
izuma primarno otkrivaju svoje bioloske ucinke djelovanjem na receptor, koji se spominje kao "GLP-1 receptor”.
Osobe koje boluju od bolesti i/ili stanja koja reagiraju povoljno na stimulaciju GLP-1 receptora ili na primjenu GLP-1
spojeva mogu se stoga lijeciti s GLP-1 fuzijskim proteinima ovoga izuma. Za te osobe moze se re¢i da "imaju potrebu
za lije¢enjem s GLP-1 spojevima” ili "potrebu za stimulacijom GLP-1 receptora”. Uklju¢ene su osobe koje boluju od
dijabetesa neovisnog o inzulinu, dijabetesa ovisnog o inzulinu, mozdanog udara (pogledati WO 00/16797), infarkta
miokarda (pogledati WO 98/08531), pretilosti (pogledati WO 98/19698), katabolickih promjena nakon operacije
(pogledati U.S. Patent Br. 6,0006,753), funkcionalne dispepsije, te sindroma crijevne iritacije (pogledati WO 99/64060).
Takoder su uklju¢ene osobe kojima je potrebno profilakti¢ko lije¢enje s GLP-1 spojevima, na primjer, osobe kod kojih
postoji rizik za razvoj dijabetesa neovisnog o inzulinu (pogledati WO 00/07617). Kod osoba s o§te¢enom tolerancijom
glukoze, ili o$te¢enim metabolizmom glukoze kod posta, osoba ¢ija je tjelesna tezina oko 25% iznad normalne tjelesne
tezine za visinu i tjelesnu gradu tih osoba, osoba s djelomi¢nom pankreatektomijom, osoba koje imaju jednog ili vise
roditelja koji boluju od dijabetesa neovisnog o inzulinu, osoba koje su imale gestacijski dijabetes i osoba koje su imale
akutni ili kroni¢ni pankreatitis postoji rizik za razvoj dijabetesa neovisnog o inzulinu.

"Utinkovita koli¢ina” GLP-1 spoja je koli¢ina koja izaziva Zeljeni terapijski i/ili profilakticki u¢inak bez uzrokovanja
neZeljenih nuspojava prilikom davanja osobi kojoj je potrebna stimulacija GLP-1 receptora. "Zeljeni terapijski u¢inak”
obuhvaca jedno ili vise od sljedeceg: 1) ublazavanje simptoma povezanih uz bolest ili stanje; 2) odgodu pojave
simptoma povezanih uz bolest ili stanje; 3) produzen Zivot u usporedbi s odsustvom lije¢enja; te 4) bolju kvalitetu
zivota u usporedbi s odsustvom lijeenja. Na primjer, "ucinkovita koli¢ina” GLP-1 spoja za lijeCenje dijabetesa je
koli¢ina koja bi izazvala bolju kontrolu koncentracije glukoze u krvi nego kod odsustva lijeenja, time izazivajuci
odgodeno pojavljivanje dijabetickih komplikacija poput retinopatije, neuropatije ili bolesti bubrega. "Uc€inkovita
koli¢ina” GLP-1 spoja za sprjecavanje dijabetesa je koli¢ina koja bi odgodila, u usporedbi s odsustvom lije¢enja, pojavu
poviSene razine glukoze u krvi koja zahtijeva lijeCenje s lijekovima protiv hipoglikemije poput sulfonil urea,
tiazolidindiona, inzulina i/ili bisgvanidina.

Doza fuzijskog proteina koja je udinkovita u normaliziranju glukoze u krvi bolesnika ovisit ¢e o brojnim faktorima,
medu koje su ukljuéeni, bez ogranic¢enja, spol, tezina i dob osobe, stupanj nemoguénosti reguliranja glukoze u krvi, put
primjene, te bioraspolozivost, farmakokineticki profil fuzijskog proteina, jacina djelovanja, te pripravak.

Ovaj izum obuhva¢a GLP-1 spojeve kojima su poboljSana biokemijska i biofizicka svojstva putem spajanja na
albuminski protein, odsjeak albumina, analog albumina, Fc protein, Fc odsjecak, ili Fc analog. Ekspresija tih
heterolognih proteina moze se uspjes$no izvesti u stanicama domacinima, uz zadrzavanje signalnih aktivnosti povezanih
s aktivacijom GLP-1 receptora, te uz produZeni poluzivot.

Sljede¢i primjeri predstavljeni su radi daljnjeg opisivanja izuma. Opseg ovoga izuma ne obuhvaéa samo sljedece
primjere. Iskusni struénjaci ¢e uvidjeti da su pojedini reagensi, oprema, te postupci opisani iskljucivo radi slikovitog
prikaza, te da im nije svrha da ogranice ovaj izum, na bilo koji na¢in.

Primjer 1:
Izrada DNA koja kodira heterologne fuzijske proteine

Primjer la: Izrada DNA koja kodira Val®-GLP-1 (7-37)-Fc: Fe¢ dio humanog IgG1 izolira se iz knjiznice cDNA, te
sadrzi potpuno glavno podrucje, te CH2 i CH3 domene. Nacini se podklon odsjecka koji sadrzi 696 parova baza tog Fc
dijela humanog IgG1 na Nhel i Eco47III mjestima ekspresijskog vektora sisavaca pJB02 kako bi nastao pJB02/Fc
(pogledati Sliku 5). DNA koja kodira signalnu sekvencu za izlu¢ivanje Igk spojena na Val®-GLP-1 (7-37) proizvedena
je pomocu in vitro hibridizacije Cetiri komplementarna oligonukleotida koji se preklapaju:
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5'~ CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGEGTT
CCAGGTTCCACTGGTGACCAGTG — 3 [SEQ ID NO:12]

5’'~ GAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCCAGGGCCAGGCCGCCAAGGA
GTTCATCGCCTGGCTGCTGAAGGGAAGAGGEC — 3' [SEQ 1D NO:13]

5/— TGAAGGTGCCCTCCACGTGGTCACCAGTCEAACCTCEAACCCAGCAGCAGCAGTA
CCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTGG - 3’ [SEQ ID
NO:14]

5/- GCCTCTTCCCTTCACCAGCCAGGCCATGAACTCCTTGCCGECCTGGCCCTCCAGA
TAGGAGGACACGTCGGAGG — 3’ [SEQ ID NO:15]

Rcakeija hibridizacije provodi sc¢ pomocu ckvivalentnih koli¢ina svakog oligonuklcotida (kona¢na koncentracija za
svaki oligo 1 pm/ul). Smjesa oligonukleotida zagrijava se 5 min na 100°C u puferu za ligaciju (50 mM Tris-HCl, pH
7,5, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 ng/ml govedeg serumskog albumina), te se zatim hladi barem 2 sata
na 30°C.

pJB02/Fc vektorsku osnovicu, koja je razgradena s Nhel i Eco471I1. Produkti ligacije rabe se za preinaku prikladnih
XL-1 Plavih stanica (Stratagene). Rekombinantni plazmidi se testiraju na prisutnost umetaka koji kodiraju peptide
pomoc¢u razgradnje klonova s Neol (kodira Kozak sekvencu, te prvi Met signalnog peptida), te odredivanjem sekvence.
Nastali ekspresijski plazmid koji se rabi u transfekcijskim testovima oznacen je kao pJB02-V8-GLP-1-Fc (Slika 5).

Primjer 1b: Izrada DNA koja kodira Val®*-GLP-1 (7-37)-HSA: Plazmid HSA/pcDNA3.1GS kupljen je od Invitrogen-a
(Katalog # H-M12523M-pcDNA3.1/GS), te rabljen kao kalup za izolaciju cDNA koja kodira humani serumski albumin
(HSA). HSA c¢DNA se pripravlja pomoc¢u PCR, pri ¢emu se DNA koja kodira vodecu sekvencu, kao i pro-peptid od
$est aminokiselina uklanja s kraja 5'. Osim toga, stop kodoni se dodaju izravno na kraj 3' sekvence koja kodira HSA.
Kona¢no, mjesta za restrikcijske enzime nacinjena su na krajevima 5' i 3' radi olak3avanja kloniranja. HSA DNA
sekvenca koja je prisutna u izvornom vektoru kupljenom od Invitrogen-a sadrzavala je izmjenu samo jedne baze u 3'
podrudju gena (poloZaj 667) u usporedbi s nativnom humanom sekvencom. Ta promjena daje kodon za Asn umjesto
Asp. Stoga, uporabom postupka PCR mutageneze preklapajuéih vlakana, kodon se mijenja u kod za Asp na tom
polozaju. Nastala DNA koja kodira HSA klonira se na Nhel i HindIIl mjesta u pJB02, kako bi nastao pJB02-HSA
(Slika 6).

Igx vodeda sekvenca spojena na Val®-GLP-1 (7-37) sekvencu proizvodi se kao $to je raspravljeno u Primjeru la. Ta
DNA se podvrgava ligaciji na Nhel i FspI mjesta u pJB02-HSA, kako bi nastao pJB02-Val*-GLP-1-HSA.

Primjer 1¢: Izrada DNA koja kodira Val*-GLP-1 (7-37)-vezni peptid-HSA:

Vektor pJB02-HSA pripravlja se kako je raspravljeno u Primjeru 1b. DNA koja kodira sekvencu za vezni peptid
[GGGGS]; podvrgava se ligaciji u okviru na 5' kraj DNA koja kodira HSA, kako bi nastao pJB02-vezni peptid-HSA
(Slika 7). DNA koja kodira Igk vode¢u sekvencu, te koja je spojena na Val®-GLP-1 (7-37) sekvencu i dio 5' sekvence
veznog peptida, proizvodi se kako je raspravljeno u Primjeru la. Ta se DNA podvrgava ligaciji na Nhel i BspEI mjesta
u pJB02, kako bi nastao pJB02-Val*-GLP-1-vezni peptid-HSA.

Primjer 1d: Izrada DNA koja kodira Eksendin-4-Fc:

Plazmid pJB02/Fc pripravlja se prema opisu u Primjeru la. DNA koja kodira Igk signalnu sekvencu spojena na
Eksendin-4, proizvodi se pomocu in vitro hibridizacije sljedecih preklapajucih i komplementarnih oligonukleotida:
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5’ - CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTG
GGTTCCAGCTTCCACCGGTCAC — 3! [SED ID NO:16]

5’ - GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGGAGGCCGT
GAGACTG — 3’ [SEQ ID NO:17]

5¢ = TTCATCGAGTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCGGAGCCCCTCLTCCT
AGC - 3’ [SEQ ID NO:18]

5’ ~ GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGEAGTGTGTCTGTCTCCA
TGGTGG — 3’ [SEQ ID NO:19]

5' - CTCCTCCTCCATCTGCTTGCTCAGGTCGCTGGTCGAAGGTTCCCTCTCCGTGA
CCGGTG — 3’ [SEQ ID NO:20]

5! - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTTGGTCCTCCGTTCTTCAGCCACTCGAT
GAACAGTCTCACGGC — 3! [SEQ ID NO:21]

Reakcija hibridizacije se izvodi prema opisu u Primjeru 1a. Produkt hibridizacije se podvrgava ligaciji na pJB02 vektor,
koji je razgraden s Nhel i Eco4711I, prema opisu u Primjeru 1a, a kako bi nastao pJB02-Eksendin-4-Fc.

Primjer 1e: Izrada DNA koja kodira Eksendin-4-HSA:

Plazmid pJB02-HSA pripravlja se prema opisu u Primjeru 1b. DNA koja kodira Igk signalnu sekvencu spojena na
Eksendin-4, proizvodi se pomocu in vitro hibridizacije istih preklapajucih i komplementarnih oligonukleotida koji su
opisani u Primjeru 1d. Reakcije hibridizacije se takoder izvode prema gornjem opisu. DNA se klonira na jedinstvena
Nhel i Fspl mjesta u pJB02-HSA, kako bi nastao pJB02-Eksendin-4-HSA.

Primjer 1f: Izrada DNA koja kodira Eksendin-4-vezni peptid-HSA:

Plazmid pJB02-vezni peptid-HSA izraduje se prema opisu u Primjeru lc. DNA koja kodira signalnu sekvencu Igi
spojena na Eksendin-4 i dio 5' sekvence za vezni peptid proizvodi se kao u Primjeru 1d. Ta DNA se klonira na
jedinstvena Nhel i BspEI mjesta u pJB02-vezni peptid-HSA, kako bi nastao pJB02-Eksendin-4-vezni peptid-HSA.

Primjer 1g: Izrada DNA koja kodira Val®-GLP-1/C-Ex-Fc:
Plazmid pJB02-Eksendin-4-Fc se pripravlja prema opisu u Primjeru 1d. DNA koja kodira Eksendin-4 izrezuje se iz
vektora pomoéu Agel i Eco47III. DNA koja kodira Val®-GLP-1/C-Ex proizvodi se pomoéu in vitro hibridizacije
sljedeéih preklapajuéih i komplementarnih oligonukleotida:
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5' —CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA — 3' [SEQ ID NO:22]

5’ — AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGE
AGCCCCTCCTCCTAGC — 3’ [SEQ ID NO:23]

5' — CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCAC
GTGA — 3’ [SEQ ID NO:24]

5!’ - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTITGGCGGCCTGGCC ~ 3' [SEQ ID NO:25]

Reakcija hibridizacije se izvodi prema opisu u Primjeru la. Produkt hibridizacije se podvrgava ligaciji na mjesto
Eksendina-4 u pJB02-Eksendin-4-Fc ekspresijskom vektoru, kako bi nastao pJB02-Val®-GLP-1/C-Ex-Fe.

Primjer 1h: Izrada DNA koja kodira Val*-Glu*>-GLP-1-Fc:
Plazmid pJB02-Eksendin-4-Fc pripravlja se prema opisu u Primjeru 1d. DNA koja kodira Eksendin-4 izrezuje se iz
vektora pomoéu Agel i Eco47IIL. DNA koja kodira Val®-Glu*>-GLP-1 proizvodi se pomoéu in vitro hibridizacije
sljede¢ih preklapajuéih i komplementarnih oligonukleotida:

5' —CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA - 3’ [SEQ ID NO:26]

5’ — AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGETGAAGGGCCGGGGC — 3' [SEQ ID NO:27]

5! — GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGLCGATGAACTCCTTGGCGGLT
TGCTC — 3’ [SEQ ID NO:28]

5’ - CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGETGCCCT
CCACGTGA - 3’ [SEQ ID NO:29]

Reakcija hibridizacije se izvodi prema opisu u Primjeru la. Produkt hibridizacije se podvrgava ligaciji na mjesto
Eksendina-4 u pJB02-Eksendin-4-Fc ekspresijskom vektoru, kako bi nastao pJB02-Val®-Glu”-GLP-1-Fc.

Primjer 1i: Izrada DNA koja kodira Val®-Glu”GLP-1/C-Ex-Fe:

Plazmid pJB02-Eksendin-4-Fc pripravlja se prema opisu u Primjeru 1d. DNA koja kodira Eksendin-4 izrezuje se iz
vektora pomoéu Agel i Eco47III. DNA koja kodira Val*-Glu”GLP-1/C-Ex proizvodi se pomoéu in vitro hibridizacije
sljedecih preklapajucih i komplementarnih oligonukleotida:
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5!’ — CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA — 3! [SEQ ID NO:30]

5’ — AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGEGGCAGCAGCGGA
GCCCCTCCTCCTAGC —~ 3’ [SEQ ID NO:31]

5’ - CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGETGCCC
TCCACGTGA — 3' [SEQ ID NO:32]
5’ ~ GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA

TGAATTCCTTGGCGGCCTGCTC ~ 37 [SEQ ID NO:33]

Reakcija hibridizacije se izvodi prema opisu u Primjeru la. Produkt hibridizacije se podvrgava ligaciji na mjesto
Eksendina-4 u pJB02-Eksendin-4-Fc ekspresijskom vektoru, kako bi nastao pJB02-Val®-Glu*-GLP-1/C-Ex-Fec.

Primjer 1j: Izrada DNA koja kodira Gly®-GLP-1-Fc:

Plazmid pJB02-Eksendin-4-Fc pripravlja se prema opisu u Primjeru 1d. DNA koja kodira Eksendin-4 izrezuje se iz
vektora pomoéu Agel i Eco47III. DNA koja kodira Gly*-GLP-1 proizvodi se pomo¢u in vitro hibridizacije sljedeéih
preklapajucih 1 komplementarnih oligonukleotida:

5! - CCGGTCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGCTCCTCCTATCTGGA
GGGECCAGGCCGECCA ~ 37 [SEQ ID NO:34]

5’ - AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGEC — 3’ [SEQ ID NO:35]
5’ - CTCCAGATAGGAGGACACGTCACTAGTGAAGGTGCCCTC

GCCGTGA - 3' [SEQ ID NO:36]
57 - QCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCLTTGRELEGC

CTGGCC = 3' [SEQ ID NO:37]

Reakcija hibridizacije se izvodi prema opisu u Primjeru la. Produkt hibridizacije se podvrgava ligaciji na mjesto
Eksendina-4 u pJB02-Eksendin-4-Fc ekspresijskom vektoru, kako bi nastao pJB02-Gly®-GLP-1-Fc.

Primjer 2:
Ekspresija heterolognih fuzijskih proteina

Ckspresija fuzijskih proteina koje kodiraju izradene DNA iz Primjera 1 provedena je pomocu prolazne transfekcije
stanica HEK 293EBNA (i pri¢vrs¢enih i suspendiranih). Stanice se izbroje i nasade 24 sata prije transfekcije.
Transfekcijska smjesa se pripravlja mijesanjem FuGene™6 transfekcijskog reagensa (Roche Molecular Biochemicals,
katalog # 1814443) s OptiMEM-om (Gibco/BRL), te inkubacijom na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta, kada se
dodaje DNA, te se smjesa inkubira dodatnih 15 minuta. Neposredno prije transfekcije, na plo¢u se dodaje svjezi medij
za rast. Tabele 1 i 2 donose daljnje detalje o transfekciji.
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Tabela 1: Reagensi koji se rabe u prolaznoj transfekciji stanica 293EBNA.

Posuda za|Broj DNA (ug) FuGene (ul) [OptiMEM  (Volumen

kulturu tkiva |nasadenih medij (ml) medija za
stanica rast (ml)

35 mm 5x10° 1,5 9 0,102 2

100 mm 2% 10° 12 73 0,820 10

700 cm’ (RB) [2 x 107 65 400 4,0 100

Tabela 2: Sastav medija

Medij za rast i transfekciju

Medij za prikupljanje stanica

DMEM F12 3:1 Hybritech baza
5% FBS 1 mM Ca®*
20 mM HEPES 20 mM HEPES

2 mM L-glutamin

1 pg/ml Nuselin (humani inzulin)

50 pg/ml geneticin (G418 NEO)

1 pg/ml humani transferin

50 ug/ml tobromicin

50 ug/ml tobromicin

Za transfekcije na maloj povrSini (posude 35mm-10mm), stanice se isperu s PBS-om, te se prebace u medij za
prikupljanje stanica 24 sata nakon transfekcije, a medij se skuplja i mijenja svakih 24 sata tijekom nekoliko dana. U
sluaju transfekcija na velikoj povrsini (boce u obliku valjka, 700 cm®), boce u obliku valjka se isperu s PBS-om 48 sati
nakon transfekcije, te se vr$i promjena u medij za prikupljanje stanica. Medij se skuplja i mijenja svakih 24 sata tijekom
najmanjc 10 uzastopnih dana. Rutinski sc samo 10 ciklusa prikupljanja stanica rabi za proc¢isc¢avanjc protcina.

Primjer 3:
Prodi§¢avanje heterolognih fuzijskih proteina

Primjer 3a: pro¢iséavanje Val®*-GLP-1-Fc

Otprilike 4,5 litre prilagodenog medija (razina ekspresije fuzijskih proteina otprilike 20 ug/ml) iz transfekcija na velikoj
povriini profiltrira se pomoc¢u CUNO filterskog sustava, te se ukoncentrira do 250 ml pomo¢u ProFlux sustava dodirne
proto¢ne filtracije s 10 K filterskom membranom. Val®-GLP-1-Fc¢ se uhvati pomoé¢u 5 ml HiTrap protein A kolone u 1x
PBS-u, pH 7,4 uz brzinu protoka od 2 ml/min, te se eluira s 50 mM limunskom kiselinom pH 3,3. Frakcije (1 ml) se
prikupe u epruvete koje sadrze 4 ml 1x PBS-ai 100 pul 1 M Tris pH 8.

Frakcije koje sadrze fuzijske proteine, kao §to je odredeno pomocéu SDS-PAGE i HPLC obrnute faze na Zorbax-u C8,
skupljaju se zajedno, te se nanose na Superdex 75 60/60 kolonu u 1x PBS pH 7.4, uz brzinu protoka od 10 ml/min.
Pozitivne frakcije (20 ml/epruveta) se skupljaju i spajaju. Spojene frakcije se tada podvrgavaju C4 Kromatografiji
obrnute faze u 0,1% TFA vodi, uz brzinu protoka od 3 ml/min. Val*~GLP-1-Fc se eluira pomo¢u gradijenta od 5% B
(0,1% TT'A u acetonitrilu) do 100% B za 70 min. Cluirane frakcije (3 ml/epruveta) se skupljaju. Acetonitril se uklanja
pomocu susenja uz podtlak, te se dodaje 1 ml H,O. Prociséeni uzorak (otprilike 32 ml) dva puta se dijalizira nasuprot 4
litre 1x PBS-a pH 7 4.

Dijalizirani uzorak se zatim profiltrira pomo¢u MILLEX-GV 0,22 um Filterske Jedinice, te se odredi koncentracija
pomocu apsorpcije na 280 nm.

Primjer 3b: pro¢iséavanje Val®-GLP-1-HSA ili Val*-GLP-1-vezni peptid-HSA

Otprilike 6,5 litara prilagodenog medija (razina ckspresije fuzijskih proteina otprilike 10 pug/ml) profiltrira se pomocu
CUNO filterskog sustava, te se ukoncentrira do 380 ml pomocu ProFlux sustava dodirne proto¢ne filtracije s 10 K
filterskom membranom.

Fuzijski se protein uhvati pomoc¢u 50 ml Fast Flow Q kolone (Pharmacia) u 20 mM Tris pH 7,4 uz brzinu protoka od 5
ml/min. Protein se eluira pomoc¢u gradijenta: od 0% do 50% 20 mM Tris-a pH 7,4, IM NaCl u 10 CV, zatim do 100%
Bu2CV.

Frakceije koje sadrze fuzijske proteine skupljaju se zajedno, te se podvrgavaju C4 Kromatografiji obrnute faze u 0,1%
TFA vodi, uz brzinu protoka od 5 ml/min. Fuzijski protein se eluira pomocu gradijenta od 20% B (0,1% TFA u
acetonitrilu) do 90% B za 120 min. Frakcije (3 ml/epruveta) se skupljaju. Acetonitril se uklanja pomoc¢u susenja uz
podtlak.
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Otprilike 9 ml uzorka spojenih frakcija se razrijedi s 1x PBS-om pH 7,4 do 40 ml, te se dijalizira nasuprot 4 litre 1x
PBS-a pH 7.4, preko no¢i. Uzorak se profiltrira, te se odredi koncentracija pomoéu apsorpcije na 280 nm.

Primjer 3¢: pro¢is¢avanje Eksendina-4-Fc

Otprilike 4 litre prilagodenog medija (razina ekspresije fuzijskih proteina otprilike 8 pg/ml) profiltrira se pomocu
CUNO filterskog sustava, te se ukoncentrira do 250 ml pomoc¢u ProFlux sustava dodirne proto¢ne filtracije s 30 K
filterskom membranom.

Eksendin-4-Fc se uhvati pomoc¢u 5 ml HiTrap protein A kolone u 1x PBS, pH 7,4 uz brzinu protoka od 2 ml/min, te se
eluira s 50 mM limunskom kiselinom pH 3,3. Frakcije koje sadrze fuzijski protein skupljaju se zajedno, filtriraju, te
dijaliziraju nasuprot 4 litre 1x PBS-a, preko no¢i. Dijalizirani uzorak se tada nanosi na Superdex 75 60/60 kolonu u 1x
PBS pH 7.4, 0,5 M NaCl, uz brzinu protoka od 10 ml/min. Frakcije (20 ml/epruveta) koje sadrZze fuzijski protein se
skupljaju, spajaju, te ukoncentriravaju do oko 1 mg/ml. Ukoncentrirani uzorci tada se profiltriraju pomoéu MILLEX-
GV 0,22 um Filterske Jedinice.

Primjer 3d: pro¢i§¢avanje Eksendin-4-HSA i Eksendin-4-vezni peptid-HSA:

Otprilike 1,1 litra prilagodenog medija (razina ekspresije fuzijskih proteina otprilike 6 pg/ml) profiltrira se pomocu
CUNO filterskog sustava, te se ukoncentrira do 175 ml pomoc¢u ProFlux sustava dodirne protoéne filtracije s 30 K
filterskom membranom.

Fuzijski se protein uhvati pomocu 5 ml HiTrap Q-sefaroza kolone (Pharmacia) u 20 mM Tris pH 7.4 uz brzinu protoka
od 2 ml/min. Protein se eluira pomoc¢u gradijenta od 0% do 50% 20 mM Tris-a pH 7,4, IM NaCl u 12 CV, a zatim do
100% Bu4 CV.

Frakcije koje sadrze fuzijski protein skupljaju se zajedno, te se podvrgavaju C4 Kromatografiji obrnute faze u 0,1%
TFA vodi, uz brzinu protoka od 5 ml/min. Fuzijski protein se eluira pomoc¢u gradijenta od 10% B (0,1% TFA u
acetonitrilu) do 100% B za 70 min. Skupljaju se frakcije (10 ml/epruveta) koje sadrze fuzijski protein. Acetonitril se
uklanja pomocu susenja uz podtlak.

Otprilike 8 ml uzorka spojenih frakcija se dijalizira nasuprot 4 litre 1x PBS-a pH 7,4, preko noc¢i. Uzorak se profiltrira,
te se odredi koncentracija pomocu apsorpcije na 280 nm. Dijalizirani se uzorak tada nanosi na Superdex 200 26/60
kolonu u 1x PBS pH 7.4, 0,5 M NaCl, uz brzinu protoka od 2 ml/min. Frakcije (3 ml/epruveta) koje sadrze fuzijski
protein se skupljaju, spajaju, ukoncentriravaju, te filtriraju.

Primjer 4:
Karakterizacija fuzijskih proteina pomocéu SDS-PAGE:

SDS-PAGE, nakog ¢ega slijedi imunoblot, rabi se za analizu pro¢i§¢enih fuzijskih proteina, kao i prilagodenog medija
iz stanica koje su transfektirane s raznim ekspresijskim vektorima za fuzijske proteine. SDS-PAGE se izvodi na Novex
Powerease 500 sustavu uz uporabu Novex 16% Tris-Glicin Precast gelova (EC6498), pufera za odvijanje postupka
(10x, LC2675), te pufera za uzorke (L2676). Uzorci se reduciraju s 50 mM DTT-om, te se zagrijavaju 3-5 minuta na
95°C prije nanoSenja.

Nakon provodenja postupka na SDS-PAGE gelu, rabe se voda i transportni pufer (1x Tris-Glicin Seprabuff (Owl
Scientific kat. br. ER26-S) s 20% metanola) za ispiranje SDS-a s gelova. Novex uredaj za prijenos rabi se uz PVDF
(BioRad, kat. br. 162-0174) i nitrocelulozne membrane (BioRad, kat. br. 1703965 ili 1703932). Prijenos se provodi na
sobnoj temperaturi tijekom 90 minuta na 30-35 V. Membrane se blokiraju u 1x PBS-u s 0,1% Tween-20 (Sigma, kat.
br. P-7949), te 5% mlijeka (Biorad, kat.br. 170-6404) tijekom 1-12 sati na 4°C. Antitijela se razrjeduju u 1x PBS-u +
5% mlijeka, te se blotovi inkubiraju u tim otopinama tijekom 1-2 sata na 4°C. Izmedu inkubacija, blotovi se ispiru Cetiri
puta u trajanju 5 minuta, svaki s 1x PBS-om 1 0,2% Tween-20 na sobnoj temperaturi. PBS je nacinjen bilo iz GIBCO
10x PBS-a (kat. br. 70011), kako bi se dobio konaéni sastav 1 mM monobaziénog kalijevog fosfata, 3 mM dibazi¢nog
natrijevog fosfata, 153 mM natrijevog klorida, pH 7.4, ili iz vre¢ica PBS-a od Sigme (kat. br. 1000-3), kako bi se dobio
120 mM NacCl, 2,7 mM KCI, te 10 mM fosfat, pH 7,4 pri 25°C.

Primarna antitijela bila su bilo poliklonalni kozji anti-IgG1 ili ze¢ji anti-HSA. Sekundarno antitijelo bilo je bilo

anti-kozji IgG HRP ili anti-ze¢ji IgG HRP. Sekundarno se antitijelo razrijedi 1:5000. ECL sustav (Amersham
Pharmacia Biotech, kat. br. RN2108 i kat. br. RPN1674H) rabi se za razvijanje blotova.
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Slika 3A usporeduje pro¢id¢eni I'c protein s prilagodenim medijem iz stanica koje su transfektirane s pJB02-Val®-GLP
-1-Fc 1 pJB02-Eksendin-4-Fc. Pad pokretljivosti je spojiv s povecanom veliéinom uslijed GLP-1 dijela fuzijskog
proteina. Slika 3B sli¢no usporeduje pro¢iséeni HSA s prilagodenim medijem iz stanica koje su transfektirane s pJB02
-Val®-GLP-1-HSA, pJB02-Val®-GLP-1-vezni peptid-HSA, pJB02-Eksendin-4-HSA, ili pJB02-Eksendin-4-vezni
peptid-HSA. Slika 4 identificira pro¢i$¢ene pripravke fuzijskih proteina.

Primjer S:
Karakterizacija fuzijskih proteina pomo¢u masene spektrometrije:

Svi pokusi su izvedeni na Micromass TofSpec-2E masenom spektrometru opremljenom s Time Lag Focusing
elektronikom, reflektronom (koji se rabi u analizi raspona peptida od 0-8000 Da), linearnim detektorom (koji se rabi
tijekom analize velike mase/dobrog signala), te postakceleracijskim detektorom (ili P.A.D., koji se rabi za analize velike
mase/izrazito niskog signala). U¢inkovita duljina puta za instrument u linearnom modu je 1,2 metra, a u reflektronskom
modu iznosi 2,3 metra. Dvije dvostruke mikrokanalne detektorske ploce postavljene su za linearni 1 reflektronski mod
detekcije. Rabljeni laser je Laser Science Inc. VSL-337i dudi¢ni laser koji radi na 337 nm, uz 5 laserskih hitaca po
sekundi. Svi su podaci dobiveni uz uporabu 2 GHz, 8 bitni unutradnji digitizer, te je po spektru prosjecno bilo potrebno
najviSe do 50 laserskih hitaca.

Uredaj je radio u linearnom modu za analize GLP-1 fuzijskih proteina o kojima je rije¢. Linearni detektor je uredaj koji
detektira ione koji putuju niz prolaznu cijev MALDI-ToF-MS uredaja. Mjeri koli¢inu iona kroz vrijeme, te $alje signal
u digitizer na pretvorbu. Digitizer pretvara analogni u digitalni signal, te omogucava prijenos signala iz masenog
spektrometra u kompjuter, gdje se ponovno konstruira uporabljivi m/z spektar.

Prekristalizirana zasi¢ena otopina sinapinske kiseline (razrijedena u 50/50 Acn/H,O te 0,1% TFA) primjenjena je kao
ionizacijski matriks. Sinapinska kiselina je prikladan matriks za proteine iznad 10 kDa. Referentni proteini prikladni po
masi rabljeni su za unutrasnju i vanjsku kalibraciju radi dobivanja to¢nih odredivanja mase za analizirane uzorke. Svi
uzorci su analizirani pomocu 1:2 razrjedenja uzorka prema matriksu. Uredaj je pocetno postavljen pod sljedeée uvjete
linearnog detektora:

Napon izvora: 20,0 keV Napon impulsa: 3.0 keV
Napon ekstrakcije: 20.0 keV Neugladenost lasera: 50
Napon fokusiranja: 16.0 keV Ugladenost lasera: 50

Linearni detektor: 3,7 keV
P.A.D.: (isklju¢en)

Ove postavke se izmjenjuju (po potrebi) radi dobivanja najboljeg omjera signal/Sum, te najvece rezolucije. Tabela 3
donosi karakterizaciju razli¢itih GLP-1 fuzijskih proteina.

Tabela 3

Fuzijski protein Ocekivana Masa odredena pomocéu
masa (kDa) Mass Spec-a (kDa)

Val®-GLP-1-IgG1 59,08 61,94
Val®-Glu”-GLP-1-IgG1 59,23 63,61
Gly®-GLP-1-IgG1 59,00 62,93
Val®-GLP-1-CEx-IgG1 60,45 65,1-65,6
Val®-Glu”-GLP-1-CEx-IgG | 60,69 65,86
Eksendin-4-1gG1 60,69 65,86
Val®-GLP-1-vezni peptid- 70,70 69,89, 70,74
HSA
Eksendin-4-HSA 70,56 70,62
Eksendin-4-vezni peptid-HSA 71,56 71,62

CEx se odnosi na C-terminalno produZenje, te sadrzi sekvencu Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.
Vezni peptid je Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.
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Primjer 6:
Aktivnost heterolognih fuzijskih proteina:

Sposobnost fuzijskih proteina ovoga izuma da aktiviraju GLP-1 receptor procjenjena je pomocu in vitro analiza poput
onih opisanih u EP 619,322 autora Gelfanda, i sur., odnosno U.S. Patentu br. 5,120,712. Aktivnost tih spojeva u odnosu
na aktivnost Val®-GLP-1 (7-37)OH predoéena je u Tabeli 4. Slika 8 predstavlja krivulje in vitro odnosa doze i odgovora
za Val®-GLP-1 i Eksendin-4 fuzijske proteine. Osim toga, Tabele 5a i 5b donose in vitro aktivnost velike skupine GLP-
1 analoga koji se mogu spojiti na Fc ili na albuminski protein kako bi nastali biologki aktivni fuzijski proteini. Te su
aktivnosti usporedene s GLP-1 (7-37)OH.

Tabela 4: In vitro aktivnost GLP-1 fuzijskih proteina

Fuzijski protein In vitro aktivnost
(% Val*-GLP-1)
Val®-GLP-1-1gG1 1
Eksendin-4-1gG1 240
Val*-GLP-1-vezni peptid-HSA 0,2
Eksendin-4-HSA 20
Eksendin-4-vezni peptid-HSA 90
Eksendin-4 500
Val®-Glu”*-GLP-1-IgG1 3,7
Gly>-GLP-1-IgG1 3.3
Val®-GLP-1-CEx-IgG1 3.3
Val®-Glu**-GLP-1-CEx-IgG1 29
Gly*-Glu”-GLP-1-C2-1gG1 75
Gly®-Glu”-GLP-1-CEx-vezni peptid-  [150
-1gG1
Eksendin-4-C2-1gG1 250
Eksendin-4-vezni peptid-IgG1 330
Gly*-Glu*>-GLP-1-CEx-vezni peptid- 4
-HSA
Gly*-Glu”-GLP-1-CEx-vezni peptid- |80
1G4

CEx se odnosi na C-terminalno produzenje, te sadrzi sekvencu Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.
Vezni peptid je Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.
C2 je Ser-Ser-Gly-Ala-Ser-Ser-Gly-Ala.

Aminokisclinske sckvence fuzijskih protcina opisanih u Tabclama 3 i 4 predstavljenc su u SEQ ID NO: 13 do SEQ ID
NO: 31.

20

Aminokiselinska sekvenca Val®-GLP-1-humani serumski albumin predstavljena je u SEQ ID NO: 13.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

HVEGTFTSDV
YLOQCPFEDH
CCAKQEPERN
YAPELLFFAK
AFKAWAVARL
SISSKLKECC
FLYEYARRHP
ONCELFEQLG
EDYLSVVLNQ
HADICTLSEK
EEGKKLVAAS

SSYLEGOAAK
VKLVNEVTEF
ECFLOHKDDN
RYKAAFTECC
SORFPKAEFA
EKPLLEKSHC
DYSVVLLLRL
EYKFONALLV
LCVLHEKTPV
ERQIKKQTAL

QAALGL [SEQ ID NO: 13]

EFTAWLVKGR
AKTCVADESA
PNLPRLVRPE
QAADKAACLL
EVSKLVTDLT
IAEVENDEMP
AKTYETTLEK
RYTKRVPQVS
SDRVTKCCTE
VELVKHKPKA

36

GDAHKSEVAH
ENCDKSLHTL
VDVMCTAFHD
PRKLDELRDEG
KVHTECCHGD
ADLPSLAADE
CCAAADPHEC
TPTLVEVSRN
SLVNRRPCFS
TKEQLKAVMD

REKDLGEENE
FGDKLCTVAT
NEETFLKKYL
KASSAKORLK

KALVLIAFAQ
LRETYGEMAD
YETARRHPYF
CASLOKFGER

LLECADDRAD
VESKDVCENY
YAKVEDEFKP
LGEKVGSKCCK
ALEVDETYVP
DFAAFVEKCC

LAKYICENQD
AEAKDVFLGM
LVEEPONLTK
HPEAKRMPCA
KEFNAETETF
KADDKETCFA
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Aminokiselinska sekvenca Val®-GLP-1-vezni peptid-humani serumski albumin predstavljena je u SEQ ID NO: 14.
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1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GCCGCGSGCGEGE SGGGGSDAHK SEVAHRFKDL

61
121

GEENFKALVL
CTVATLRETY

IAFAQYLOQC
GEMADCCAKQ

PFEDHVKLVN
EPERNECFLQ

EVTEFARTCV
HKDDNPNLPR

ADESAENCDK
LVRPEVDVMC

SLHTLFGDKL
TAFHDNEETE

181

LKKYLYEIAR

RHPYFYAPEL

LFFARKRYKAA

FTECCOAADK

AACLLPKLDE

LRDEGKASSA

241
30L
361
421
481
541
601

Aminokiselinska sekvenca Gly®*-Glu”>-GLP-1-CEx-vezni peptid-humani serumski albumin predstavljena je u SEQ ID

NO: 15.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

KQRLKCASLQ
DDRADLAKYT
VCKNYAEAKD
DEFKPLVEEP
SKCCKHPEAK
ETYVPKEFNA
VEKCCKADDK

HGEGTETSDV
EVAHRFKDLG
LHTLFGDKLC
AFHDNEETFL
RDEGKASSAK
CHGDLLECAD
AADFVESKDYV
PHECYAKVFD
VSRNLGKVGS
PCEFSALEVDE
AVMDDEAAFV

KFGERAFKAW
CENQDSISSK
VFLGMFLYEY
ONLIKQNCEL
RMPCAEDYLS
ETFTFHADIC
ETCFAEEGKK

SSYLEEQAAK
BEENFKALVLI
TVATLRETYG
KKYLYEIARR
QRLKCASLOK
DRADLAKYIC
CKNYAEAKDV
EFKPLVEEPQ
KCCKHPEAKR
TYVPKEFNAE
EKCCKADDKE

AVARLSQRFP
LKECCEKPLL
ARRHPDYSVV
FEQLGEYKFQ
VVLNQLCVLH
TLSEKERQIK
LVAASQAALG

EFIAWLVKGR
AFAQYLOOCP
EMADCCAKQE
HPYFYAPELL
FGERAFKAWA
ENQDSISSKL
FLGMFLYEYA
NLIKONCELF
MPCAEDYLSV
TETFHADICT
TCFAEEGKKL

KAEFAEVSKL
EKSHCIAEVE
LLLRLAKTYE
NALLVRYTKK
EKTPVSDRVT
KQTALVELVK

VTDLTKVHTE
NDEMPADLPS
TTLEKCCAAA
VPQVSTPTLYV
KCCTESLVNR
HKPKATKEQL

L [SEQ ID NO: 14]

GSSGAPPPSG
FEDHVKLVNE
PERNECFLOH
EFARKRYKAAF
VARLSORFPK
KECCEKPLLE
RRHPDYSVVIL
EQLGEYKFON

VLNQLCVLHE:

LSEKERQIKK
VAASQAALGL

GGGGSGGGES
VTEFAKTCVA
KDDNPNLPRL:
TECCQAADKA
AEFAEVSKLV
KSHCIAEVEN
LLRLAKTYET
ALLVRYTKRKV
KTPVSDRVTK
QTALVELVKH

[SEQ ID NO:

CCHGDLLECA
LAADFVESKD
DPHECYAKVF
EVSRNLGRVG
RPCFSALEVD
KAVMDDFAAF

GGGGSDAHKS
DESAENCDKS
VRPEVDVMCT
ACLLPKLDEL
TDLTKVHTEC
DEMPADLEPSL
TLEKCCAAAD
POVSTPTLVE
CCTESLVNRR
KPKATKEQLK
15]

Aminokiselinska sekvenca Eksendin-4-humani serumski albumin predstavljena je u SEQ ID NO: 16.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Aminokiselinska sekvenca Eksendin-4-vezni peptid-humani serumski albumin predstavljena je u SEQ ID NO: 17.

HGEGTFTSDL
LVLIAFAQYL
ETYGEMADCC
IARRHPYFYA
SLOKFGERAF
KYICENQDST
AKDVFLGMFL
EEPONLIKON
EAKRMPCAED
FNAETETFHA
DDKETCFAEE

SKOMEEEAVR
QQCPFEDHVK
AKQEPERNEC
PELLFFAKRY
KAWAVARLSQ
SSKLKECCEK
YEYARRHPDY
CELFEQLGEY
YLSVVLNQLC
DICTLSEKER
GKKLVAASQA

LFIEWLKNGG
LUNEVTEFAK
FLOHKDDNPN
KAAFTECCQA
REPKAEFAEV
PLLEKSHCIA
SVVLLLRLAK
KFONALLVRY
VLHEKTPVSD
QIKKQTALVE

PSSGAPPPSD
TCVADESAEN
LPRLVRPEVD
ADKAACLLPR
SKLVTDLTKV
EVENDEMPAD
TYETTLEKCC
TRKEVPQVSTP
RVTRCCTESL:
LVKHKPRATK

ALGL [SEQ ID NO: 16]

37

AHKSEVAHRFE
CDKSLHTLEFG
VMCTAFHDNE
LDELRDEGKA
HTECCHGDLL
LPSLAADFVE
AAADPHECYA
TLVEVSRNLG
VNRRPCF SAL
EQLKAVMDDE

KDLGEENFKA
DRLCTVATLR
ETFLKKYLYE
SSAKQRLECA
ECADDRADLA
SKDVCKNYAE
KVFDEFKPLV
KVGSKCCKHP
EVDETYVPKE
AAFVEKCCKA



1
61
121
181
241
301
361
421

481
541
601

HGEGTFTSDL
EVAHRFKDLG
LHTLFGDKLC
AFHDNEETFL
RDEGKASSAK

SKOMEEEAVR
EENFKALVLI
TVATLRETYG
KKYLYEIARR
ORLKCASLQK

HR P20030455A A2

LEIEWLKNGG
AFAQYLOOQCP
EMADCCAKQE
HPYFYAPELL
FGERAFKAWA

PSSGAPPPSG GGGGSGGEGEGS GGGGSDAHKS
FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA DESAENCDKS
PERNECFLQH KDDNPNLPRL VRPEVDVMCT
FFAKRYKAAYR TECCQAADKA ACLLPKLDEL
VARLSQRFPK AEFAEVSKLV TDLTKVHTEC

CHGDLLECAD
AADFVESKDV
PHECYARVFED

DRADLARYIC
CKNYAEAKDV
EFKPLVEEPQ

ENODSTSSKL
FLGMFLYEYA
NLIKONCELF

KECCEKPLLE KSHCTIAEVEN DEMPADLPST,
RRHPDYSVVL LLRLAKTYET TLEKCCAAAD
EQLGEYKFON ALLVRYTKKV PQVSTPTLVE

VSRNLGKVGS
PCEFSALEVDE
AVMDDFAAFV

KCCKHPEAKR
TYVPKEFNAE
EXCCKADDKE

MPCAEDYLSV
TFTFHADICT
TCFAEEGKKL

VLNQLCVLHE
LSEKERQIKK
VAASDAALGL

KTPVSDRVTK CCTESLVNRR
QTALVELVKH KPKATKEQLK
[SEQ ID NO: 17]

Aminokiselinska sekvenca Val*-GLP-1-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 18.

L
61
121
181
241

HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK BEFIAWLVKGR GAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVELE
PPRKPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KENWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGOP REPOVYTLPP SREEMTRNDV
SLTCLVKGEY PSDIAVEWES NGOPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWOQGNVE
SCSVMHEALH NHYTQRSLSL SPGK [SEQ ID NO: 18]

Aminokiselinska sekvenca Val®-GLP-1-CEx-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 19.

1
61
121
181

241
10

HVEGTETSDV SSYLEGQAAK EFTAWLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQD
YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGOPRE PQVYTLPESR
EEMTRNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFE LYSKLTVDKS
RWOOGNVESC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 19]

Aminokiselinska sekvenca Val®-Glu”-GLP-1-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 20.

1
61
121
181
241
15

HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK
PPKPKDTLMI SRTPEVICVV
SVLIVLHQDW LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES
SCSVMHEALH NHYTQKSLSL

EFTAWLVKGR GAEPKSCDKT HTCPPCPAPE: LLGGPSVELE
VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SNKALPAPIE KTISKAKGQOP REPQVYTLPP SREEMTKNOV
NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD: KSRWQOGNVE
SPGK [SEQ ID NO: 201

Aminokisclinska sekvenca Val®-Glu>-GLP-1-CEx-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 21.

1
61
121
181
241

20

HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLEFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GREYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR
EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS: DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSEF LYSKLTVDKS
RWOQGNVESC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 21}

Aminokiselinska sekvenca Gly®-Glu?-GLP-1-C2-IgG1 predstavljena je u SEQ TD NO: 22.
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1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGASSGAAR EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGOPRE PQVYTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLIVDKS
241 RWOOGNVESC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 22]

Aminokisclinska sckvenca Gly®-Glu?-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 23.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGESAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLEPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH ODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GOPREPQVYT LPPSREEMTK NOVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPEVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQOG NVFSCSVMHE ALHNHYTOKS LSLSPGK [SEQ ID NO: 23]

Aminokiselinska sekvenca Gly*-Glu”-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG4 predstavljena je u SEQ ID NO: 24.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFTIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGEGSG GGGSAESKYG
61 PPCPSCPAPE FLGGPSVFLE PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV. VDVSOEDPEV OFNWYVDGVE
121 VHNAKTKPRE EQFNSTYRVV SVLTVLHODW LNGKEYRCKV SNKGLPSSIE KTISKAKGOP
181 REPQVYTLPP SQEEMIKNQV SLTCLVKGFEFY PSDIAVEWES NGOPENNYKT TPPVLDSDGS
241 FFLYSRLTVD KSRWOEGNVE SCSVMHEALH NHYTOKSLSL SLGK [S8EQ ID NO: 24]

Aminokiselinska sekvenca Gly*-Glu**-GLP-1-CEx-2 vezni peptid-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 25.

1 HGEGTETSDV SSYLEEQAAK EFTAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGESG

61 GGGSGGGGSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN
181 KALPAPIEKT ISKAKGQPRE POVYTLPPSR EEMTKNQOVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG
241 OPENNYRTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQOGNVESC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP
301 GK [SEQ ID NO: 257

15 Aminokiselinska sekvenca Gly*-Glu**-GLP-1-2 vezni peptid-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 26.

1 HGEGTFTSDV SSYLEECAAK EFIAWLVKGR GGCGGSGGGE SGCGGSGEGEE 5GGLEESCEEE
61 SAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVICVV VDVSHEDPEV
121 KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE
181 KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQV SLTCLVEKGFY PSDIAVEWES NGOPENNYKT
241 TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVEF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK
[SEQ ID NO: 26]

Aminokiselinska sekvenca Gly®-Glu**-GLP-1-2CEx-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 27.
20

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSS SGAPPPSAEP KSCDKTHTCP
61 PCPAPELLGG PSVFLEPPKP KDTLMISRTP EVICVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA
121 KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHODWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGOPREPQ
181 VYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQOP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY
241 SKLTVDKSRW QQGNVESCSV MHEALHNHYT QKSLSLS2GK [SEQ ID NO: 27]

39



HR P20030455A A2

Aminokiselinska sekvenca Gly*-Glu®-Val®-Tle**-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 28.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAVK EFIAWLIKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG GCGSAEPKSC
61 DRKTHTCPPCP APELLGGPSV FLEFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKEFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NOVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPPVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK [SEQ ID NO: 28]

Aminokiselinska sekvenca Eksendin-4-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 29.

1 HGEGTFISDL SKOMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVVSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFE LYSKLTVDKS
241 RWQOGNVFSC SVMHEALHNH YTOKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 29]

10 Aminokiselinska sekvenca Eksendin-4-C2-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 30.

1 HGEGTFTSDL SKOMEEEAVR LPIEWLKNGG PSSGASSGAA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
121 YNSTYRVEV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN KALPAPIERT ISKAKGOPRE POVYTLEPSR
181 EEMTENQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG OPENNYKTTP PVLDSDGSFE LYSKITVDKS
241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 30]

Aminokiselinska sekvenca Eksendin-4-vezni peptid-IgG1 predstavljena je u SEQ ID NO: 31.
15
1 HGEGTFTSDL SKOMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSG GGGSGCGGEGSGE GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVI CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH ODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIERTISKAK
181 GOPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGOPENN YKTTPPVLDS
241 DGSFFLYSKL TVDKSRWOOG NVFSCSVMHE ALHNHYTOKS LSLSPGK [SEQ ID NO: 311

Tabela 5a: In vitro aktivnost analoga GLP-1

20 GLP-1 spoj Aktivacija receptora za GLP-1
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GLP-1(7-37)0H 1.0
Val®-GLP-1(7-37)0H 0.47

(n = 6)
Gly®-His"™-GLP-1(7-37)0H 0.282
val®-Ala''-GLP-1(7-37)0H 0.021
val®-Lys™"-GLP-1(7-37)0H 0.001
val®-Tyr'? GLp-1(7-37)0H 0.81

val®-cglu*t-@Lp-1(7-37)0H 0.047
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val®-Ala'®-GLP-1(7-37)0H
vall-Tyr!-grp-1(7-37)0H
Val®-Lys?°-GLP-1(7-37)0H
Gln?’-GLP-1(7-37)0H

val®-Ala??-GLP-1(7-37)0H
val®-Ser**-GLP-1(7-37)0H
Vall-Asp??-GLP-1(7-37)0H
Val®-Glu®?-GLP-1(7-37)0H
Val®-Lys®*-GLP-1(7-37)0H
val®-pro®*-gLP-1(7-37)0H
val®-gis®?-qrp-1(7-37)0H
Val®-Lys®*-GLP-1 (7-36)NH,
Val®-Glu??-GLP-1 (7-36)NH,
Gly®-clu®?-GgLP-1(7-37)0H
val®-Lys®-GLP-1(7-37)0H

val®-His*-GLP-1(7-37)0H

42
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vVall-Lys?*-GLP-1(7-37)0H 0.02
Val®-His?®-GLP-1(7-37)0H 1.6
val®-¢1lu’®-GLP-1(7-37)OH 1.5
val®-nis?’-GLp-1(7-37)0H 0.37
val®-ala®*’-GLP-1(7-37)0H 0.47
Gly®-G1u’°-GLP-1(7-37)0H 0.29
val®-G1u’’-cLp-1(7-37)0H 0.29
Val®-Asp’’-GLP-1(7-37)0H 0.15
val®-ser®*’-gLp-1(7-37)0H 0.19
val®-nis®’-cLp-1(7-37)0H 0.19
val®-Glu®’-GLp-1(7-37)0H 0.039
val®-ala**-cLp-1(7-37)0H 0.1
val®-c1y*3-gLp-1(7-37)0H 0.01
Val®-¢lu’-GLP-1(7-37) OH 0.17
Val®-Pro’S_gLp-1 (7-37) OH 0.094
val®-His?*®*-GLP-1(7-37)0H 0.41

Val®-Glu*®-GLP-1(7-37)0H 0.15
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Val®-G1ult-GLP-1(7-37)0H 0.11
val®-mis®®-qLp-1(7-37)0H 0.22
Val®-nig?’-GLP-1(7-37)0H 0.33

Val®-Leu'®-G1lu®°-GLP-1(7-37)0H 0.23
Val®-Lys??-Glu®’~GLP-1(7-37)0H 0.37
val®-rys??-¢lu?’-GLpP-1(7-37)0H 0.35
vall-glu*?-ala?’-grp-1(7-37)0H 1.02
Val®-glu?? - Lys?’-GLP-1(7-37)0H 1.43
Val®-Lys®?-val?*-GLP-1(7-37)0H 0.08
vVal®-Lys*’-Asn®!-GLP-1(7-37)0H 0.09
val®-cly**-Lys®®-@Lp-1(7-37)0H 0.34

val®-clyv*®-pPro?’-GrLp-1(7-37)NH, 0.53
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Tabela 5b. In vitro aktivnost analoga GLP-1

GLP-1 Spoj Aktivacija receptora
za GLP-1
GLP-1(7-37)0H 1.0
Val®’-GLP-1(7-37)0H 0.47
Glya—GLP—1(7—37)OH 0.80
Val®-Tyr *~GLP~1(7-37)0H 0.80
Val®~Tyr *-GLP-1(7-36)NH, 0.52
Val®-Trp™-GLP-1(7-37)0H 0.52
Val®-Leu °-~GLP-1(7-37)0H 0.52
Val -Val °-GLP-1(7-37)0H 0.52
Val®-Tyr°-GLP-1(7-37)0H 1.18
Gly -Glu**-GLP-1(7-37)0H 1.03
Val®-Leu”-GLP-1(7-37)0H 0.24
Val®-Tyr*-Tyr°-GLP-1(7-37)0H 0.70
Val®-Trp*~-Glu*’-GLP-1(7-37)0H 0.80
Val®-Tyr?-clu®*-GLP-1(7-37)0H 1.27
Val®-Tyr °-Phe”-GLP-1(7-37)0H 1.32
Val®-Tyr °-Glu®*-GLP-1(7-37)0H 1.69, 1.79
Val®-Trp °-Glu”-GLP-1(7-37)0H 2.30, 2.16
Val®-Leu°-Glu”?-GLP-1(7-37)0H 2.02
Val®-Ile'®-Glu*?-GLP-1(7-37)0H 1.55
val®’-Phe'®-G1lu**-GLP-1(7-37)0H 1.08
Val®-Trp ®-Glu**-GLP-1(7-37)0H 1.50, 3.10
Val®-Tyr°-Glu**~-GLP-1(7-37)0H 2.40, 2.77
Val®-Phe ®-G1lu**-GLP-1(7-37)0H 0.94
Val’-Ile ®*-Glu”*-GLP-1(7-37)0H 1.88
Val®-Lys®-Glu??-GLP-1(7-37)0H 1.18
Val®-Trp'?-c1u??-GLP-1(7-37)0H 1.50
Val®-Phe'” - Glu®* - GLP-1(7-37)0H 0.70
vVal®-pPhe?’-Glu“-GLP-1(7-37)0H ey

45




HR P20030455A A2

37)0H

Val®-Glu*’-Leu”’-GLP-1(7-37)0H 139
Val®-Glu*’~-T1e®-GLP-1(7-37)0H 1.46
Val®-Glu**-val®>-GLP-1(7-37)0H 2.21, 1.36
Val®-Glu**-I1e’’-GLP-1(7-37)0H 0.94
Val®-Glu**-Ala*’-GLP-1(7-37)0H 1.03
val®-Glu**-11e’’~GLP-1(7-37)0H 2.21, 1.79, 1.860
Val®-aAsp’-Ilett-myr'®_clu®- 2.02
GLP-1(7-37)0H

Val®-Tyr'®-Trp”~-Glu**-GLP-1 (7- 1.64

37)OH

Val®-Trp °~-Glu**-val®-Ile’’- 2.35
GLP-1(7-37)0H

Val®-Trp°-Glu**-Ile’’-GLP-1(7- 1.93

37)0H

Val®-Glu®*~-Val®-Tle’”-GLP-1(7- 2:30; 2098, 345
37)0H

Val®-Trp°-Glu**-Val®-GLP-1(7- 2.07

37)0H

Val®-Cys'°-Lys®°~GLP-1(7-37)0H 1.97
Val®-Cys'® - 1wys®-arg®® Grpr-1(7- 2.4,1.9

Tabela 6: In vitro aktivnost analoga GLP/Eksendina

In vitro aktivhost
Peptidna sekvenca (% Val® oo
1(7-37)OH)
HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 6.21
HGEGTEFTSDLSKOMEEEAVRLE IEWLKNGGPSSGAPP 6.75,3.25
PS~-NH2 ‘ :
HVEGTFTSDLSKOMEEEAVRLF IAWLVKGRG 2.86
HVEGTFTSDVSSYLEEEAVRLF IAWLVKGRG 1.47
HVEGTFTSDLSKQMEGQAAKEFTAWLVKGRG 0.11
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HVEGTFTSDVSKQOMEGQAAKEF TAWLVKGRG 0.04
HGEGTFTSDLSKOMEGQAAKEFIEWLKNGGP-NH2 1.44
HGEGTFTSDLSKQOMEEEAAKEFIEWLKNGGP-NH2 2.80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5.07
HAEGTFTSDVSSYLECQAAKEFIAWLVKGRPSSGAPPPS 3.30
-NH2

HAEGTFTSDVSKQLEEEAAKEF IAWLVKGRG 2.15
HVEGTFTSDVSSYLECQAAKEF I EWLKNGGP-NH2 2.36
HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIAWLVKGRG 3.25
HVEGTFTSDVSSYLEEEAAKEF IAWLVKGRG 1.00
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLKNGRG 0.20
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEF IAWLVKGRG 1.00
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 2.12

Primjer 7:
In vivo farmakokinetika Val*-GLP-1-IgG1 i Val*-GLP-1-HSA:

Farmakokineti¢ko istrazivanje Val-GLP-1-IgG1 i Val®-GLP-1-HSA provedeno je na cynomologus majmunima.
Majmuni su primili dozu od 5,6 nmol/kg bilo pro¢is¢enog Val®-GLP-1-IgG1 ili Val®-GLP-1-HSA. Spojevi su
primjenjeni u obliku davanja intravenske injekcije. Krv je prikupljana prije davanja doze, te 0,083, 0,25, 0.5, 1, 4, 8, 12,
24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, te 216 sati nakon primjene doze u epruvete koje sadrze EDTA. Plazmatske koncentracije
imunoreaktivnog Val®-GLP-1 odredene su pomo¢u radioimuno analize koja rabi poliklonalni antiserum ¢&ija je primarna
specifi¢nost usmjerena prema N-terminalnom (7-16) podrugju Val®>-GLP-1 (7-37). Slika 9 prikazuje plazmatsku
koncentraciju Val®-GLP-1-F¢ i Val-GLP-1-vezni peptid-HSA nakon samo jedne intravenske doze kod dva
cynomologus majmuna. Fc fuzijski protein imao je poluzivot otprilike 45 sati, a albuminski fuzijski protein imao je
poluzivot otprilike 87 sati.

Primjer 8:
In vivo farmakodinamika Fksendina-4-1gG1:

Dva trajno kanulirana normalna muska psa zeCara izuCavana su nakon gladovanja preko no¢i. Osiguran je pristup
arterijskim i venskim pristupnim otvorima, te je kateter umetnut perkutano u cefalitku venu i osiguran. Zivotinje su
stavljene u kaveze, te su njihovi kateteri pri¢vr§éeni na nepropusni sustav katetera koji se sastoji od dva dijela, pri ¢emu
je jedan pomic¢an u odnosu na drugi. Otopina koja sadrzi fuzijski protein Eksendin-4-IgG1l (11,8 uM) ubrizgana je
intravenski (1,0 nmol/kg) kroz kateter u cefali¢koj veni. Kateter je zatim ispran s 10 ml soli. Dva sata kasnije, zapoceto
je davanje hiperglikemicke (150 mg/dl) infuzije, $to je nastavljeno tijekom tri sata. Uzorci arterijske krvi su vadeni
tijekom tog S-satnog razdoblja za odredivanje plazmatskih koncentracija fuzijskog proteina, glukoze i inzulina.

Rezultati tog istraZivanja usporedeni su s rezultatima iz sliénih, prethodnih istraZivanja u kojima su obje Zivotinje
primile intravensku injekciju soli, s.c., te su tri sata kasnije izu¢avani uz uporabu 3-satne hiperglikemicke (150 mg/dl)
infuzije.

U obje skupine istrazivanja, plazmatske koncentracije glukoze su odredene pomocéu Beckmanovog analizatora za

glukozu. Plazmatske koncentracije inzulina odredili su zaposlenici tvrtke Linco Research, Inc. pomocéu RIA kompleta
koji je razvijen u njihovim laboratorijima. Podaci su slikovito prikazani na Slikama 101 11.
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Primjer 9:
In vivo farmakokinetika Gly®-Glu*’-GLP-1-CEx-vezni peptid-IeG1:

Dvije skupine po tri normalna mugka psa zetara primile su 0,1 mg/kg Gly*-Glu”-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1l
subkutanom (SC) ili intravenskom (IV) primjenom. Plazmatske koncentracije Gly®-Glu?’-GLP-1-CEx-vezni peptid-
IgG1 imunoreaktivnosti odredene su radioimuno analizom u uzorcima koji su prikupljeni pocevsi s 30 minuta prije
doze do 216 sati nakon doze i za IV i za SC skupinu. Te koncentracije zatim su rabljene za odredivanje prijavljenih
farmakokineti¢kih parametara. Prosjeéni poluZivot uklanjanja IV primjenjenog Gly®-Glu-GLP-1-CEx-vezni peptid-
IgG1 iznosio je otprilike 55 sati, a ukupno izluéivanje iz tijela bilo je 1,5 mL/h/kg. Prosjeéni poluZzivot uklanjanja SC
primjenjenog Gly*-Glu*-GLP-1-CEx-vezni peptid-IgG1 iznosio je otprilike 38 sati.

PATENTNI ZAHTJEVI

L.

(3]

Heterologni fuzijski protein, naznaten time da sadrZi prvi polipeptid s N-zavretkom i C-zavr§etkom spojen na
drugi polipeptid s N-zavrietkom i C-zavr$etkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a drugi polipeptid se
izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) humanog albumina;

b) analoga humanog albumina; te

¢) odsje¢aka humanog albumina,

te gdje je C-zavrsetak prvog polipeptida spojen na N-zavr$etak drugog polipeptida.

Heterologni fuzijski protein, naznacen time da sadrzi prvi polipeptid s N-zavrSetkom i C-zavrietkom spojen na
drugi polipeptid s N-zavrsetkom i C-zavrSetkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a drugi polipeptid se
izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) humanog albumina;

b) analoga humanog albumina; te

¢) odsje¢aka humanog albumina,

te gdje je C-zavrsetak prvog polipeptida spojen na N-zavr$etak drugog polipeptida putem veznog peptida.
Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 2, naznaden time da se vezni peptid izabire iz skupine koja se sastoji
od:

a) peptida bogatog glicinom;

b) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser], pri ¢emujen 1,2, 3,4, 51li 6; te

¢) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevima 1, 2 ili 3, naznacen time da GLP-1 spoj sadrzi sekvencu prikazanu
formulom I [SEQ ID NO: 2]:

7 8 S 10 11 92 3 g4 a5 45 1Y
His—Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Phe-Thr-Xaa-Agp-Xaa-Xaa-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-
40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa—Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Formula I (SEQ ID NO: 2)

pri cemu:

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

Xaa na polozaju 9 je Glu, Asp, ili Lys;

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

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

Xaa na polozaju 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp, ili Lys;
Xaa na polozaju 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr, ili Lys;
Xaa na polozaju 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, ili Lys;

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

10.

11.

12.

13.

HR P20030455A A2

Xaa na polozaju 20 je Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, ili Lys;
Xaa na polozaju 21 je Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 23 je Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg, Glu, Asp, ili Lys;
Xaa na polozaju 25 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 26 je Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 27 je Leu, Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 31 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, ili Lys;

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

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

Xaa na polozaju 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 35 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na poloZaju 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 37 jc Pro, Gly, Ala, Scr, Thr, Leu, Ilc, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili jc izbrisan;
Xaa na polozaju 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na poloZzaju 40 je Gly, Asp, Glu, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na poloZaju 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;
Xaa na poloZaju 42 je Ser, Pro, Lys, Glu, ili Asp, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 43 je Ser, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 44 je Gly, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan; te

Xaa na polozaju 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

uz uvjet da se pri brisanju aminokiseline na polozaju 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, ili 44, svaka aminokiselina
nizvodno od te aminokiseline takoder izbrise.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 4, naznacen time da GLP-1 spoj nema vise od 6 aminokiselina koje se
razlikuju od odgovarajucih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 5, naznacen time da GLP-1 spoj nema viSe od 5 aminokiselina koje se
razlikuju od odgovarajué¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 6, naznacen time da GLP-1 spoj nema vige od 4 aminokiseline koje se
razlikuju od odgovarajuc¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 7, naznacen time da GLP-1 spoj nema vise od 3 aminokiseline koje se
razlikuju od odgovarajucih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 8, naznacen time da GLP-1 spoj nema vie od 2 aminokiseline koje se
razlikuju od odgovarajucih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein, naznacen time da sadrzi prvi polipeptid s N-zavr$etkom i C-zavrsetkom spojen na
drugi polipeptid s N-zavr§etkom i C-zavrietkom, pri ¢emu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a drugi polipeptid se
izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) Fc dijela imunoglobulina;

b) analoga Fc dijela imunoglobulina; te

¢) odsjecaka Fc dijela imunoglobulina,

te gdje je C-zavrSetak prvog polipeptida spojen na N-zavrsetak drugog polipeptida.

Heterologni fuzijski protein, naznacen time da sadrZi prvi polipeptid s N-zavr$etkom i C-zavrietkom spojen na
drugi polipeptid s N-zavrictkom i C-zavrictkom, pri ¢cmu je prvi polipeptid GLP-1 spoj, a drugi polipeptid sc
izabire iz skupine koja se sastoji od:

a) Fc dijela imunoglobulina;

b) analoga Fc dijela imunoglobulina; te

¢) odsjecaka Fc dijela imunoglobulina,

te gdje je C-zavrietak prvog polipeptida spojen na N-zavrsetak drugog polipeptida putem veznog peptida.
Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 11, naznacen time da se vezni peptid izabire iz skupine koja se sastoji
od:

a) peptida bogatog glicinom;

b) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser], pri ¢emujen 1,2, 3,4, 51li 6; te

¢) peptida koji ima sekvencu [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser];.

Heterologni fuzijski protein prema bilo kojem od Zahtjeva 10, 11 ili 12, naznaen time da GLP-1 spoj sadrzi
sekvencu prikazanu formulom 1 [SEQ ID NO: 2]:
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7 8 9 i0. .11 12 13 14 15 .16 17
His-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Phe-Thr Xaa Asp-Xaa-Xaa-
¥ 1990 2L 99 93 94 oK. 05 2998
Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe-
29 30 231 .32 .33 .. 34 35 36 37 .38 39
Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-
40 41 42 43 44 45
Xaa-Xaa—-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Formula I (SEQ ID NO: 2)

pri emu:

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

Xaa na polozaju 9 je Glu, Asp, ili Lys;

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

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

Xaa na polozaju 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu, Asp, Trp, ili Lys;
Xaa na polozaju 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, Trp, Tyr, ili Lys;
Xaa na polozaju 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, ili Lys;

Xaa na polozaju 20 je Leu, Ala, Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, ili Lys;
Xaa na polozaju 21 je Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 23 je Gln, Asn, Arg, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Arg, Glu, Asp, ili Lys;
Xaa na polozaju 25 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys;

Xaa na polozaju 26 je Lys, Arg, Gln, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 27 je Leu, Glu, Asp, ili Lys;

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

Xaa na polozaju 31 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, ili Lys;

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

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

Xaa na polozaju 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, ili His;

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

Xaa na polozaju 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His;

Xaa na polozaju 37 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;
Xaa na polozaju 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 40 je Gly, Asp, Glu, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 42 je Ser, Pro, Lys, Glu, ili Asp, ili je izbrisan,

Xaa na polozaju 43 je Ser, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

Xaa na polozaju 44 je Gly, Pro, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan; te

Xaa na polozaju 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp, ili Lys, ili je izbrisan;

uz uvjet da se pri brisanju aminokiseline na polozaju 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, ili 44, svaka aminokiselina
nizvodno od te aminokiseline takoder izbrie.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 13, naznafen time da GLP-1 spoj nema vi§e od 6 aminokiselina koje
se razlikuju od odgovaraju¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 14, naznacen time da GLP-1 spoj nema vise od 5 aminokiselina koje
se razlikuju od odgovaraju¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 15, naznacen time da GLP-1 spoj nema vise od 4 aminokiseline koje
se razlikuju od odgovaraju¢ih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 16, naznacen time da GLP-1 spoj nema vise od 3 aminokiseline koje
se razlikuju od odgovarajucih aminokiselina u GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.
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18. Heterologni fuzijski protein prema Zahtjevu 17, naznacen time da GLP-1 spoj nema vi§e od 2 aminokiseline koje
se razlikuju od odgovarajué¢ih aminokiselina uw GLP-1 (7-37)OH, GLP-1 (7-36)OH ili Eksendinu-4.

19. Uporaba heterolognog fuzijskog proteina kako je zahtjevan u bilo kojem od Zahtjeva 1 do 18, naznadena time da
je usmjerena prema proizvodnji lijeka za lijeCenje bolesnika koji boluju od diabetesa mellitusa koji nije ovisan o

inzulinu.
20. Uporaba heterolognog fuzijskog proteina kako je zahtjevan u bilo kojem od Zahtjeva 1 do 18, naznadena time da

je usmjerena prema proizvodnji lijeka za lijecenje bolesnika koji boluju od pretilosti.

SAZETAK
Ovaj se izum odnosi na skupinu 1 spojeva nalik glukagonu, koji su spojeni na proteine, a koji imaju u¢inak produljenja

in vivo poluzivota peptida. Ti fuzijski proteini mogu se rabiti za lije¢enje diabetesa mellitusa koji nije ovisan o inzulinu,
kao 1 mnostva drugih stanja.
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Ala
Pro
Lys
Cys
Asn
Pro
Leu
Cys
Ile
Leu
Thr
Trp
Pro
Thr
Ser

Leu

Glu
Ala
Pro
val
Trp
Arg
Thr
Lys
Ser
Pro
Cys
clu
Val
Val
Val

Ser

Pro
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
Val
Val
Lys
Pro
Leu
Ser
Leu
Asp
Met

Leu

Lys
Glu
Asp
Yal
Val
Glu
Leu
Ser
Ala
Ser
Val
Asn
Asp
Lys
His

Ser

ser
20
Lys
35
Thr
50
Asp
65
Asp
80
Gln
95
His
110
Asn
125
Lys
140
Arg
155
Liys
170
Gly
185
Ser
200
Ser
215
Glu
230
Pro
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Gly
Lys
Val
Gly
Tyr
Gln
Liys
Gly
Glu
Gly
Gln
Asp
Arg
Ala

Gly

Asp
Gly
Met
Ser
Val

Asn

Ala
Gln
Glu
Phe
Pro
Gly
Trp
Leu

Lys

1/17

Slika 1.

Lys
Pro
Ile
His
Glu
Ser
Trp
Leu
Pro
Met
Tyx
Glu
Ser
Gln

His

52

Thr
Ser
Ser
Glu
Val
Thr
Leu
Pro
Arg
Thr
Pro
Asn
Phe
Gln

Asn

[SEQ ID NO:

10

His Thr
25

Val Phe
40

Arg Thr
55

Asp Pro
70

His Asn
85

Iyr Arg
100

Asn Gly
115

Ala Pro
130
Glu Pro
145
Lys Asn
160
Ser Asp
175

Asn Tyr
190
Phe Leu
205
Gly Asn
220

His Tyr

Cys
Leu
Pro
Glu
Ala
Val
Liys
Ile
Gln
Gln
Ile
Lys
Tyxr
Val
Thr

32]

Pro
Phe
Glu
Val
Lys
Val
Glu
Glu
Val
Val
Ala
Thy
Ser
Phé

Gln

Pro
Pro
Val
Lys
Thx

ser

Thr
Lys
Ser

Lys

15
Cys

Pro
45
Thr
60
Phe
75
Lys
90
Val
105
Lys
120
Thr
135
Thr
150
Leu
165
Glu
180
Pro
195
Leu
210
Cys
225
Ser
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2/17
Slika 2.

5 10 15
Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn
20 25 30 35
Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln Gln Cys Pro Phe
40 45 50
Glu Asp His Val Lys Leu Val BAsn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys Val
55 60 65 70
Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp
75 80 85 90
Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys
95 100 105
Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp
110 115 120 125
Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala
130 135 140
Phe His Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg
145 150 155 160
Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Liys Arg Tyr Lys
165 170 175 180
Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro
185 190 195
Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln Arg Lieu
200 205 210 215
Lys Cys Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val
220 225 230
Ala Arg Leu Ser Gln Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu Val Ser Lys Leu
235 240 245 250
Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thxr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu
255 260 265 270
Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln Asp Ser
275 280 285
Ile Ser ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His
290 295 300 305
Cys Ile Ala Glu Val Glu Asn Asp @Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala
310 315 320
Ala Asp Phe Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Esp
325 330 335 340
Val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser
345 350 355 360
Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys
365 370 375
Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys
380 385 390 ’ 395
Pro Leu Val Glu @Glu Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu
400 405 410
Asn Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu Val Arg Tyr Thr Iiys Lys
415 . 420 425 430
Val Pro @Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn Leu Gly Lys
435 440 445 450
Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu
455 460 465
Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gln Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro
470 475 480 485
Val Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro
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Cys
505
Glu
Ile
Lys

Cys

Ala

Phe
Thr
Liys
Glu
560

1ys

Ala

Ser
Phe
525
Lys
Gln
Ala

Ser

490
Ala

Thr
Gln
Leu
Asp

580
Gln

Leu
Phe
Thr
545
Lys

Asp

Ala

Glu
510
His
Ala
2la
Liys

Alz
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3/17

Slika 2. Nastavak

Val Asp

Ala Asp
530
Leu Val

Val Met
565
Glu Thr

Leu Gly

495

Glu Thr Tyr val

Ile Cys

515
Thr Lenu

Glu Leu Val Lys

550

Asp Asp Phe Ala

Cys Phe
585
Leu

54

570
Ala Glu

[SEQ ID

Pro
Ser
535
His
RAla

Glu

NO:

500
Lys

Glu
Lys
Phe

Gly

34]

Glu
Lys
Pro
555
Val

Lys

Phe
520
Glu
Lys
Glu

Lys

Asn

Ala

Lys
575
Leu

Ala
Gln
540
Thr
Cys

Val
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Slika 3.
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Slika 4.
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Slika 5.

EcAATIl

" Fe potpuno glavno
i, podrucje

Xbd
T BGHpA

@ Puromicin

pJB02/Fc(lgG1-Nhel,Eco47Il) |
6149 bp :

I ,\Mtk promotor

SV40 Ofi
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Slika 6

CMV: promotor

Spe |
Afl T (6421)

pJBO2-HSA
7204 bp

Avr T1(4854) N
SVA40Q Ori
oipP

Puromicin

N Af TLRT38)

N,

tk promotor
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Slika 7

CMV promotor
1
AT (6456) %

h

Amp
Avr 1 (1359)

pJBO2- verty -HSA
7239 bp

L Hindll
. Xo |

oMBloi

i % L
4 ‘ L
BN

BGHpA
Avr T(4889) " N@ ,
SV400ri’ﬂ A e ~ Puromicin
i P S P . A TQT3)
» \'tk promotor

Bsp EI (3988)
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relativne jedinice

HR P20030455A A2

9/17

Slika 8

3
2 o
Eksendin-4
Eksendin-4
. V8GLP-1
Eksendin-4 =L-HSA
‘ ;Eksendin-4 ~HSA
e VVOGLP-Fc
0.0001 0.001 0.01 01 1 10 100

Peptid [nM]
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Koncentracija (nM)
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Slika 9

100 —o— Fc 6064
] —0— Fc 6104
—w— HSA 5991
—— HSA 5995
10
14
01 T T T T T T Ty T T T T T T T T T 1
0 50 100D 150 . 200 250
Vrijeme (h)
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Slika 10

Brzina davanja infuzije glukoze (mg/kg/min)

bez simbola

1175
150
Plazmatska glukoza 125
P
-1 100
107 Brzina davanja infuzije [—— L . | )
glukoze | = L75
d
150
R hepon SOI F25
—o- Eksendin/Fc protein
D T T i i T T T D
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Vrijeme od pocetka davanja infuzije glukoze (min); Injekcija fuzijskog
proteina 2 sata prije pocetka infuzije glukoze
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Brzina davanja infuzije glukoze (mg/kg/min)

bez simbola

ay
{€)3

=X
(e
L

o1
i

<
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12/17
Slika 10

B.

1175
150
125
/ J
. et L  Reunt
’  Brzina davanja infuzije — — — — 100
. glukoze ;
¥ l_ — o T v75
_r—
| 50
r
—— Sol o5
—o— Eksendin/Fc protein
T T T T T T T D
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Vrijeme od pocetka davanja infuzije glukoze (min); Injekcija fuzijskog
proteina 2 sata prije pocetka infuzije glukoze
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13/17
Slika 11
A,
250-
200+ —e— Sol
= —o— Eksendin/Fc protein
5
2
1504
£
=
g
= 1004 P
©
=
N
[
o

0 1 T T T ¥ T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Vrijeme od pocetka davanja infuzije glukoze (min); Injekcija fuzijskog
proteina 2 sata prije poCetka davanja infuzije glukoze
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(wU/mi)

Plazmatski inzulin

250+

200+

150+
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14/17
Slika 11
p—0-q
—o—Eksendin/Fc protein / \
P / \
A / \ /
A .

3 T T

T T T
25 50 75 100 125 150 175

Viijeme od pocetka davanja infuzije glukoze (min); Injekcija
fuzijskog proteina 2 sata prije pogetka davanja infuzije glukoze
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15/17

Slika 12

éAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACC
;gAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
;SQCCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
é;gAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
éngGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
iégACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
éggAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
éZZGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
iggCCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
zggTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
gggCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
iggcCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
zggTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
ég§CAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAT
700

AGT [SEQ ID NO: 33]
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16/17

Slika 13

éATGCGCACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTTGGGAGAAGA
;gATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGT
éggCATTTGAAGATCATGTAAAATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCA
iigACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCA
;ggcCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
iigGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAGAGAAATGAA
iggTTCTTGCAACACAAAGATGAGAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAG
iggAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACAT
iggTGAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
éggCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGA
;ggTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATG
;igTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGT
gggAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGC
gggcCTGAGCCAGAQATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGT
;ggTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTG
ZigGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAAAA
iggAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTCTGT
iggAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCT
ZggTTGCCTTCATTAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAA
ZZQCTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTATGAAT
igggAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGACTTGCC
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17/17

Slika 13 Nastavak

;222CATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
ééggTGCTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
é%g;GAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAG
;iggAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCA
ié?gTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGG
ééggCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
éiggATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAAC
éégXGTAAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
ééggACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCAAA
éiggTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
;gigAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
iZEXCAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGAT
iiigCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTG
é;ggGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEQ ID NO: 35]
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SEQUENCE LISTING
<110> E1i Lilly and company
<120> GLP-1 FUZIJSKI PROTEINI
<130> Xx-13991

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

<160> 35
<170> Oblik patenta 3.1

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

<213> Homo sapiens

<400> 1

His Ala Glu Gly Thr phe Thr ser Asp val Ser ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly

20 25 30

<210> 2
<2131> 39
<212> PRT

<213> Umijetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija
<220>

<221> RAZNI OBLICI
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HR P20030455A A2

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

<223> Xaa napolozaju2je ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp,
ili Lys;

<220>

<221> RAZNI OBLICI

<222> (3)..(3)

<223> Xaa napolozaju3je Glu, Asp, i Lys;

<2205
<221> RAZNI OBLICI
<222> (5)..(5)

<2235 Xaa napolozaju5je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, val, Glu, Asp,
ili Lys;

<220>
<221>  RAZNICBLICI
<222> (8)..(8)

<223> Xaa hapolozajuB8je  ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp,
il Lys;

<220>
<221> RAZNIOBLICI
<222> (10)..(10)

<223> xaa hapoloZajul0je val, Ala, Gly, ser, Thr, Leu, Ile, Tyr, Glu
, Asp, ili Lys; :

<220>
<221> RAZNI OBLICI
<222> (D ..1n

<223> xaa napolozajutlje ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp
s ili Lys;

<220>

<221>  RAZNI OBLICI
222> (2)..(12)
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<223>

<220>
<221>
<2225
<223>

<220>
<221>
<222>
223>

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

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

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

<220>
<221>
<222>

HR P20030455A A2

Xaa hapoloZajui2je  sar,
yo o Lys, Trp ili Tyr;

RAZNI OBLICI
(13)..a3
Xaa hapolozaju 13 je Tyr,

RAZNI OBLICI
(14)..(19)

Xaa napolozaju 14 je Leu,
» Met, Lys, Trp ili Tyr;

RAZN]-OBLICI

(15)..(15
Xaa napolozaju 15 je Glu,

RAZNI OBLIC!
(16)..(16)

Xaa hapolozajuilbje gly,
;o Trp il Lys;

RAZNI OBLICI
(17)..a7n

Xaa  napoloZaju17je  Gln,

RAZNI OBLICI
(18)..(18)

Ala,

Phe,

Ala,

Asp,

Ala,

Asn,

Gly, Thr, Leu, Tle, val; 6lu, Asp

Trp, Glu, Asp, Gln, i Lys;

Gly, ser, Thr, 1le, val, Glu, Asp

ili Lys;

Ser, Thr, Leu, TIle, val, Glu, Asp

Arg, Glu, Asp, ili Lys:
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<223>

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

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

<220>
<221>
222>

HR P20030455A A2

Xaa napolozaju18je Ala, Gly, ser, Thr, Leu, Ile, val, Arg, Glu
y ASP, jli Lys;

RAZNI OBLICI
(19)..019

Xaa NapoloZaju19je ala, Gly, ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp
s i LYS;S

RAZNI OBLICI
(20)..020)
Xaa na polozaju 20 je Lys;, ‘Arg, Gln, Glu, Asp, ili His;

RAZNI OBLICI
2D..2D

Xaa hapoloZaju 21 je Leu, Glu, Asp, i rys;

RAZNI OBLICI
24)..24)

Xaa napolozaju24je  ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu, Asp
vl LYSs;

RAZNI OBLICI
(25)..(025)
Xaa napoloZaju25je  Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, ili Lys;

RAZNI OBLICI
(26) .. (26)
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<223>

<2205
<221>
<222>
<223>

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

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

<220>
<2215
<222>
<223>

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

<220>
<221>

Xaa napobiau26je

» i LYS;

RAZNI OBLIC
27)..Q27

Xaa hapolozZaju 27 je

» i Lys;

RAZNI OBLICI

(28)..(028)

Xaa ha poloZaju 28 je

RAZNI-OBLICI

29)..029

Xaa NapoloZaju 29 je

;o Lys;

RAZNI OBLICI

30)..030)

Xaa napoloZzaju30je

RAZNI OBLICI
31..GL

Xaa  Napolozaju 31 je

, Asp, i

RAZNI OBLICI

Lys,

HR P20030455A A2

Leu, Gly,

val, Gly,

Asn, Lys,

Gly, Ala,

ili je izbrisan ;

Gly, Arg,

Pro. Gly,

74

Ala,

Ala,

Arg,

ser,

Lys,

Ala,

ser, Thr, Ile, val, Glu, Asp

ser, Thr, Leu, Ile, Glu, Asp

Glu, Asp, ili His;

Thr, Leu,: Tle; Vval, Glu, Asp

Glu, Asp, ili His;

ser, Thr, Leu, Ile, val, Glu



<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>

(32)..32)

Xaa napolozaju 32 je
ili je izbrisan;

RAZNI OBLICI
(33)..(33)

Xaa napolozaju33 je
ili je izbrisan

RAZNI OBLICI
(34)..034)

Xaa napolozaju 34 je

RAZNI OBLICI
(35)..(35)

Xaa
ili je izbrisan;

RAZNI OBLICI
(36) ..(36)

Xaa

RAZNI OBLICI
G37)..37)

Xaa

RAZNI| OBLICI

na polozaju 35 je

na polozaju 36 je

na polozaju 37 je

HR P20030455A A2

Ser, Argd, Lys, Glu, Asp, ili His,

ser, Arg, Lys, Glu, Asp, ili His,

Gly, Asp, Glu, ili Lys, ilijeizbrisan;

Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, ili Lys,

Ser, Pro, Lys, Glu, ili -Asp, ilijeizbrisan;

ser, Pro, Glu, Asp, Ili Lys, Ilijeizbrisan;
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<222>
<223>

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

<400>

HR P20030455A A2

(38)..(38)
Xaa napoloZaju38je  Gly, Pro, Glu, Asp, i Lys, ilijeizbrisan;
RAZNI OBLICI
39..39D

Xaa na poloZaju 39 je Ala, Ser, val, Glu, Asp, ili Lys,
ili je izbrisan;

2

gis Xaa Xaa Gly Xaa Phe Thr Xaa Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
. 5 10

Xaa Xaa Xaa éga Xaa Phe Ile Xaa %ga Xaa Xaa Xaa Xaa §ga Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

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

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

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

<220>

3
32
PRT

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija

RAZNI-OBLICI

..
Xaa na poloZaju 1je L-histidine, D-histidine, Ilije izbrisan.

RAZNI OBLICI
..
Xaa na poloZaju 2 je Gly, Ala, val, Leu, Ile, ser, ili Thr;
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<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>

HR P20030455A A2

RAZNI OBLICI
(3)..03

Xaa napolozaju 3 je
1s;

RAZNI OBLICI
(5)..(5
Xaa = napoloZajub je

RAZNI OBLICI
(6)..(6)

Xda napolozaju 6 je

RAZNI OBLICI
(10)..310

Xaa ~ hapolozaju 10je
v Glu, li AJa;

RAZNI OBLICI
(12)..a2

Xaa napoloZaju 12 je

RAZNI OBLICI

a»..amn

Xaa  na polozaju 13 je

77

His, Trp, Phe, il

Asp, Glu, Arg, Thr, Ala; Lys, i His;

Tyr;

His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala, ili

Gly, Asp, Glu, Gin, Asnh, Lys, Arg, ili

Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu, ili H

Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe; Asp, val, Tyr

Lys;

Cys;



<221>
<2225
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>

RAZNI OBLICI
17)..an

Xaa na polozaju 17 je

RAZNI'OBLICI
(18)..(18)

Xaa  napolozaju 18 je

RAZNI OBLICI
20)..(20)
Xaa na polozaju 20 je

RAZNI OBLICI
QD ..02D)

Xaa  napolozaju 21 je

RAZNI OBLICI
QY..28

Xaa  napolozaju 24 je

RAZNI OBLICI
(25)..(@25)
Xaa  napoloZaju 25 je

RAZNI OBLICI

HR P20030455A A2

His, Asp, Lys, Glu, Gln, ii Arg;

Glu, Arg, Ala, i Lys;

Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu, |l

His:

Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, il

Ala, Glu, Asp, Ser, Ili His;

Asp, Glu, ser, Thr, Arg, Trp, il

78

Lys;

Lys;



HR P20030455A A2

<222> 27)..Q2D
<223> Xaa napoloZaju27je  Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, ii Glu;

<220>

<221> RAZNIOBLICI
<222> (28)..(28)
<223> Xaa hapolozaju 28 je Glu, Lys, ili Asp;

<220>
<221> RAZNI OBLICI
<222> (29)..029

<223> xaa Napolozaju29je thr ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly
, Pro, His, ili Glu;

<220>
<221> RAZNI OBLICI
<222> (30)..(30)

<223> Xaa napoloZaju 30 je Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu, il
His;

<220>

<221> RAZNIOBLICI
<222> (31)..GL

<223> Xaa Dapolozaju3ije ys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe
» His, Gly, ilijeizbrisan.

<220>
<221> RAZNI OBLICI
<222> (32)..032)

<223> Xaa hapoloZaju 31 je Pro ilije izbrisan.

<400> 3

>i2aa Xaa Xaa Gly )Siaa Xaa Thr Ser Asp 7{3& Ser Xaa Xaa Leu %u Gly

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Phe Ile Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 0
10
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<210>
<211>
<212>
<213>

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

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

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

<220>
221>
<222>
<223>

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

HR P20030455A A2

4
32
PRT

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija

RAZNI OBLICI
D..D

Xaa napolozaju 1 je L-histidine, D-histidine, ilije izbrisan

RAZNIOBLICI
(2)..(2)
Xaa napolozaju?2je Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, ili Thr;

RAZNIOBLICI
(5)..05
Xaa napolozajubje Asp, Glu, Arg, Thr, Ala; Lys, i His;

RAZNI OBLICI
(6)..(6)

Xaa napolozaju6 je His, Trp, Phe; ili Tyr;

RAZNI OBLICI
(10)..(10)

Xaa” '1390'0231“10]9 Leu, Ser, Thr, Trp, His, phe, Asp, val, Glu
. i Ala;

11
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<220>
<221>
<227>
<223>

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

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

<220>’

<221>
<222>
<223>

RAZNI OBLICI
(16) ..(16)

Xaa napolozaju 16 je

RAZNI OBLICI
an..an
Xaa napolozaju 17 je

RAZNI OBLICI
(18)..(18)

Xaa hapolozaju 18 je

RAZNI OBLICI
(19)..(19)

Xaa napolozajui19ije

RAZNI OBLICI
QD ..2D

Xaa ha polozaju 21 je

RAZNI OBLICI
4)..249
Xaa na polozaju 24 je

HR P20030455A A2

Gly, Asp, Glu, GlIn, Asn, Lys, Arg, ili

His, Asp, Lys, Glu, ili Gln;

Glu, His, Ala, dli

Asp, Lys,; Glu, (i

Ala, Glu, His; Phe, Tyr, Trp, Arg, il

Ala, Glu, Asp, Ser,

12

81

Lys;

His;

ili His;

Cys;

LyS;



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

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

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

<220>
<221
<222>
<223>

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

<2203
<221>
<222>
<223>

<400>

HR P20030455A A2

RAZNI OBLICI
27)..Q27D

Xaa napolozaju 27 je

RAZNI OBLICI
(28)..(28)

Xaa napolozaju 28 je

RAZNI OBLICI

29)..29

xaa hapoloZaju 29 je
, Pro, His, i 6Glu;

RAZNI OBLICI
(30)..030)

Xaa hapoloZaju 30 je

RAZNI OBLICI

31D..G6D

Xaa hapolozaju 31 je
, His, Gly, ilije izbrisan.

RAZNI OBLICI
(32)..(32)
Xaa ha poloZaju 32 je

4

ASD,

Glu,

Thr,

Arg,

Lys,

Pro,

Arg, val, Lys,; Ala, Gly; i Glu;

Lys, ili Asp;

ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly

Glu, i His;

Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe

ili je izbrisan.

?aa Xaa Glu Gly §aa Xaa Thr Ser Asp §3a Ser Ser Tyr Leu ggu Xaa

13
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HR P20030455A A2

Xaa Xaa Xaa Eys Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
0 25

<210> 5
<211> 32
<212> PRT

<213> Umijetna sekvenca

<220>
<223> sintetska konstrukcija
<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222> (D)..(D

<223> Xaa napolozajuije L-histidine, D-histidine, Ilije izbrisan.

<220>
<221> RAZNI OBLICI
222> (D) ..(2)

<223> Xaa napoloZaju2je Gly, Ala, val, Leu, Ile, Ser, Met, ili Thr;

<220>

<221> RAZNIOBLICI
<222> (6)..(6)
<223> Xaa napolozajubie His, Trp, Phe, i Tyr:

<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222> (10)..(10)

<223> Xaa nhapolozaju10je jeu, ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, val, Glu
sl Ala;

<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222> .(16)..(16)

14
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<223>

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

<220>
<221>
<2225
<223>

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

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

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

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

HR P20030455A A2

Xaa napolozaju 16 je Gly,

RAZNI OBLICI
(17)..7)

Xaa hapolozaju 17 je His,

RAZNI OBLICI
(20)..020)

Xaa napolozaju20je  Asp,

RAZNI OBLICI
(24) ..Q24)

Xaa napolozaju24je Ala,

RAZNI OBLICI

(29)..(29)
xaa NapoloZaju 29 je Thr
s Pro, His, ili Glu;

RAZNI OBLICI

GL..(31)

Xaa Nhapolozajuldije yg
s His, Gly, ilije izbrisan.

RAZNI CBLICI
(32)..(32)

Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili cys;

Asp, Lys, Glu, i Gln;

Lys, Glu, ili His;

Glu, Asp, ser, il His;

Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly

s Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, phe

Xaa na polozaju 32 je Pro ili je izbrisan.

15
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HR P20030455A A2

<400> 5

Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15
Xaa Ala Ala )2(3a Glu Phe Ile Xaa ;Ep Leu val Lys Xaa %g Xaa Xaa

<210> 6
<211> 32
<212> PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija
<220>

<221>  RAZNI OBLIC
<222> (D..(D

<223> Xaa napolozajulje 1-histidine, D-histidine, Ilije izbrisan.

<220>
<221> RAZNI OBLICI
<222> (2)..(2)

<223> Xaa napoloZaju?2je Gly, Ala, val, teu, Tle, ser, i Thr;

<220>
<221> RAZN OBLICI
<222> (16)..(16)

<223> Xaa napolozaju 16 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ili Cys:

<220>

<221> RAZN| OBLICI
<222> ((17)..(17n

<223> Xaa napolozajui7je  His, Asp, Lys, Glu, i @Gin;

<220>

<221> RAZNI OBLICI
16

&5



<222>
<223>

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

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

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

<400>

HR P20030455A A2

(18)..(18)

Xaa hapolozaju 18 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, ili Lys;
RAZNI OBLICI

24)..0%

Xaa napolozaju24je Ala, Glu, Asp, ser, ili nis;

RAZNI OBLICI
GB1..0GL

Xaa napolozaju 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe
. Mis, Gly, Gly-Pro, jjijeizbrisan.

RAZNI OBLICI
(32)..32)

Xaa na polozaju 32 je pPro |lijeizbrisan.

6

iaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
5

10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phe Tle Xaa Trp Leu val Lys Gly Arg Xaa Xaa
30

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

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

20 25

7
31
PRT

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija

RAZNI OBLICI
17
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<222>
<223>

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

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

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

<400>

..

Xaa napolozaju1je

RAZNI OBLICI
..

Xaa  hapolozaju 2 je

RAZNI OBLICI
(15)..015)

Xaa  napoloZaju 15 je

RAZNI OBLICI
21D ..2D

Xaa napolozaju 21 je

7

HR P20030455A A2

L-histidine, D-histidine, llije izbrisan.

Ala, Gly, val, Thr, 1le, tealfa-metil-Ala;

Glu, Gln, Ala, Thr, Ser, te Gly;

Glu, Gln, Ala, Thr, ser, te gly;

>:Eaa Xaa Glu Ggly ghr' Phe Thr ser Asp \1/81 ser Ser Tyr Ley Xaa Gly
15

Gln Ala Ala Lys Xaa Phe Ile ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

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

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

8
30
PRT

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija

RAZNI OBLICI
(19)..019)

18
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<223>

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

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

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

<400>

1

Ala Ala Xaa Glu pPhe Ile Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Xaa
25 30

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

<220>
<223>
<400>

His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

HR P20030455A A2

Xaa na polozaju 19 je Lys ili Arg;

MOD_RES
27)..2n
ACETILACIJA

RAZNI OBLICI
30)..030)
Xaa napolozaju30je Gly;

MOD_RES
(30)..(30)
AMIDACIJA

8

Ala Glu Gly Thr Ehe Thr Sser Asp val Ser ser T
10

9
39
PRT

Umijetna sekvenca

sintetska konstrukcija

9

19

&8

yrLeu Glu Gly Gln
15



HR P20030455A A2

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 10
<211> 39
<212>  PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija

<400> 10

liis Gly Glu Gly ‘ghr Phe Thr Ser Asp :ligu Ser Lys Gln Met ﬂu Glu

Glu Ala val Arg Leu pPhe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 11
<211> 39
<212> PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<2?23> sintetska konstrukcija
<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222 (..

<223> xaa napoloZajulije L-histidine, D-histidine, ilije izbrisan.

<220>

<221> RAZNIOBLICI
222 (D..(»

<2?23> Xaa napolozaju2je Gly, Ala, ili val;

<220>
20
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<221>
<222>
<223>

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

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

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

<220>
<221>
<2225
<223>

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

<220>
<221>
<222
<223>

HR P20030455A A2

RAZNI OBLICI
(10)..(10)

Xaa na polozaju 10 je Leu ili Val;

RAZNI OBLICI
(12)..(12)
Xaa na polozaju 12 je Lys ili Ser;

RAZNI OBLICI
(13)..(13

Xaa na polozaju 13 je Gin ili Tyr;

RAZNI OBLICI
(14)..d48

Xaa na polozaju 14 je Met ili Leu;

RAZNI OBLICI
(16)..086)
Xaa na polozaju 16 je Gluili GIn:

RAZNI OBLICI
(17)..an
Xaa napolozaju 17 je Glu ili GIn;

RAZNI OBLICI
19)..(19
Xaa napoloZaju 19 je Val ili Ala;

90
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

HR P20030455A A2

RAZNI OBLICI
(20)..020)
Xaa na polozaju 20 je Argili Lys;

RAZNI OBLICI
QD..Q2D

Xaa na polozaju 21 je Leuili Glu;

RAZNI OBLICI
24)..Q4
Xaa na polozaju 24 je Glu ili Ala;

RAZNI| OBLICI
QN..2n
Xaa na polozaju 27 je Val ili Lys;

RAZNI| OBLICI
(28)..(28)
Xaa na poloZaju 28 je Asn ili Lys;

RAZNI OBLICI
(30)..030)
Xaa na polozZaju 30 je Gly ili Arg; te

RAZNI OBLICI
GD..D

Xaa na polozaju 31 je Gly ili Pro;
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

HR P20030455A A2

RAZNI OBLICI
(32)..032)

Xaa na polozaju 32 je Ser, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
(33)..(33)

Xaa na polozaju 33 je Ser, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
34)..034)

Xaa na polozaju 34 je Gly, ili je odsutan.

RAZN| OBLICI
(35)..(035)

Xaa na polozaju 35 je Ala, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI

A (36) ..(36)

Xaa napolozaju 36 je Pro, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
37)..037)

Xaa ha polozaju 37 je Pro, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
(38)..(38)
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<223>

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

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

<400>

HR P20030455A A2

Xaa na poloZaju 38 je Pro, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
39)..039)
Xaa na polozaju 39 je Pro, ili je odsutan.

RAZNI OBLICI
(39)..039)

Xaa na polozaju 39 je Ser, ili je odsutan.

11

)faa Xaa Glu Glu Ehr Phe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa
10

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

Xaa Xaa éga Xaa Xaa Xaa Xaa

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

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

<220>
<221>
<222>

12
31
PRT

Umijetna sekvenca

sintetska konstrukcija

RAZNI OBLICI
(D..D
Xaa napolozaju1ije L-histidine, D-histidine, ilije izbrisan.

RAZNI OBLICI
2)..(2)
24
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<223>

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>

HR P20030455A A2

Xaa napolozaju 2 je Ala, Gly, val, Leu, Ile, ser, ili Thr;

RAZNI OBLICI

(6)..(6)
Xaa napolozajub je Phe, Trp, ili Tyr;

RAZNI OBLICI
(10)..(10)

Xda napolozaju 10 je val, Trp, Ile, Leu, phe, ili Tyr;

RAZNI OBLICI
(12)..012)

Xaa napolozaju 12 je Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Vval;

RAZNI OBLICI
(13)..03)
Xaa napoloZaju 13 je Tyr, Trp, ili phe;

RAZNI OBLICI
(14)..04

Xaa na polozaju 14 je Leu, Phe, Tyr, ili Trp;

RAZNI OBLICI
(16)..(16)
Xaa napoloZzaju 16 je Gly, Glu, Asp, i Lys;

RAZNI OBLICI
25
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HR P20030455A A2

<222>  (19)..(19)

<223> Xaa nhapoloZaju 19 je Ala, val, Ile, ili Leu:

<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222> (21)..Q21)
<223> Xaa napolozaju2ije Glu, Ile, ili Ala;

<220>

<221> RAZNI OBLICI
<222> (24)..(24)

<223> Xaa napolozaju24je Ala i glu;

<220> ,

<221> RAZNIOBLICI

<222> (27)..(Q27)

<2235 Xaa napolozaju 27 je val ili Ile; te

<220>

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

<220>

<221> RAZNIOBLICI
<222> (31..3DL

<223> Xaa napolozaju 31l je Gly, His Iilije odsutan,

<400> 12
)1<aa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp >]<-%a Ser Xaa Xaa Xaa G15u Xaa
5 1

Gln Ala Xaa %S Xaa Phe Ile Xaa ;‘Ep Leu Xaa Lys Gly Agg Xaa
3

<210> 13
26
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HR P20030455A A2

<211> 616

<212> PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija
<400> 13

His
1
Gln
Ala
AsSn
Cys
b5
Ala
Leu
Glu
Arg
Arg
145
ASn
His
Lys

Leu

val Glu Gly Ehr Phe Thr Ser Asp XSW Ser

Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu val
20 - 25

His Lys Ser Glu val Ala His Arg pPhe Lys
35 40

Phe Lys Ala Leu val Leu Ile Ala Phe Ala
50 55

Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu val Asn
70 75

Lys Thr Cys val Ala Asp Glu Ser Ala Glu
85 90

His Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr
100 105

Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala
115 120

Ash Glu Cys Phe Leu Gln His Lys Asp Asp
130 135

Leu val Arg Pro Glu val Asp val Met cys
150 155

Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr
165 170

Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe
180 185

Ala Ala phe Thr Glu cys cys Gln Ala Ala
195 200

Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu
210 215

96

Ser Tyr Leu

Lys

Asp

Glin

60

Glu

Asn

val

Lys

Ash

140

Thr

Glu

Phe

Asp

Gly
220

Gly

Leu

45

Tyr

val

cys

Ala

Gln

125

Pro

Ala

Ile

Ala

3
G1¥
Leu
Thr
Asp
Thr
110
Glu
Asn
Phe
Ala
Lys
Ala

Ala

Glu

15

Gly

Glu

Gln

Glu

Lys

Leu

Pro

Leu

His

Arg

Arg

Ala

ser

Galy

Asp

Glu

Gin

Phe
80

Ser
Arg

Glu

Pro

Arg
Tyr
cys

ser



HR P20030455A A2

Ala Lys Gln Arg Leu Lys Cys Ala Ser teu Gln Lys Phe Gly Glu Arg
225 230 235 240

Ala Phe Lys Ala Trp Ala val Ala Arg Leu ser Gln Arg Phe Pro Lys
245 250 255

Ala Glu Phe Ala Glu val Ser Lys Leu val Thr Asp Leu Thr Lys val
260 265 270

His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg
275 280 285

Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Ash Gln Asp ser Ile ser Ser
290 295 300

Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lyé Ser His Cys
305 310 315 320

Ile Ala Glu val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu
325 330 335

Ala Ala Asp Phe val Glu Ser Lys Asp val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu
340 345 350

Ala Lys Asp val pPhe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg
355 360 365

His Pro Asp Tyr Ser val val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr Tyr
370 375 380

Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys
385 : 390 395 400

Tyr Ala Lys val phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu val Glu Glu Pro Gln
405 410 415

Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu Tyr
420 425 430

Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu Vval Arg Tyr Thr Lys Lys val Pro Gln
435 440 445

val Ser Thr Pro Thr Leu val Glu val Ser Arg Asn Leu Gly Lys val
450 455 460

Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala
465 470 475 480

Glu Asp Tyr Leu Ser val val Leu Asn GlIn Leu Cys val Leu His Glu
485 490 495
: 28
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Lys

val

val

545

val

Ala

Asp

Ala

Thr
Asn
Pro
530
Thr
Glu
val

Asp

ser
610

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Pro

Lys

Leu

Leu

Met

14
631
PRT

val

500

Arg

Glu

ser

val

580

Glu

Ala

ser

Pro

Phe

Glu

Asp

Thr

Ala

HR P20030455A A2

Asp Arg val Thr
P g 505

Cys

Asn

Lys

550

His

Phe

cys

Leu

Umjetna sekvenca

Phe

Ala

Glu

Lys

Ala

Phe

sintetska konstrukcija
14

Ser

520

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala

600

Ley

}iis val Glu Gly 'ghr Phe Thr ser

Gln Ala Ala l?:yors Glu Phe 1le Ala

Gly Gly g}y Ser Gly Gly Gly

His Lys Ser Glu val Ala His
50 55

Phe Lys Ala Leu val Leu Ile
65 70

Gly
40

Arg

Ala

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

585

Glu

Asp

Trp

25

Ser

Phe

Phe

98

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

val

Glu

val

10

Leu

Gly

Lys

Ala

cys

Glu

Thr

555

Thr

Glu

Gly

ser

val

Gly

Asp

cys

val

Phe

540

Lys

Lys

Lys

Lys

ser

Lys

Gly

Leu
60

Gln Tyr

75

Thr

Asp

525

His

Gln

Glu

cys

Lys

Tyr
Gly
Gly
45

Gly

Leu

Glu

510

Gly

Ala

Thr

Gln

cys

590

Leu

Leu

Arg

30

ser

Glu

Gln

ser

Thr

Asp

Ala

Leu

575

Lys

val

Glu

15

Gly

Asp

Glu

Gln

Leu

Tyr

Ile

Leu

560

Lys

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Asn

Cys



Pro
Lys
His
Thr
Asn
145
Leu
Glu
Pro
Ala
Leu
225
Lys
Phe
Glu
Thr
305

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

Tyr

130

Glu

val

Glu

Tyr

Ala

210

Pro

Gln

Lys

Phe

Glu

290

Leu

Lys

Glu

Glu

cys

Leu

115

Gly

Cys

Arg

Thr

Phe

195

the

Lys

Arg

Ala

Ala

275

Cys

Ala

Glu

val

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

cys

Glu
340

His
85

Ala
Gly
Met
Leu
Glu
165
Leu
Ala
Glu
Asp
Lys
245
Ala
val
His
Tyr
cys

325

Asn

HR P20030455A A2

val Lys Leu Vval Asn Glu

Asp

Asp

Ala

Gln

150

val

Lys

Pro

Cys

Glu

230

Cys

val

Ser

Gly

Ile

310

Glu

ASp

Glu

Lys

Asp

135

Mis

Asp

Lys

Glu

Cys

215

Leu

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

Lys

Glu

ser

Leu

120

Cys

Lys

val

TyYE

Leu

200

Gln

Arg

ser

Arg

Leu

280

Leu

Glu

Pro

Met

Ala

105

Cys

Cys

Asp

Met

Leu

185

Leu

Ala

Asp

Leu

Leu

265

val

Leu

Asn

Leu

Pro
345

99

Glu

Thr

Ala

Asp

Cys

170

Tyr

Phe

Ala

Glu

Gln

250

Ser

The

Glu

Gln

Leu

330

Ala

Ash
val
Lys
Asn
155
Thr
Glu

Phe

Asp

Lys
Gln
Asp
Ccys
Asp
315

Glu

Asp
30

val

Cys

Ala

Gln

140

Pro

Ala

Ile

Ala

Lys

220

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

300

ser

Lys

Leu

Thr

Asp

Thr

125

Glu

Asnh

Phe

Ala

Lys

205

Ala

Ala

Gly

Phe

Thr

285

Asp

Ile

Ser

Pro

Glu

LysS

110

Leu

Pro

Leu

His

Arg

Ala

Ser

Glu

Pro

270

Lys

ASp

ser

His

ser
350

.
Ser
Arg
Glu
Pro
Asp
Arg
Tyr
Cys
Ser
Arg
Lys
val
Arg
Ser

3h

Leu

Ala

Leu

Glu

Arg

His

Lys

Leu

Ala

240

Ala

Ala

His

Ala

Lys

320

Ile

Ala



Ala

Lys

Pro

385

Thr

Ala

Leu

Phe

Ser

465

ser

Asp

Thr

Asn

Pro

545

Thr

Glu

val

AsSp

Asp

Asp

Asp

Thr

Lys

Ile

Gln

450

Thr

Lys

TYyr

Pro

530

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

Phe

355

val

TYyr

Leu

val

Lys

435

Asn

Pro

cys

Leu

val

515

Arg

Glu

Ser

val

595

Glu

val

Phe

ser

Glu

Phe

420

Gln

Ala

Thr

cys

Ser

500

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

580

Asp

Thr

Glu

Leu

val

Lys

Asp

Asnh

Leu

Leu

Lys

485

val

Asp

Cys

Ash

Lys

565

His

Phe

cys

HR P20030455A A2

Ser Lys Asp Val Cys Lys
360

Gly

val

390

cys

Glu

Cys

Leu

val

470

His

val

Arg

Phe

Ala

550

Glu

Lys

Ala

Phe

Met

375

Leu

Cys

Phe

Glu

val

455

Glu

Pro

Leu

Val

Ser

535

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala
615

Phe

Leu

Ala

Lys

Leu

440

Arg

val

Glu

Asn

Thr

520

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

600

Glu

Leu

Leu

Ala

Pro

425

Phe

Tyr

ser

Ala

Gln

505

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

585

val

Glu

100

Tyr

Arg

Ala

410

Leu

Glu

Thr

Arg

LysS

Leu

cys

Glu

Thr

Glu

Gly

Glu

Leu

395

Asp

val

Gln

Lys

Ash

475

Arg

Cys

cys

val

Phe

555

Lys

Lys

Lys

Lys

Asn
Tyr
380
Ala
Pro
Glu
Leu
Lys
460
Leu
Met

val

Thr

Gln
Glu
Cys

Lys
6

31

Tyr
365
Ala
Lys
His
Glu
Gly
val
Gly
Pro
Leu
Glu
525
Glu
Ala
Thr
Glin
Cys

605

Leu

Ala

Arg

Thr

Glu

Pro

430

Glu

Pro

Lys

Cys

His

510

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

590

Lys

val

Glu

Arg

Tyr

Tyr

Gln

val

Ala

495

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

575

Lys

Ala

Ala

His

Glu

400

Tyr

Ash

Lys

val

Gly

Glu

Lys

val

val

Cys

560

val

Ala

AsSp

Ala



HR P20030455A A2
ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu
625 630

<210> 15
<211> 640
<212> PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija

<400> 15 j

His Gly Glu Gly Thr pPhe Thr ser Asp val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala %s Glu Phe Ile Ala ‘ngp Leu val Lys Gly égg Gly Ser

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly Gly Gly Gly Gly ggr Gly Gly Gly
35 40

Gly ggr Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala His
55 60

Arg Phe Lys Asp lLeu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu val Leu Ile
65 70 75 80

Ala pPhe Ala GIn ggr Leu Gln Gln Cys ggo Phe Glu Asp His g§1 Lys

Leu val Asn Glu val Thr Glu pPhe Ala Lys Thr cys val Ala Asp Glu
100. 105 110

Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys
115 120 125

Leu Cys Thr val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp
130 135 140

Cys Cys Ala Lys GlIn Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His
145 150 155 160

Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu val Arg Pro Glu val Asp
165 170 175

vVal Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asnh Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys
180 185 190
I 32
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TYr

Leu

Gln

225

Arg

ser

Arg

Leu

Leu

305

Glu

Pro

Met

ASp

Phe

385

Leu

Ala

Lys

Leu

Leu

Leu

210

Ala

Asp

Leu

Leu

val

290

Leu

Asn

Leu

Pro

val

370

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe
450

Tyr
195
Phe
Ala
Glu
Gln
Ser
275
Thr
Glu
Gin
Leu
Ala
355
cys
Tyr
Arg
Ala
Leu

435

Glu

Glu

Phe

Asp

Gly

Asp

Ccys

Asp

Glu

340

Asp

Lys

Glu

Leu

Gln

Ile

Ala

Lys

Arg

Leu

Ala

Ser

325

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

405

Pro

Glu

Leu

Ala
LysS
Ala
230
Ala
Gly
Phe
Thr
Asp
310
Ile
ser
Pro
Tyr
Ala
390
Lys
His
Glu

Gly

HR P20030455A A2

Arg

Arg

215

Ala

ser

Glu

Pro

Lys

295

Asp

Ser

His

ser

Ala

375

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu
455

200

Tyr

Cys

ser

Arg

Lys

val

Arg

Ser

cys

Leu

360

Glu

Arg

TYyr

Cys

GlIn

440

Tyr

His

Lys

Leu

Ala

Ala

265

Ala

His

Ala

Lys

Ile

345

Ala

Ala

His

Glu

Tyr

425

Asn

Lys

102

Pro

Ala

Leu

LysS

250

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

330

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

410

Ala

Leu

Phe

Tyr

Ala

Pro

235

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

315

LYS

Glu

Asp

Asp

395

Thr

Lys

Ile

Phe

Phe

220

Lys

Arg

Ala

Ala

cys

300

Ala

Glu

val

Phe

val

380

TYr

Leu

val

Lys

Gln Asn

33

460

Tyr

205

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

285

Cys

Lys

Cys

Glu

val

365

Phe

Ser

Glu

Phe

Gln

445

Ala

Ala

Glu

AsSp

Lys

Ala

270

val

His

Tyr

Cys

Asn

350

Glu

Leu

val

Lys

Asp

Asn

Leu

Pro

cys

Glu

255

val

ser

Gly

Ile

Glu

335

Asp

ser

Gly

val

cys

Leu

Glu

Cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

320

Lys

Glu

LYS

Met

Leu

400

Cys

Phe

Glu

val



Glu

Asn

Thr

Ala

545

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
625

Tyr

ser

Ala

Gln

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

val

610

Glu

<210>
<211>

<2125

<213>

<220>
<223>
<400> 16
gis Gly Glu Gly ghr Phe Thr Ser Asp igu ser Lys Gln Met ggu Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

515

cys

Glu

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Gly

16 -

624
PRT

LYS

Asn

500

cys

cys

val

Phe

Lys

580

Lys

Lys

Lys

Lys

Leu

485

Met

val

Thr

Asp

His

565

Gln

Glu

Cys

Lys

val

470

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

550

Ala

Thr

Gln

Cys

Lelu
630

Umjetna sekvenca

HR P20030455A A2

Pro

Lys

Cys

His

ser

535

Thr

Asp

Ala

Leu

Lys

615

val

sintetska konstrukcija

Glin

val

Ala

Glu

520

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

600

Ala

Ala

val

Gly

Glu

505

Lys

val

val

cys

val

585

Ala

Asp

Ala

ser

Ser

490

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

570

Glu

val

Asp

ser

Thr

475

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
635

Pro

Cys

Leu

val

Ar

54

Glu

ser

val

Asp

Glu

620

Ala

Thr

cys

ser

ser

525

Pro

Phe

Glu

Lys

Ala

Leu

val

Glu
480

Lys His Pro

val

510

Asp

Cys

Asn

Lys

His

590

Phe

cys

Leu

495

val

Arg

Phe

Ala

Glu

575

Lys

Ala

Phe

Gly

Leu

val

Ser

Glu

560

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
640

Glu Ala val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
34

103



ser

Arg

Ala

65

Leu

Ser

Leu

Ccys

Lys

145

val

Tyr

Leu

Gln

Arg

Leu

Leu

Gly

Phe

50

Phe

val

Ala

Cys

cys

130

Asp

Met

Leu

Leu

Ala

210

Asp

Leu

Leu

val

Leu
290

Ala

35

Lys

Ala

AsSn

Glu

Thr

115

Ala

Asp

Cys

Tyr

Phe

195

Ala

Glu

Gln

Ser

Thr

275

Glu

Pro

Asp

Gln

Glu

Asn

100

val

Lys

Asn

Thr

Glu
180
Phe
Asp
Gly
Lys
Gln
260

Asp

cys

Pro

Leu

Tyr

val

85

Cys

Ala

Gln

Pro

Ala

165

Iile

Ala

Lys

Lys

Phe

245

Arg

Leu

Ala

Pro

Gly

Leu

70

Thr

Asp

Thr

Glu

Asn

150

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

230

Gly

Phe

Thr

Asp

HR P20030455A A2

Ser

Glu

55

Gln

Glu

Lys

Leu

Pro

135

Leu

His

Arg

Arg

Ala

215

Ser

Glu

Pro

Lys

Asp

Asp Ala His Lys
40

Glu

Gln

Phe

Ser

Pro

ASp

Arg

TYIr

Cys

ser

Arg

Lys

val

280

Arg

Asn

Cys

Ala

Leu

105

Glu

Arg

Arg

ASiti

His

185

Lys

Leu

Ala

Ala

Ala

265

His

Ala

104

Phe

Pro

Thr

Asn

Leu

Glu

170

Pro

Ala

Leu

Lys

phe

250

Glu

Thr

Asp

Lys

Phe

75

Thr

Thr

Tyr

Glu

Val

155

Glu

Tyr

Ala

Pro

GlIn

235

Lys

Phe

Glu

Leu
35

ser

Ala

60

Glu

cys

Leu

Gly

cys

140

Arg

Thr

Phe

Phe

Lys

220

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala
300

Glu

45

Leu

Asp

val

Phe

Glu

125

Phe

Pro

Phe

Tyr

Thr

205

Leu

Leu

Trp

Glu

Cys

285

Lys

val

val

His

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

Ala

190

Glu

Asp

Lys

Ala

val

270

His

Tyr

Ala
Leu
val
Asp
95

Asp
Ala
Gln
Val
Lys
Pro
cys
Glu
Cys
val
255
Ser

Gly

Ile

His

Ile

Lys

Asp

His

Lys
Glu
Cys
Leu
Ala
240
Ala
Lys

Asp

Cys



Glu

305

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

385

Ala

Lys

Leu

Arg

val

465

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr

545

Gln

Asn

Leu

Pro

val

Leu

370

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr

450

Ser

Ala

GlIn

Lys

Leu

530

Phe

Ile

Gln

Leu

Ala

Cys

355

TYr

Arg

Ala

Leu

Glu

435

Thr

Arg

Lys

Leu

cys

515

Glu

Thr

Lys

Asp

Glu

340

Lys

Glu

Leu

Asp

val

420

Gln

Lys

Asn

Arg

cys

500

Cys

val

Phe

Lys

ser

Lys

325

Leu

Asn

TY I

Ala

Pro

405

Glu

Leu

Lys

Leu

Met

485

val

Thr

Asp

His

Gln
565

HR P20030455A A2

Ile Ser Ser Lys Leu Lys

310

ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

390

Glu

Gly

val

Leu

Glu

Glu

Ala

550

Thr

His

Ser

Ala

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

455

Lys

cys

His

Ser

Thr

535

Asp

Ala

Cys

Leu

Glu

360

Arg

Tyr

cys

Gln

Tyr

420

Gln

val

Ala

Glu

Leu

520

Tyr

Ile

Leu

Ile
Ala

345

Ala

Glu

Tyr

Asn

425

Lys

val

Gly

Glu

val

Cys

val

105

Ala

330

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

410

Leu

Phe

Ser

Ser

Asn

Pro

Thr

Glu
570

315

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

395

Lys

Ile

Gln

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu

555

Leu

Glu

val

Phe

val

TYyr

380

Leu

val

Lys

Asn

Pro

460

cys

Leu

val

Arg

Glu

540

ser

val

36

Cys

Glu

val

Phe

365

ser

Glu

Phe

Gln

Ala

445

Thr

Cys

ser

Ser

Pro

525

Phe

Glu

Lys

cys
ASh
Glu
350
Leu
val
Lys
Asp
Ash
430
Leu
Leu
Lys
val
Asp
510
cys
Asn

Lys

His

Glu

Asp

335

Ser

Gly

val

cys

Glu
415

Cys

Leu

val

His

val

495

Arg

Phe

Ala

Glu

Lys

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

Cys

400

Phe

Glu

val

Glu

Pro

480

Leu

val

ser

Glu

560

Pro



HR P20030455A A2

Lys Ala Thr Lys Glu Gln Leu Lys Ala val Met Asp
580 585

Phe Val Glu Lys cys Cys Lys Ala
595 600

Glu Glu Gly Lys Lys Leu val Ala

610

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

<220>
<223>
<400>

615

17

640

PRT

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija
17

iis Gly Glu Gly §hr phe Thr

Glu Ala val Arg Leu pPhe Ile
20

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

50

55

Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu

65

70

Ala Phe Ala GlIn Tyr Leu Gln

Leu val

85

Asn Glu val Thr Glu
100

Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys

115

Leu Cys Thr val Ala Thr Leu
130 135

Cys Cys Ala Lys GlIn Glu Pro

145

150

ser

Glu

Gly

40

Asp

Glu

Gln

Phe

Ser

120

Arg

Glu

Asp Asp Lys Glu

Asp

Thr
605

Phe Ala Ala

590

Cys

Ala Ser Gln Ala Ala Leu

Asp

Trp

25

Gly

Ala

Asn

cys

Ala

105

Leu

Glu

Arg

106

Leu

10

Leu

Gly

His

Phe

Pro

90

Lys

His

Thr

Asn

ser

Lys

Gly

Lys

Lys

75

Phe

Thr

Thr

Tyr

Glu
155

620

Lys

Asnh

Gly

ser

60

Ala

Glu

Cys

Leu

Gly

Cys

37

Gln

Gly

Ser

45

Glu

Leu

Asp

val

Phe

125

Glu

Met

Gly

30

Gly

val

val

His

Ala

110

Gly

Met

Leu

Phe Ala

Gly Leu

Glu

15

Pro

Gly

Ala

Leu

val

95

Asp

ASp

Ala

Gln

Glu

Ser

Gly

His

Ile

80

Lys

Lys

Asp

His
160



Lys

val

Leu

Gln

225

Arg

ser

Arg

Leu

Leu

305

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

385

Leu

Ala

Asp

Met

Leu

Leu

210

Ala

Asp

Leu

Leu

val

290

Leu

Asn

Leu

Pro

val

370

Leu

Leu

Ala

Asp

Cys

Tyr

195

Phe

Ala

Glu

Gln

ser

275

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala
355

cys

Ty

Arg

Ala

Asn

Thr

180

Glu

Phe

Asp

Gly

Asp

Cys

ASp

Glu

340

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

Pro

165

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

245

Phe

Arg

Leu

Ala

ser

325

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

405

Pro

Asn

phe

Ala

Lys

Ala

230

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

310

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

390

Lys

His

HR P20030455A A2

Leu

His

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

Pro

Lys

295

Asp

ser

His

ser

Ala

375

Arg

Thr

Glu

Pro

Asp

Arg

200

Tyr

Cys

Ser

Arg

Lys

280

val

Arg

ser

Cys

Leu

360

Glu

Arg

Tyr

cys

Arg

Asn

185

His

Lys

Leu

Ala

Ala

265

Ala

His

Ala

Lys

Ile

345

Ala

Ala

His

Glu

Tyr
425

107

Ley

170

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

250

Phe

Glu

Thr

Asp

val

Glu

TYyr

Ala

Pro

235

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

315

Leu

330

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr
410

Ala

Lys

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

Lys
38

Arg

Thr

Phe

Phe

220

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

300

Ala

Glu

val

phe

val

380

Tyr

Leu

val

Pro

Phe

Tyr

205

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

285

Cys

Lys

Cys

Glu

val

365

Phe

Ser

Glu

Phe

Glu

Leu

190

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

270

val

His

Tyr

cys

Asn

350

Glu

Leu

val

Lys

val

175

Lys

Pro

cys

Glu

255

val

Ser

Gly

Ile

Glu

335

Asp

ser

Gly

val

Asp

Lys

Glu

cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

Asp

cys

320

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

400

Cys

Phe



| Lys

Leu

Glu
Ash
Thr
Ala
545
Thr
Gln
Lys

Phe

Glu
625

Pro

Phe

450

Tyr

Ser

Ala

Glin

530

Leu

Phe

Ile

Ala

val

610

Glu

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

<220>

<223>

Leu

435

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

515

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

595

Glu

Gly

18

264

PRT

val

Gin

Lys

Asn

Cys

cys

val

Phe

Lys

580

Lys

Lys

Lys

Glu

Leu

Lys

Leu

485

Met

val

Thr

Asp

His

565

Gln

Glu

cys

Lys

Glu

Gly

val

470

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

550

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
630

Umjetna sekvenca

HR P20030455A A2

Pro

Glu

455

Pro

Lys

cys

His

Ser

535

Thr

Asp

Ala

Leu

Lys

Val

sintetska konstrukcija

GIn Asn Leu Ile

440

Tynr

Gln

val

Ala

Glu

520

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

Ala

Ala

Lys

val

Gly

Glu

505

Lys

val

val

Cys

val

585

Ala

Asp

Ala

108

Phe

Ser

Ser

490

Asp

Thr

Ash

Pro

Thr

570

Glu

val

Asp

ser

Gln

Thr

475

Lys

Tyr

Pro

Arg

555

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
635

Lys

Asn

460

Pro

cys

Leu

val

Arg

540

Glu

ser

val

Asp

Glu

620

Ala

39

Gln

445

Ala

Thr

Cys

ser

ser

525

Pro

Phe

Glu

Lys

605

Thr

Ala

Asnh

Leu

Leu

Lys

val

510

Asp

Cys

Asn

Lys

His

590

Phe

Cys

Leu

cys

Leu

val

Arg

Phe

Ala

Glu

LysS

Ala

Phe

Gly

Glu
val
Glu
480
Pro
Leu
val
ser
Glu
560
Arg
Pro
Ala

Ala

Leu
640



HR P20030455A A2

<400> 18
His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe I1e Ala Trp Leu val Lys Gly Arg Gly Ala
20 25 30

Glu Pro §§s ser Cys Asp Lys Zgr His Thr Cys Pro Zgo Cys Pro Ala

Pro g%u Leu Leu Gly Gly l;go ser val pPhe Leu gio'te Pro Pro Lys Pro

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr cys val val
65 70 75 80

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val
85 90 95

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

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

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

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

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

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
180 185 190

Asp 1le Ala val clu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn 1yr
195 200 205

Lys Thr Thr Pro pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
210 215 220

Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GlIn GIn Gly Asn Val Phe
225 230 235 240

ser Cys ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
245 250 255

Ser lLeu Ser leu Ser Pro Gly Lys
260
40

109



<210>
<211>
<212>

19
272
PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223>

<400>
His val Glu
1

Gln

Ser

His

val

65

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

145

ile

Pro

LEU’

Ala

Gly

Thr

50

Phe

Pro

val

Thr

val

130

cys

Ser

Pro

val

19

Ala

Ala

cys

Leu

Glu

Lys

Lys

115

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

HR P20030455A A2

sintetska konstrukcija

Gly Ehr Phe Thr

Lys

20

Pro

Pro

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Arg

GTy'

Glu

Pro

Pro

Pro

Thr

85

Ash

Arg

val

ser

Lys

Glu

Phe

Phe

Pro

Cys

Pro

70

cys

Trp

Glu

lLeu

Asn

150

Gly

Glu

Tyr

Ile

ser

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

Pro

Ser

Ala

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Gln

120

Gln

Ala

Pro

Thr

ser
200

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

185

Asp

110

val

10

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

90

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

ser

val

Lys

Leu

Thr

75

val

val

ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

ser

Lys

ser

Leu

60

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

Gln

val

val

41

Tyr

Gly

cys

45

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Ile

val

Ser

Glu
205

Leu

Arg

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

190

Trp

Glu

15

Gly

Lys

Pro

ser

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Gly
Ser
Thr
Ser
Arg
80

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
160
Leu

Cys

ser



HR P20030455A A2

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

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys lLeu Thr val Asp Lys Ser

225 230 235 240
Arg Trp GIn Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala
245 250 255
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260 265 270

<210> 20

<211> 264

<212> PRT

<213> Umijetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija

<400> 20

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

GIn Ala Ala Egs Glu Phe Ile Ala Erp Leu val Lys Gly Agg Gly Ala
5 3

Glu Pro gys Ser Cys Asp Lys Xgr His Thr Cys Pro Zgo Cys Pro Ala
5

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
50 55 60

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val The cys val val
65 70 75 80

val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val
85 90 95

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

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

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val ser Asn Lys Ala
130 135 140
12

111



Leu

145

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

225

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

210

Lys

Cys

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>
gis val Glu Gly ghr Phe Thr

Ala

Pro

Gln

Ala

195

Thr

Leu

Ser

ser

21

272
PRT

21

Gln Ala Ala

Ser Gly Ala
35

His Thr cys
50

val Phe Leu

65

Pro

Gln

val

180

val

Pro

Thr

val

Leu
260

Lys

20

Pro

Pro

Phe

Ile

val

165

Ser

Glu

Pro

val

Met

245

Ser

Glu

Pro

Pro

Pro

Glu

150

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

230

His

Pro

Umjetna sekvenca

Phe
Pro
cys

Pro
70

HR P20030455A A2

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

215

Lys

Glu

Gly

sintetska konstrukcija

Ile

Ser

Pro

55

Lys

Thr

Leu

Cys

ser

200

Asp

Ser

Ala

Lys

ser

Ala

Ala

40

Ala

Pro

Ile

Pro

Leu

185

Asn

Ser

Arg

Leu

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

112

ser Lys
155

Pro ser
170

val Lys
Gly Gln
Asp Gly
Trp Gln

235

His Asn
250

val Ser
10

Leu val
Pro Lys

Glu Leu

Asp Thr
75
43

Ala

Arg

Gly

Pro

ser

220

Gln

His

Lys

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

CTu

TYyr

190

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser Tyr Leu

Lys Gly Arg
30

ser Cys Asp
45

Leu Gly Gly
60

Leu Met Ile

Gln

Met

175

Pro

Asn

Leu

val

Gln
255

15

Gly

Lys

el

ro

ser

Pro

160

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

240

Lys

Glu

ser

Thr

ser

Arg
80



Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

ser

225

Arg

Leu

Pro

val

Thr

val

130

Cys

ser

Pro

val

Asp

Trp

His

<210>
<211
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu

Lys

Lys

115

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

195

Gln

Gly

Gln

Asn

22

272

PRT

22

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Arg

180

Gly

Pro

Ser

Thr

85

ASh

Arg

val

ser

Lys

165

Glu

Phe

Glu

Phe

HR P20030455A A2

Cys val val val

Trp
Glu
Leu
Asn
150
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
230

Asn

Thr

Umjetna sekvenca

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

215

Leu

val

Gln

sintetska konstrukcija

val Asp
105

Gln Tyr
120

Gln Asp
Ala Leu
Pro Arg
Thr Lys

185
Ser Asp
200
TYyr Lys
Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
265

ASp
90
Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

Lys

Ccys

250

Leu

val

val

ser

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

235

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

Gln

val

val

Pro

220

Thr

val

Leu

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

205

Pro

val

Met

sSer

Glu Asp Pro
95

His

110

Arg

LysS

Glu

TYr

Leu

190

Trp

val

Asp

His

Pro
270

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

255

Gly

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

Cys

ser

ASp

Ser

240

Ala

Lys

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

113

44



Gln

ser

His

val

65

Thr

Glu

Lys

sSer

Lys

145

Ile

Pro

L.eu

AsSn

Ser

225

Arg

Leu

Ala

Gly

Thr

50

Phe

Pro

val

Thr

val

130

cys

ser

Pro

val

Gly

210

Asp

Trp

His

<210>

Ala

Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

LyS

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

23

Lys

20

Ser

Pro

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Arg

180

Gly

Pro

Ser

Gln

His
260

Glu

sSer

Pro

Pro

Thr

85

Asn

Arg

Val

ser

Lys

165

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

TYrE

Phe

Gly

cys

Pro

70

cys

Trp

Glu

Leu

ASn

150

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

230

Asn

Thr

HR P20030455A A2

Ile Ala ;gp Leu val

Ala

Pro

55

Lys

val

TYyr

Glu

His

135

Lys

Glin

Met

Pro

Asn

215

Leu

val

Gln

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Gln

120

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

200

TYyr

TYr

Phe

Lys

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Leu

Arg

Lys

185

Asp

Lys

ser

Ser

N
(D
U1y

114

Pro

Glu

ASp

ASD

20

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

Lys

Ccys

250

Leu

Lys

Leu

Thr

75

val

val

Ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

235

Ser

ser

45

Lys

Ser

Leu

60

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

Glin

val

vai

Pro

220

Thr

val

Leu

Gly

Cys

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Ile

val

Ser

Glu

205

Pro

val

Met

ser

Arg

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

LyS

Glu

Tyr

Leu

190

Irp

val

Asp

His

Pro
270

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

255

Gly

ser

Thr

ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

cys

ser

AsSp

ser

240

Ala

Lys



<211>
<212>

<2135

<220>

<223>

<400>
2is Gly Glu Gly ;hr Phe Thr

Gin

ser

ser

Thr

65

phe

Pro

val

Thr

val

145

cys

ser

Pro

val

Ala

Gly

Gly

50

cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

287
PRT

23

Ala

Ala

35

Gly

Pro

Phe

val

Phe

115

Pro

Thr

val

Ala

Arg

195

Gly

Lys

20

Pro

Gly

Pro

Pro

Thr

100

Ash

Arg

val

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Pro

Gly

cys

Pro

85

Cys

HR P20030455A A2

Umijetna sekvenca

sintetska konstrukcija

Phe

Pro

Ser

Pro

70

Lys

val

Trp Tyr

Glu

Leu

ASn

165

Gly

Glu

TYFP

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

Ile

ser

Ala

55

Ala

Pro

val

val

Gln

135

Gln

Ala

Pro

Thr

ser
215

Ser

Ala

Gly

40

Glu

Pro

Lys

val

Asp

120

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

200

Asp

Asp

Trp

25

Gly

Pro

Glu

Asp

Asn

Trp

Pro

Asn

Ile

115

val

10

Leu

Gly

Lys

Leu

Thr

90

val

Val

Ser

Leu

Ala

170

Pro

Glin

Ala

ser

val

Gly

Ser

Leu

75

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

155

Pro

Gln

val

val
46

ser

Lys

Ser

Met

His

val

Tyr

140

Gly

Ile

val

ser

Gluy
220

Tyr

Gly

Gly

45

Asp

Gly

ile

Glu

His

125

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

205

Trp

Leu

Arg

30

Gly

Lys

Pro

Ser

Asn

val

Glu

Lys

Thr

Glu
15

Gly
Gly
Thr
Ser
Arg
95

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
175

Leu

190

Thr

Glu

Cys

Ser

Glu

ser

Gly

His

val

80

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

160

Ile

Pro

Leu

Asn



HR P20030455A A2

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser
225 230 235 240

Asp Gly Ser Phe Phe leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg
245 250 255

Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu
260 265 270

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
275 280 285

<210> 24
<211> 284
<212>  PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija

<400> 24

gis Gly Glu Gly ghr Phe Thr Ser Asp ¥81 ser Ser Tyr Leu géu Glu

Gln Ala Ala Eys Glu Phe Ile Ala Erp Leu val Lys Gly Arg Gly Ser
0 5 30

ser Gly éga Pro Pro Pro Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
40 45

ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro
50 55 60

Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Vval Phe Leu Phe
65 70 75 80

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val
85 90 95

Thr Cys val val val Asp val Ser Gln Glu Asp Pro Glu val Gln phe
100 105 110

Asn Trp Tyr vVal Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
115 120 125

Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr
130 135 140
a7

116



val

145

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

225

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

210

Asn

Phe

Asn

Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

His

Lys

Gln

Met

195

Pro

Asnh

Leu

val

Gln

275

25
302
PRT

25

Gin

Gly

Pro

180

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

260

Lys

Asp

Leu

165

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

245

Ser

Ser

Trp

150

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

230

Arg

cys

Leu

Umjetna sekvenca

HR P20030455A A2

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr

ser

Pro

Gln

Ala

215

Thr

Leu

ser

Ser

sintetska konstrukcija

?is Gly Glu Gly ghr Phe Thr

Gln Ala Ala Egs Glu pPhe 1le

ser Gly gga Pro Pro Pro Ser

ser

Gln

val

200

val

Pro

Thr

val

Leu
280

Ser

Ala

Gly
40

Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly
50 55

Ile
val
185
ser
Glu
Pro
val
Met

265

ser

Asp
Trp

25

Gly

117

Glu
170
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
250

His

Leu

val
10

Leu

Gly

y Gly

155

Lys Thr
Thr Leu
Thr Cys
Glu ser

220

Leu Asp
235
Lys Ser

Glu Ala

Gly Lys

Ser Ser
val Lys
Gly Ser

Ser Gly
60
48

Lys

Ile

Pro

Leu

205

Asn

ser

Arg

Ley

Tyr
Gly
Gly
45

Gly

Cys

Ser

Pro

190

val

Gly

Asp

Trp

His
270

Leu
Arg
30

Gly

Gly

Lys

Lys

175

ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

val
160
Ala
Gln
Gly
Pro
ser
240

Glu

His

Glu Glu

15

Gly

Ser

Gly Gly

Gly Sser



Gly

65

Cys

Leuy

Glu

Lys

Lys

145

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

225

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

Phe

val

Phe

130

Pro

Thr

val

Ala

Arg

210

Gly

Pro

Ser

Gln

His
290

Gly

Pro

Pro

Thr

115

Asn

Arg

val

ser

Lys

195

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210> 26
<211> 294
<212> PRT

Gly
Ccys
Pro
100
cys
Trp
Glu
Leu
Asn
180
Gly
Glu
Tyr
AsSn
Phe
260

Asn

Thr

Ser Ala Glu Pro.lys Ser Cys
5

Pro

85

Lys

val

TYyr

Glu

His

165

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

245

Leu

Val

Gln

70

Ala

Pro

val

val

Gln

150

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

230

Tyr

Tyr

Phe

Lys

HR P20030455A A2

Pro

Lys

val

Ty

Asp

Leu

Arg

Lys

215

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
295

Glu

Asp

Asn
Trp
Pro
Glu
200
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
280

Leu

Leu

Thr

105

val

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

265

Ser

ser

118

Leu

90

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

170

Pro

Gln

val

val

Pro

250

Thr

val

Leu

7

Gly

Met

val

Tyr

155

Gly

Ile

val

Ser

Glu

235

Pro

val

Met

Ser

49

ASp

Gly

Ile

Glu

His

140

Arg

Lys

Glu

TYyr

Leu

220

Trp

val

Asp

His

Pro
300

Lys

Pro

Ser

val

Glu

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

285

Gly

Thr

ser

Ara

110

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

190

Leu

Cys

ser

ASp

Ser

270

Ala

Lys

His

val

95

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

175

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

255

Arg

Leu

Thr

80

Phe

Pro

val

Thr

val

160

cys

ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His



<213> Umjetna sekvenca

<220>

HR P20030455A A2

<223> sintetska konstrukcija
<400>
His Gly Glu Gly Thr
1 5

Gln
Gly
Gly
Lys
65

Leu
Thr
val
val
Ser
145
Leu
Ala
Pro

Gln

Ala
225

Ala

Gly

Gly

50

ser

Leu

Leu

Ser

Glu

130

Thr

Asn

Pro

Gin

val

210

val

26

Ala

Gly

35

ser

cys

Gly

Met

His

115

val

Tyre

Gly

Ile

val

195

ser

Glu

Lys

20

Ser

Gly

Asp

Gly

Ile

100

Glu

His

Arg

Lys

Glu

180

Tyr

Leu

Trp

Glu

Gly

Gly

Lys

Pro

85

ser

Asp

Ash

val

Glu

165

Lys

Thr

Thr

Glu

Phe

Phe

Gly

Gly

Thr

70

sSer

Arg

Pro

Ala

val

150

TyYr

Thr

Leu

cys

ser
230

Thr

Ile

Gly

Gly

55

His

val

Thr

Glu

Lys

135

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

215

Asn

ser

Ala

Gly

40

Ser

Thr

Phe

Pro

val

120

Thr

val

Ccys

ser

Pro

200

val

Gly

Asp

Trp

25

Ser

Gly

Cys

Leu

Glu

105

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

185

Ser

Lys

Gln

119

val
10

Leu
Gly
Gly
Pro
Phe
90

val
Phe
Pro
Thr
val
170
Ala
Arg

Gly

Pro

ser

val

Gly

Gly

Pro

75

Pro

Thr

Asn

Arg

val

155

ser

Lys

Glu

Phe

Glu
235

Ser

Lys

Gly

Gly

60

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

140

Leu

ASn

Gly

Glu

Tyr

Asn

50

Tyr

Gly

Gly

45

Ser

Pro

Lys

val

Tyr

125

Glu

His

Lys

Gln

Met

205

Pro

Asn

Leu

Arg

30

Ser

Ala

Ala

Pro

Val

110

val

Gln

Gln

Ala

Pro

190

Thr

ser

Tyr

Glu

15

Gly

Gly

Glu

Pro

Lys

95

val

Asp

TYr

Asp

Leu

175

Arg

Lys

Asp

Lys

Glu

Gly

Gly

Pro

Glu

80

Asp

Asp

Gly

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr
240



HR P20030455A A2

Thr Pro Pro val lLeu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe leu
245 250

Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp
260

Gln
265

Ser val g;g His Glu Ala Leu His Asn

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

290

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

<220>

27
280

PRT

Umjetna sekvenca

<223> sintetska konstrukcija

<400>
His Gl
7 Y

Gln Ala

Ser Gly

27
Glu

Ala

Ala
35

Glu Pro Lys

50

Pro Glu
65

Lys Asp

val Asp

Leu

Thr

val

Asp Gly val

Tyr Asn

115

Ser

130

280

Gly Ehr Phe Thr ser

Lys

20

Pro

ser

Leu

Leu

ser

100

Glu

Thr

Glu

Pro

cys

Gly

Met

85

His

val

Tyr

Phe

Pro

Asp

Gly

70

Ile

Glu

His

Arg

T1le

ser

Lys

55

Pro

ser

Asp

Asn

val
135

Ala

Ser

40

Thr

ser

Arg

Pro

Ala

120

val

Asp

Trp

25

ser

His

val

Thr

Glu

105

Lys

Ser

120

Gln

His

val

10

Leu

Gly

Thr

Phe

Pro

90

val

Thr

val

Gly Asn

Tyr Thr

Ser Ser
val Lys
Ala Pro
Ccys Pro

60
Leu Phe
75
Glu val
Lys Phe

Lys Pro

Leu Thr
140
51

val

Gln
285

Tyr

Gly

Pro

45

Pro

Pro

Thr

Asn

Ar

12

val

Tyr Ser Lys

Phe
270

Lys

Leu

Arg

30

Pro

cys

Pro

Cys

Leu

255

ser

Ser

Glu

15

Gly

ser

Pro

Lys

val
95

Tyr

Glu

His

cys

Leu

Glu

ser

Ala

Ala

Pro

80

val

val

Gln

Gln



Arg

Lys

Asp

Lys

225

ser

ser

ser

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

210

Thr

Lys

Cys

Leu

<210>
<211>

<212>

<213>

<2205

<223>

<400>

Leu

Ala

Pro

Gln

195

Ala

Thr

Leu

‘Ser

Ser

275

28
287

PRT

28

Asn

Pro

Gln

180

val

val

Pro

Thr

val

260

Leu

Gly

Ile

165

val

ser

Glu

Pro

val

245

Vet

Ser

HR P20030455A A2

Lys Glu Tyr Lys
150

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

230

Asp

His

Pro

Umjetna sekvenca

Lys

Thr

Thr

Glu

215

Leu

Lys

Glu

Gly

sintetska konstrukcija

Iil-‘is Gly Glu Gly ‘ghr Phe Thr

Gln Ala val IZ_%S Glu Phe Tle

Ser Gly éga Pro Pro Pro Ser

ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala
50 55

Thr

Leu

Cys

ser

Asp

Ser

Ala

Lys

Ser
Ala
Gly
40

Glu

Ile
Pro
185
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
265

Asp
Trp
25

Gly

Pro

121

Cys

ser

170

Pro

val

Gly

Asp

val
10
Leu

Gly

Lys

Lys val
155
Lys Ala
ser Arg
Lys Gly
Gln Pro
220
Gly ser
2

Gln Gln

Asn His

ser: ser
Ile Lys
Gly Ser

Ser Cys
60
52

Ser

Lys

Glu

Phe

205

Glu

Phe

Gly

Tyr

TYyr
Gly
Gly
45

Asp

Asn

Gly

Glu

190

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
270

Leu
Arg
30

Gly

Lys

Lys
Gln
175
Met
Pro
ASn
Leu
val
255

Gln

Glu
15
Gly

Gly

Thr

Ala
160
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
240

Phe

Lys

Glu

Ser

Gly

His



Thr

65

Phe

Pro

val

Thr

val

145

Cys

Ser

Pro

val

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

LyS

ser

Lys

210

Gln

Gly

Gln

Asn

<210>
<211>
<212>

<213>

Pro

Phe

val

Phe

115

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

195

Gly

Pro

Ser

Gln

His

275

29
272
PRT

Pro

Pro

Thr

100

Asn

Arg

val

Ser

Lys

180

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

260

Tyr

Ccys

Pro
85

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

165

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

245

Ash

Thr

HR P20030455A A2

Pro Ala Pro Glu

70

Lys

val

Tyr

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

230

Leu

val

Gln

Umjetna sekvenca

Pro

val

val

Gln

135

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

215

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

val

Asp

TYr

Asp

Leu

Arg

LysS

Asp

Lys

ser

ser

ser
280

Asp

Asn

Trp

Pro

Asn

Ile

Thr

Lys

cys

265

Leu

122

Leu

Thr

920

val

val

ser

Leu

Ala

170

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

250

ser

Ser

Leu

75

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

155

Pro

Gln

Vval

val

Pro

235

Thr

val

Leu

53

Gly Gly Pro Ser

Met

His

val

Tyr

140

Gly

Ile

vai

ser

Glu

220

Pro

val

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

205

Trp

val

ASD

His

Pro
285

ser

ASp

110

Asn

val

Glu

Lys

Thr

190

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

270

Gly

Arg

95

Pro

Ala

val

TYr

Thr

175

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

255

Ala

Lys

Val

80

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

240

Arg

Leu



<220>

HR P20030455A A2

<223> sintetska konstrukcija
<400>

29

gis Gly Glu Gly Thr Phe Thr
5

Glu

ser

His

val

65

Thr

clu

Lys

ser

Lys

145

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

225

Arg

Ala

Gly

Thr

50

pPhe

Pro

val

Thr

val

130

cys

ser

Pro

val

Gly

210

Asp

Trp

val
Ala
35

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
115
Leu
Lys
Lys
ser
Lys
195
Gln

Gly

Gln

Arg

20

Pro

Prao

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Pro

ser

GlIn

Leu

Pro

Pro

Pro

Thr

85

Asn

Arg

val

ser

Lys

165

Glu

Phe

Glu

Phe

Phe Tle

Pro Ser

Cys Pro
55

Pro Lys
70

Cys val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
135

Asn Lys
150

Gly Gln

Glu Met

Tyr Pro

Asn Asn
215

Phe Leu
230

Asn val

Ser

Glu

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Glin

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

200

Tyr

Tyr

Phe

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

ser

123

Leu

10

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

90

Gly

Asn

Irp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

LyS

250

ser

Lys

Lys

Leu

Thr

75

val

val

Ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

235

ser

Lys

Asn

Ser

Leu

60

Leu

ser

Glu

Thr

Ash

140

Pro

GlIn

val

val

Pro

220

Thr

val

54

Gln

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Ile

val

ser

Glu

205

Pro

val

Met

Met

Gly

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

190

Trp

val

Asp

His

Glu

15

Pro

Lys

Pro

ser

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Lys

NG

Glu

ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

240

Ala
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Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys s§r Leu Ser Leu Ser Sro Gly Lys
265 70

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

30
272
PRT

30

260

Umjetna sekvenca

sintetska konstrukcija

gis Gly Glu Gly Thr Phe Thr
5

Glu

Ser

His

val

65

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

145

Ile

Pro

Ala

Gly

Thr

50

Phe

Pro

val

Thr

val

130

Cys

Ser

Pro

val

Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

115

Leu

Lys

Lys

ser

Arg

20

Ser

Pro

Phe

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

85

Asn

Arg

val

ser

Lys

Glu

pPhe

Gly

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

150

Gly

Glu

Ile

Ala

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

ser

Glu

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Glin

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

TYyr

Asp

Leu

Arg

124

Leu

10

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

90

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ser Lys
Lys Asn
Lys Ser

Leu: Leu
60

Thr Leu
75

val ser
val Gglu
Ser Thr

Leu Ash
140

Ala Pro
155

Pro Gln

Gln val
55

Gln

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Ile

val

ser

Met

Gly

30

Asp

Gly

Ile

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
190

Glu

15

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

95

Asn

val

Gglu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

cys
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Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro
195

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
210 215

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
225 230

Arg Trp Gln Gln Gly Asn val
245

Leu His Asn His Tyr Thr Gln
260

<210> 31
<211> 287
<212> PRT

<213> Umjetna sekvenca

<220>

<223> sintetska konstrukcija
<400 31

111'5 Gly Glu Gly ‘;’hr Phe Thr

Glu Ala val ggg Leu Phe Ile

ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala
50 55

Thr Cys Pro Pro Ccys Pro Ala
65 70

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
85

Pro Glu val Thr cys val val
100

val Lys Phe Asn Trp Tyr val
115

ser
200
Tyr
Tyr

Phe

Lys

ser

Glu

Gly

40

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Lys

ser

ser

ser
265

Asp

Trp

25

Gly

Pro

Glu

Asp

125

Ile

Thr

Lys

Leu

10

Leu

Gly

Lys

Leu

Thr

90

val

val

Ala
Thr
Leu
235

ser

ser

ser

Lys

Gly

Ser

Leu

75

Leu

Ser

vVal

Pro

220

Thr

val

Leu

Lys

Asn

ser

Cys

60

Gly

Met

His

Glu val

56

Glu Trp Glu

205

Pro

val

Met

ser

Gln

Gly

Gly

45

Asp

Gly

Ile

Glu

His
125

val

Asp

His

Pro
270

Met

Gly

30

Gly

Lys

Pro

ser

Leu
Lys
Glu
255

Gly

Glu

15

Pro

Gly

Thr

ser

Arg

Pro

Ala

Ser

Asp

Ser

240

Ala

Lys

Glu

Ser

Gly

His

val

80

Thr

Glu

Lys



Thr

val

145

ser

Pro

val

Asp

Trp

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

210

GlIn

Gly

Gln

His Asn

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

<400>

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

32
232

PRT

Arg

val

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
260

Glu

Leu

Asn

165

Gly

Glu

TYr

Asn

Phe

245

Ash

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

230

Leu

val
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Gln

135

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

215

Tyr

Tyr

Phe

Tyr Thr GIn Lys

Homo sapiens

32

Ala Glu Pro Lys Ser
1 5

Ala Pro Glu

Lys Asp Thr
35

val Asp val
50

Lys
20
Lys

sSer

Gly

Met

His

cys

Gly

Ile

Glu

Asp
Pro
Ser

Asp
55

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg

Asp

Leu

Arg

Lys

200

Asp

Lys

Ser

ser

ser
280

Lys

ser

Arg

40

Pro

Trp

Pro

Glu

185

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

265

Leu

Thr

val

Thr

Glu

126

Leu

Ala

170

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

250

ser

ser

His

10

Phe

Pro

val

140

Asn Gly Lys

155

Pro

Gln

val

val

Pro

235

Thr

val

Leu

Thr

Leu

Glu

Lys

Ile
val
sSer
Glu
220
Pro
val

Met

ser

cys
Phe
val

phe
60

Glu
Tyr
Leu
205
Trp
Val
Asp
His

Pro
285

Pro
Pro
Thr
45

Asn

val

Glu

Lys

Thr

190

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

270

Gly

Pro
Pro
30

Cys

Trp

val

Tyr

Thr

175

Leu

Cys

ser

Asp

Ser

255

Ala

Lys

cys
15
Lys

val

Tyr

ser

Lys

160

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

240

Arg

Leu

Pro

Pro

val

val



Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

ser

Ser

ser
225

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

val

ser

Leu

Ala

115

Pro

Gin

Ala

Thr

Leu

195

ser

Ser

33

703

DNA

Homo

Glu

Thr

Asn

100

Pro

Gln

val

val

Pro

180

Thr

val

Leu

val
Tyr
85

Gly
Ile
val
Ser
Glu
165
Pro
val

Met

ser

His Asn

70

Arg val

Lys Glu
Glu

Lys

Thr
135

Tyr

Leu Thr

150

Trp Glu
val Leu
Asp

Lys

Glu
215

His

Pro

Gly
230
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Ala Lys Thr %§s Pro

val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

ser.

LYS

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

185

Arg

Leu

val

90

cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

AsSn

Thr

val

Ala

Pro

ser

Gln

His
220

Arg

val

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Leu

Ash

110

Gly

Glu

Tyr

ASn

Phe

190

Asn

Thr

Glu

His

95

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

175

Leu

val

Gln

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys

<400> 33
gagcccaaat

gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca

ggcaaggagt

sapiens

cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggegt
cgtaccgtgt

acaagtgcaa

aactcacaca
cttcececceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc

ggtctccaac

tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtec

aaagccctcc

gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgeg
tgcaccagga

cagceccecat

58

127

tgaactcctg
gatctccegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat

cgagaaaacc

60
120
180
240
300
360



atctccaaag
gaggagatga
gacatcgcecg
cccgtgcetgg
aggtggeagc
tacacgcaga

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

34
585
PRT

Homo

<400>
Asp Ala His
1

34

Glu Asn Phe

Gln Pro

35

Cys

Ala
50

Phe Lys

Ser Leu His

65

Arg Glu Thr

Glu Arg Asn

Pro Leu

115

Arg

Asp Asn Glu

130

His Pro

Lys Ala

ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt
agagcctctc

sapiens

Lys Ser

Lys Ala
20

Phe Glu

thr

Ccys

Thr Leu

Glu

Leu

Asp

val

Phe
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gcceccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctcecttctte
cttctcatgc
cctgtctecg

val Ala

val

Leuy

Val
40

His

Ala
55

AsSp

Gly Asp

70

Tyr Gly

85

Glu
100

cys
val Arg
Glu Thr
Tyr Phe

Phe
165

Ala

Glu
Phe
Pro
Phe

Tyr
150

Thr

Met Ala

Gln

Leu

val
120

Glu

Leu
135

Lys
Ala

Pro

Glu cys

ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctatagca
tcecgtgatdac
ggtaaatgat

His Arg Phe

10

Ile Ala Phe
25

Lys Leu val

Glu ser Ala

Lys Leu Cys

75

Asp Cys

His Lys Asp
105

Asp Vval Met

Lys Tyr Leu

Glu Leu Leu

155

Gln Ala

170

cys

acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct
agt

Lys Asp Leu

Ala Gln

Tyr
30

Glu val

45

Asn

Glu
60

Ash Cys

Thr val Ala

Ala Lys Gln

Pro
110

Asp Asn

Thr Ala

125

Cys

Tyr Glu Ile

140

Phe phe Ala

Ala Asp Lys

39

128

cccatccegg
ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagage

gcacaaccac

Gly Glu
15

Leu Gln

Thr

ASp Lys

Thr Leu

80

Glu
95

Pro
Ash Leu
Phe His
Ala Arg

Lys

Ala

420
480
540
600
660
703



cys

sar

Arg

Lys

225

val

Arg

Ser

Ccys

Leu

305

Glu

Arg

Tyr

Cys

Gln

385

Tyr

Gln

val

Leu

Ala

Ala

210

Ala

His

Ala

Lys

Ile

290

Ala

Ala

His

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

val

Gly

Leu

Lys

195

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

355

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser
435

Pro

180

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Asp

Asp

ASp

340

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

420

Lys

LyS

Arg

Ala

Ala

Cys

245

Ala

Glu

val

Phe

val

325

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

405

Pro

Cys

Leu

Leu

Trp

Glu

230

Cys

Lys

cys

Glu

val

310

Phe

sSer

Glu

Phe

Gln

390

Ala

Thr

cys
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Asp

Lys

Ala

215

Val

His

TYr

Cys

Asn

295

Glu

Leu

Val

LysS

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

Glu
cys
200
val
ser
Gly
Ile
Glu
280
Asp
ser
Gly
val
cys
Glu
cys
Leu

val

His
440

Leu

185

Ala

Ala

Lys

Asp

Ccys

265

LysS

Glu

LYyS

Met

L.eu

345

cys

Phe

Glu

val

Glu

425

Pro

129

Arg

ser

Arg

Leu

Leu

250

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

330

Leu

Ala

Lys

Leu

Arg

410

val

Glu

Asp

Leu

L.eu

val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

val

315

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe

395

Tyr

ser

Ala

Glu

Glin

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Arg

Ala

Leu

380

Glu

Thr

Arg

Lys

60

Gly

Lys

205

Glin

Asp

cys

Asp

Glu

285

Asp

LyS

Glu

Leu

Asp

val

Asn

Lys

Asnh

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

350

Pro

Glu

Leu

LysS

Leu

430

Met

Ala

Gly

Phe

Thr

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

His

Glu

Gly

val

415

Gly

Pro

Ser

Glu

Pro

Lys

240

Asp

ser

His

ser

Ala

320

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

400

Pro

Lys

cys



Glu
450

Ala

Glu
465

Lys
val

Leu

Tyr val

Ile Cys

val
530

Leu

Lys Ala

545

Ala Asp

Ala Ala

Asp-

Thr

Asn

Pro

Thr

515

Glu

Val

Asp

Ser

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

Gln

Leu
val
Arg
485
Glu
Ser
val
ASp
Glu

565

Ala
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val val

455

Ser

Ser
470

Asp Arg

Pro Cys Phe

Phe Asn Ala

Glu
520

Glu Lys

His
535

Lys Lys

Asp Phe Ala

550

Thr Cys phe

Ala

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

35

DNA

<400> 35
gatgcgcaca

gccttggtgt
aaattagtga
aattgtgaca
cgtgaaacct
tgcttcttge
gatgtgatgt
gaaattgcca
tataaagctg

aagctcgatg

1762

Homo

580

sapiens

agagtgaggt
tgattgcctt
atgaagtaac
aatcacttca
atggtgaaat
aacacaaaga
gcactgcettt
gaagacatcc
cttttacaga

aacttcggga

Leu Gly

tgctcatcgg
tgctcagtat
tgaatttgca
tacccttttt
ggctgactgc
tgacaaccca
tcatgacaat
ttacttttat

atgttgccaa

tgaagggdaag

Leu Asn Gln

Thr

val

Ala
490

ser Leu

Glu Thr pPhe

505

Arg Gln Ile

Pro Lys Ala

val
555

Ala Phe

Glu Glu

570

Ala

Leu
585

tttaaagatt
cttcagcagt
aaaacatgtg
ggagacaaat
tgtgcaaaac
aacctccecce
gaagagacat
gcccecggaac
gctgctgata

gcttegtcetg
)

130

Leu
460

Cys

Cys Cys

Glu val

Thr Phe

Lys
525

Thr
540

Lys

Glu Lys

Gly Lys

tgggagaaga
gtccatttyga
ttgctgatga
tatgcacagt
aagaacctga
gattggtgag
ttttgaaaaa
tccttttett
aagctgcecty

ccaaacagag

val

Thr Glu

Asp Glu

His

Gln

Glu

cys

Lys

Leu His

ser
480

Thr
495

Ala Asp

Thr Ala

Gln Leu

cys

Leu
575

aaatttcaaa
agatcatgta
gtcagctgaa
tgcaactctt
gagaaatgaa
accagaggtt
atacttatat
tgctaaaagg
cctgttgcca

actcaagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



gccagtctec
cagagatttc
gtccacacqg
gccaagtata
ddacctctgt
gacttgcctt
gaggcaaagg
tactctgtcg
tgtgccgcetg
gtggaagagc
tacaaattcc
ccaactcttg
cctgaagcaa
tgtgtgttgc
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac
gctgacgata

gctgccttag

aaaaatttgg
ccaaagctga
aatgctgcca
tctgtgaaaa
tggaaaaatc
cattagctgce
atgtcttcct
tgctgctgct
cagatcctca
ctcagaattt
agaatgcgct
tagaggtctc
aaagaatgcc
atgagaaaac
ggcgaccatg
ctgaaacatt
agaaacaaac
tgaaagctgt
aggagacctg

gcttataatg
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agaaagagct
gtttgcagaa
tggagatctg
tcaagattcg
ccactgcatt
tgattttgtt
dggcatgttt
gagacttgcc
tgaatgctat
aatcaaacaa
attagttcgt
aagaaaccta
ctgtgcagaa
gccagtaagt
cttttcaget
caccttcecat
tgcacttgtt
tatggatgat
cttitgcegag

ac

ttcaaagcat
gtttccaagt
cttgaatgtyg
atctccagta
gccgaagtgg
gaaagtaagg
ttgtatgaat
aagacatatg
gccaaagtgt
aattgtgagc
tacaccaaga
ggaaaagtgg
gactatctat
gacagagtca
ctggaagtcy
gcagatatat
gagctcgtga
ttcgcagett

gagggtaaaa

62

131

gggcagtagce
tagtgacaga
ctgatgacag
aactgaagga
aaaatgatga
atgtttgcaa
atgcaagaag
aaaccactct

tcgatgaatt

tttttgagea

aagtacccca
gcagcaaatg
ccgtggtect
ccaaatgctg
atgaaacata
gcacactttc
aacacaagcc
ttgtagagaa

aacttgttgc

tcgectgage
tcttaccaaa
gacggacctt
atgctgtgaa
gatgcctgct
aaactatgct
gcatcctgat
agagaagtgc
taaacctctt
gcttggagag
agtgtcaact
ttgtaaacat
gaaccagtta
cacagaatcc
cg%tcccaaa
tgagaaggag
ctaaggcaaca
gtgctgcaag

tgcaagtcaa

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1762
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