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GPL-1 fuzni proteiny

Oblast techniky

Tento vynalez se tykd peptidl, podobnych glukagonu,
véetnd analogl a jejich derivatl, fazovanych na proteiny,
které maji ucinek na poloCas Zivota peptidd in vivo. Tyto
fuzni proteiny se daji pouZit pro 1é&eni diabetus mellitus,
ktery Jje3t& neni zavisly na inzulinu, stejné Jjako Jjinych

nemoci.

Dosavadni stav techniky

Peptid 1 podobny glukagonu (déle GLP podle anglického
nazvu "Glucagon-Like Peptide™) (GLP-1) obsahuje 37
aminokyselin, a je vylulovan L-bufikami stfeva podle mnoZstvi
pFijimané potravy. Bylo =zjiSténo, Ze stimuluje vylucCovéani
inzulinu (inzulinotropni ucinky), ¢imz zplsobuje
spot¥ebovavani glukdzy buifikami a sniZuje koncentraci glukdzy v
krevnim séru (viz, nap¥., Mojsov, S. ,Int. J. Peptide Protein
Research, 40:333-343 (1992)). Nicméné&, GLP-1 je mélo aktivni.
Nasledné endogenni &tépeni mezi 3estym a sedmym mistem ma za
néasledek G&innéjsi biologicky aktivni GLP-1(7-37)0H peptid.
Je znamo velké mnoZstvi typt analogd a derivath GLP-1 a jsou
zde citovany jako "slouleniny GLP-1". Mezi tyto GLP-1 analogy
pat¥i exendiny, coZ Jsou peptidy, které se nachéazeji v Jjedu
korovce podezfelého (jedovatd Jedtérka =z Jihozapadu USA).
Exendiny maji sekvenéni homologii s prirodnim GPL-1 a mohou
se vazat s receptorem GPL-1 iniciovat signalni pFevadeci
kaskaddu odpovédnou za Fadu aktivit, které maji souvislost s

GPL-1(7-37)0H.




Sloudeniny GPL-1 maji Ffadu fyziologicky signifikantnich
aktivit. Tak napfiklad se zjistilo, Ze GPL-1 stimuluje
uvoliovadni inzulinu, mensi vyluéovéﬁi glukagonu, dinhibuje
vyprazdiovani Zaludku a zvySuje vyuZivani glukézy (Nauck, M.
A. a kol. (1993) Diabetologia 36:741-744, Gutniak, M. a kol
(1992) New England J. of Med. 326:1316-1322, Nauck, M. A. a
kol. (1993) J. Clin Invest. 91:301-307).

GLP-1 je nejslibnd&jdi pro 1lécfeni diabetus mellitus, ktery
jeit& neni zavisly na inzulinu (NIDDM). Na trhu Jje Fada
ordlnich 1lé&iv pro lé&eni rezistence vic€i inzulinu, spojené s
NIDDM. Jak nemoc postupuje, musi pacient pF¥ejit na 1éciva,
kterd stimuluji uvolfiovéani inzulinu a pripadné 1 na léceni,
které vyZaduje injekéni podavani inzulinu. Soucasné Ucinné

latky, které stimuluji uvolilovdni inzulinu, v3ak mohou

zpusobovat hypoglykémii stejné jako Ji zpusobuje podavani
inzulinu. U&innost GLP-1 nicméné e regulovdna hladinou
glukoézy v krvi. KdyZ hladina klesne k wurc¢ité minimalni
Urovni, GLP-1 neni u&inny. 7 tohoto davodu neni Zadné riziko

hypoglykémie, které by vyplyvalo z léceni pomocl GLP-1.

Nicméné uéinnost terapie pomoci GLP-1 peptidd je omezena
jejich rychlym odstranénim a kratkym pololasem rozpadu.
Nap¥iklad GLP-1 (7-37) mé& poloas rozpadu séra jen 3 aZ 5
minut. KdyZ je GLP-1 (7-36) amid podavan subkutanné, ma dobu
udinnosti kolem 50 minut. Dokonce analogy a derivaty, které
Jsou odolné proti endogennimu Stépeni protedzou, nemajil
polo&as rozpadu tak dlouhy, aby nebylo nutné opakovat podavani
v prib&hu 24 hodin. Rychlé odstranéni terapeutického <¢inidla

je pro pacienta nepohodlné v ptfipadech, kdy Je Zadouci




udrZovat v krvi vysokou hladinu uc¢inné 1létky v prodlouZeném

tasovém intervalu, dokud neni podéni WUc€inné 1latky nutné

zopakovat. Dadle dlouhodobé& uUc¢innd sloucenina Jje zejména
dhleZitd pro diabetické pacienty, jejichZ 1écebny reZim
vyZaduje pouze podavani oradlnich 1léciv. Tito pacienti se

velmi obtiZné prizpasocbujl reZimu, ktery vyZaduje vicenésobné

podavéani injekci nebo 1éc&iv.

Tento vynadlez prekondvd problénmy spojené s podavanim
slouCeniny, kterd m& kratky plazmovy poloCas. Slouleniny podle
vynalezu zahrnuji GLP-1 slouCeniny flzované na Jjiné proteiny s
dlouhym poloCasem ob&hu, Jjako je Fc podil imunoglobulinu nebo

albuminu.

Obecné se s malymi terapeutickymi  peptidy Spatné
manipuluje nebot 1 drobné zmény v Jejich struktu¥e mohou
phsobit na Jjejich stabilitu a/nebo bioclogickou aktivitu. To
zejména plati pro GLP-1 slouleniny, které Jsou préavé ve
vyvoji. Napfiklad GLP-1(7-37)0H méa tendenci ke zméneé
konformace z primdrné alfa helixové struktury na primdrné beta
vrstvenou strukturu. Zz této beta vrstvené formy vznika
spojeny materidl, o kterém se ma za to, Ze neni aktivni. Je
proto pfrekvapujici, Ze bylo moZno vyvinout biologicky aktivni
GLP-1 fuzni proteiny s prodlouZenym polocCasem. Bylo to zvlasté
neocCekavané proto, Ze se s GLP-1(7-37)0H obtiZné praculje a v
dtisledku velikosti fuzované ¢&asti vGéi malému pripojenému

peptidu GLP-1.

Slou¢eniny podle wvyndlezu pat¥i mezi heterologni fuzni
proteiny, Zahrnujici prvni polypeptid s N-zakoncenim a C-

zakon¢enim fuzované na druhy polypeptid s N-zakoncenim a C-




zakon&enim, kde prvni polypeptid je GLP-1 sloudenina a druhy
polypeptid je zvolen ze skupiny, do které patfi

a) lidsky albumin,

b) analogy lidského albuminu, a

¢) fragmenty lidského albuminu,
a kde C-zakonCeni prvniho polypeptidu je fuzovédno k N-

zakonc¢eni druhého polypeptidu.

Slouceniny podle vynadlezu také =zahrnuji heterologni

flzni proteiny zahrnujici prvni polypeptid s N-zakonéenim a
C-zakondenim fuzované na druhy polypeptid s N-zakonCenim a C-
zakoncenim, kde prvni polypeptid je GLP-1 sloucenina a druhy
polypeptid je zvolen ze skupiny, do které patri

a) lidsky albumin,

b) analogy lidského albuminu, a

c) fragmenty lidského albuminu,
a kde C-zakonceni prvniho polypeptidu 3je fuzovano k N-
zakon&eni druhého polypeptidu pfes peptidovy linker. Je
vyhodnég, aby byl peptidovy linker zvolen ze skupiny
sestévajici z

a) na glycin bohatého peptidu,

b) peptidu majiciho sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]y,

kde n je 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6, a

¢) peptidu majiciho sekvenci [Gly—Gly-Gly—Gly—Ser]3

Mezi dal%i slouleniny podle vyndlezu patfi heterologni
fuzni proteiny, zahrnujici prvni polypeptid s N-zakonenim a
C-zakonCenim fuzované na druhy polypeptid s N-zakonCenim a C-
zakoncCenim, kde prvni polypeptid je GLP-1 slouenina a druhy
polypeptid je zvolen ze skupiny, do které patfi

a) Fc podil imunoglobulinu,




b) analog Fc podilu imunoglobulinu,

¢) fragmenty Fc podilu imunoglobulinu,
a kde C-zakonleni prvniho polypeptidu Jje fluzovédno k N-
zakonCeni druhého polypeptidu. GLP-1 sloulenina miZe byt
fuzovéna k druhému polypeptidu p¥fes peptidovy Ilinker. Je
vyhodné, aby byl peptidovy linker zvolen ze skupiny
sestavajici z

a) na glycin bohatého peptidu,

b) peptidu majiciho sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]n,

kde n je 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6, a

c) peptidu majiciho sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

Je obvykle FJe vyhodné, aby GLP-1 sloucCenina, ktera Jje
Casti heterologniho fuzniho proteinu, nemé€la vic neZ Sest
aminokyselin, 1li8icich se od odpovidajicich aminokyselin ve
sloudeninédch GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo Exendin-4. Je
dokonce je3té vyhodnéjdi, aby GLP-1 sloulenina neméla vice neiZ
pét aminokyselin, 1iSicich se od odpovidajicich aminokyselin
ve sloudeninadch GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo Exendin-4.
Nejvyhodné&jsi e, aby GLP-1 sloufenina neméla vice neZ 4, 3
nebo 2 aminokyseliny, 1li8ici se od odpovidajicich aminokyselin
ve sloudenindch GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo Exendin-4.
Vyhodn& mé& GLP-1 sloucenina, kterd Je <&asti heterologniho

fuzniho proteinu, glycin nebo valin v pozici 8.

Tento vynédlez také zahrnuje polynukleotidy kédujici zde
popsané heterologni fuzni peptidy, vektory =zahrnujici tyto
polynukleotidy a hostitelské bunky transfektované nebo
transformované zde popsanymi vektory. Také je zahrnut proces
zpuisob vyroby heterologniho fdzniho proteinu, p¥i kterém se

provadéiji kroky  transkripce a translace zde popsaného




nukleotidu za podminek, ve kterych se heterologni fuzni

protein exprimuje v detekovatelném mnoZstvi.

Tento vynalez také zahrnuje zpusob pro normalizaci
hladiny krevni glukézy u savcl, ktefi to potfebuji, pfi kterém
se podéava terapeuticky G¢inné mnoZstvi zde popsaného

heterologniho fdzniho proteinu.

Vynélez Je dale ilustrovan s odkazem na nasledujici

vyobrazeni:

Obr. 1: Sekvence aminokyseliny IgGl Fc zahrnujici

pantovou oblast, CH,; a CHs domény.
Obr. 2: Sekvence aminokyseliny albuminu lidského séra

Obr. 3: A. SDS-PAGE gel a imunoblot stejného gelu, které
ilustruji molekularni hmotnost fuznich proteint IgGl-Fc a GLP-
1-Fc (pads 1, MW standardy, pés 2, ¢istény Fc, péas 3,
transfektované prostfedi Mock, péas 4, Val®-GLP-1-Fc, pas 5,
Exendin-4-Fc). B. SDS-PAGE gel a imunoblot stejného gelu,
které ilustruji molekuldrni hmotnost flznich proteint lidského
HSA a GLP-1-HSA (pés 1, MW standardy, péas 2, CiStény HSA, pés
3, transfektované prostfedi Mock, péas 4, Val®-GLP-1-HSA, péas
5, Val®-GLP-1-[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s;-HSA).

Obr. 4; SDS-PAGE gel ¢isténého Fc, albumin, a GLP-1
fuzni proteiny (Pads 1, MW standardy; Pés 2, cidtény Fc; Pés
3, Val8-GLP-1-Fc; Pas 4, Exendin-4-Fc; P4s 5, MW standard; Pas
6, Val®-GLP-1-HSA; Pés 7, Exendin-4-HSA; Pas 8, Exendin-4-
[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s;HSA).




Obr. 5: Expresni klonujici vektor obsahujici Fc oblasti
zndzornéné na Obr. 1.
Obr. 6: Expresni klonujici vektor obsahujici albumin

sekvenci znédzornénou na Obr. 2.

Obr. 7: Expresni klonujici vektcr obsahujici DNA, v niZ
je zakdébdovan 15 aminokyselinovy linker fdzovany v ramci a 5'
albuminové sekvence znadzornéné na Obr. 2.

Obr. 8: Aktivita GLP-1 fuznich proteint na davku in
vitro.

Obr. 9: Farmakokinetika GLP-1 Fc a HSA fuznich proteini.

Obr. 10: Glukodynamickad odezva Exendin-Fc u dvou

normalnich hladovéjicich pst.

Obr. "11: Insulinotropni odezva na Exendin-Fc u dvou

normalnich hladovych psu.

Obr. 12: DNA sekvence zahrnujicil lidskou IgGl Fc
oblast.

Obr. 13: DNA sekvence =zahrnujici protein lidského

albuminu.

Heterologni fuzni proteiny podle vynédlezu zahrnuji GLP-1
sloueninu fuzovany na lidsky albumin, analog lidského
albuminu, fragment lidského albuminu, Fc ¢a&st imunoglobulinu,
analog Fc¢ c¢ésti imunoglobulinu, nebo fragment Fc ¢&asti

imunoglobulinu. C-zakonceni slouleniny GLP-1 mlZe byt fuzovan




pfimo, nebo fuzovan pfes peptidovy linker, N-zakoncCeni
albuminu nebo Fc¢ protein. Tyto heterologni fuzni proteiny jsou
biologicky aktivni a maji prodlouZeny polocas Zivota se

srovnani s nativnim GLP-1.

Je vyhodné, kdyZ GLP-1 slouleniny, které tvori ¢ast
heterologniho fuzniho proteinu, zahrnuje polypeptidy, které
maji od dvaceti péti do asi tficeti deviti p¥irodné se
vyskytujicich nebo nepfirodné se vyskytujicich aminokyselin
které majl dostateCnou homologii k nativnimu GLP-1(7~37)0H,
tak aby projevovaly insulinotropni aktivitu navézénim na
GLP-1 receptor na p-builkdch pankreatu. GLP-1 slouCenina
obvykle zahrnuje polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci
GLP-1(7-37)0H, analog GLP-1 (7-37)0H, fragment GLP-1(7-37)0H
nebo fragment analogu GLP-1(7-37)0H. GLP-1(7-37)0H méa

aminokyselinovou sekvenci 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)

Jak Jje zvykem v oboru amino =zakonceni GLP-1 (7~ 37)0H
bylo ozna&eno ¢&islem 7 a karboxylové zakon&eni <&islem 37.
Dal&i aminokyseliny v polypeptidu jsou Cislovéany postupné, jak
je ukazédno v SEQ ID NO: 1. Napfiklad pozice 12 Jje fenylalanin

a pozice 22 je glycin.




GLP-1 sloufeniny rovnéZ zahrnuji "GLP-1 fragmenty."
Tento GLP-1 fragment Jje polypeptid =ziskany odstranénim Jjedné
nebo vice -~ aminokyselin z N-zakonCeni a/nebo C- zakoncéeni
GLP-1(7-37)0H nebo jejich analogu nebo derivatu. Nomenklatura
pouZitd pro popis GLP-1(7-37)0H je rovnéiZ pouZitelnd pro GLP-
1 fragmenty. Napfiklad GLP-1(9-36)0H oznacuje GLP-1 fragment
ziskany odstranénim dvou aminokyselin z N-zakonceni a Jedné
aminokyseliny z C-zakonceni. Aminokyseliny ve fragmentu Jjsou
oznafeny stejnym C&islem, Jjako odpovidajici aminokyseliny v
GLP-1(7- 37)0H. Napfiklad . N-zakonCeni glutamové kyseliny
kyselina v GLP1(9-36)0OH je v pozici 9; pozice 12 Jje ocbsazena
fenylalaninem; a pozice 22 je obsazena glycinem, jako v GLP-
1(7-37)0H. Pro GLP-1(7-36)0OH je glycin v pozici 37 na GLP-
1(7-37)0H zruSen.

GLP-1 slouceniny rovnéZ zahrnujl ©polypeptidy v nichiZ ije
pridana jedna nebo vice aminokyselin k N-zakonceni a/nebo
C-zakonceni GLP-1(7-37)0H, nebo jeho fragmenty nebo analogy.
Je vvhodné, kdyZ GLP-1 slouceniny tohoto typu majl vice neZ
t¥ficet devét aminokyselin. Aminokyseliny v "roz3ifené" GLP-1
sloucdeniné Jjsou prifazovany ke stejnym ¢isltm, jako
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H. ©Napfiklad N-
zakonCeni aminokyseliny GLP-1 sloucdeniny ziskané pridanim dvou
aminokyselin k N~zakonCeni GLP1(7-37)0H je v pozici 5; a C-
zakonceni aminokyseliny GLP-1 slouceniny ziskané pfidanim
jedné aminokyseliny k C-zakonceni GLP-1(7-37)0H je v pozici
38. V obou téchto "roz3ifenych" GLP-1 slouleninach, jako je
GLP-1(7-37)0H, Jje tedy pozice 12 obsazena fenylalaninem a
pozice 22 Jje obsazena glycinem. Aminokyseliny 1-6 roz3ifené

GLP-1 slouCeniny Jsou vyhodné stejné nebo dochézi ke




konzervativni substituci

GLP-1(1-37)OCH.

Aminokyseliny 38-45

10 .

aminokyseliny v odpovidajici pozici

rozditené GLP-1

slouceniny Jsou vyhodné stejné nebo dochazi ke konzervativni

substituci aminokyseliny v

Exendinu-4.
GLP-1. slouceniny

analogy." GLP-1 analog mé

podle

odpovidajici pozici glukagonu nebo

vynalezu  zahrnuji "GLP-1

dostateCnou homologii s GLP-1(7-

37)0OH nebo fragmentem GLP-1(7-37)0H, takZe tento analog mé

insulinotropni aktivitu.
aminokyseliny
modifikovaného tak, Ze J

aminokyselin se 1i3%i od

GLP-1(7-37)0H nebo fragmentu GLP-1(7-37)O0H.

které Jje zde ©pouZito pro

substituujici aminokyselina

hlavni strukturou.

GLP-1(7-37)0H nebo jeho

Napfiklad

Vyhodné m& GLP-1 analog sekvenci
fragmentu,
edna, dvé, t¥i, <&tyri nebo pét
aminokyselin v odpovidajici pozici
V nézvoslovi,
oznaceni GLP-1 sloucCenin,
a Jjejl pozice je urcovana pred

Glu®’~GLP-1(7-37)0H oznaduje

GLP-1 slouCeninu, v niZ glycin, ktery se normédlné nachéazi v

pozice 22 slouCeniny GLP1(7-37)0H, byl mnahrazen kyselinou

glutamovou; Val®-Glu®’GLP-1(7-37)0H oznaduje GLP-1 sloudeninu v

niZz byl alanin, ktery normalné nachazi v pozici 8 a glycin,

ktery se normalné nachazi v pozice 22 na GLP-1(7-37)0H, byly

zaménény valinem a kyselinou glutamovou.

GLP-1 slouceniny podle vynédlezu rovnéZ zahrnuji "GLP-1

derivaty." GLP-1 derivat je definovadn jako molekula, kterd ma

sekvenci aminokyseliny GLP-1 nebo analogu GLP-1, ale navic

maji chemickou modifikaci jedné nebo vice postrannich skupin

aminokyselin, o-uhlikovych atomt, koncové aminoskupiny nebo

koncové skupiny karboxylové kyseliny. Chemickd modifikace

zahrnuje, ale ne vyluéné, ©pridédvéni chemickych skupin,




11 .

vytvd¥eni novych vazeb a odstrafiovéni chemickych skupin.
Modifikace ©postrannich skupin aminokyselin zahrnuje, bez
omezeni, acylaci g—aminoskupin lysinu, N-alkylaci argininu,
histidinu nebo 1lysinu, alkylaci glutamové nebo aspartové
karboxylové skupiny a deamidaci glutaminu nebo asparaginu.
Modifikace koncové aminoskupiny =zahrnuje bez omezeni des-
amino, N-niZ3%i alkyl, N-di-niZsi alkyl a N-acyl modifikaci.
Modifikace koncové karboxylové skupiny zahrnuje bez omezeni
amid, nizsi alkylamid, dialkylamid, a niz3i alkylester
modifikaci. NiZ3i alkyl je C;-C4 alkyl. D&le Jjedna nebo vice
postrannich skupin nebo koncovych skupin mbZe byt chranéna
chranicimi skupinami, které Jjsou znadmé odborniktm zkuSenym v
oboru proteinové chemie. o-uhlik aminokyseliny mtZe byt

mono- nebo dimethylovany.

Kterdkoliv GLP-1 sloulenin miZe byt ¢&asti heterolognich
fuzovanych proteinti podle vynadlezu, JjelikoZ GLP-1 sloucCenina
sama o0 sob& je schopna se navazat a indukovat wvznik signalu
pfes GLP-1 receptor. Vazba GLP-1 receptoru a pfenos signélu
miZe byt posouzen testy in vitro, které jsou popsany v patentu

EP 619 322 a U.S. Patent No. 5 120 712.

Rada u¢innych GLP-1 fragment®i, analogll a derivatd je v
oboru zndma a Jakykoliv z téchto analogll a derivatd miZe byt
rovnéZ CAasti heterolognich fuzovanych proteinl® podle vynalezu.
Ve wvynédlezu Jjsou poskytnuty nékteré pfiklady novych GLP-1
analoglli, stejné Jjako GLP-1 analogll a derivatd zndmych v

oboru.

Nékteré GLP-1 analogy a GLP-1 fragmenty znadmé v oboru

zahrnuji napfiklad GLP-1(7-34) a GLP-1(7-35), GLP-1(7-36),
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Gln’-GLP-1(7-37), D-Gln’-GLP-1(7-37), Thr®-Lys'®~-GLP-1(7-37), a
Lys'®-GLP-1(7-37). GLP-1 analogy jako je GLP-1(7-34) a GLP-1(7-
35) Jjsou popsdny v U.S. Patentu ¢&. 5 118 666. RovnéZ Jjsou

znémy biologicky zpracované formy GLP-1, které maji
inzulinotropni wvlastnosti, Jjako Jje GLP-1(7-36). Jiné znamé
biologicky 1uU&€inné GLP-1 sloufeniny Jjsou popsany Vv U.s.

Patentu ¢. 5 977 071, Hoffmann, et al., U.S. Patentu &. 5 545
618, Buckley, et al., a Adelhorst, et al., J. Biol. Chemn.
269:6275 (1994).

Vyhodnad skupina GLP-1 analoglti Jje sestavena =z GLP-1
analogl vzorce I (SEQ ID NO: 2)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
His-Xaa-Xaa-Gly-Xaa—-Phe-Thr-Xaa-Asp-Xaa-Xaa

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa~-Xaa-Xaa-Xaa

40 41 42 43 44 45

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Vzorec I (SEQ ID NO: 2)
kde

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




Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

v pozici 9 je Glu, Asp, nebo

Lys;

v pozici 11 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu,

Asp,

nebo Lys;

v pozici 14 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu,

ASp,

nebo Lys;

v pozici 16 Jje Vval, Ala, Gly,

Glu,

Asp, Trp,

nebo Lys;

v pozici 17 Jje Ser, Ala, Gly,

Asp,

nebo Lys;

v pozici 18 je Ser, Ala, Gly,

Asp,

Trp, Tyr,

nebo Lys;

Ile,

Ile,
Ser,. Thr,
Thr, Leu,
Thr, Leu,

val, Glu,

Val,

Leu,

Ile,

Ile,

Glu,

Ile,

Val,

Val,

Tyr,

Glu,

Glu,

V‘pozici 19 je Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gln, nebo Lys; Xaa

v pozici 20 je Leu, Ala,

Asp,

v pozici 21 je Glu, Asp,

Met, Trp,

v pozici 22 je Gly, Ala,

Asp,

nebo Lys;

v pozici 23 je Gln, Asn, Arg, Glu

v pozici 24 Jje Ala, Gly,

Glu,

Asp, nebo Lys;

v pozici 25 je Ala, Gly,

Asp,

v pozici 26 je Lys, Arg, Gln,

nebo Lys;

pozici 27 je Leu, Glu, Asp,

v pozici 30 Jje Ala, Gly,

Asp,

v pozici 31 je Trp, Phe, Tyr,

nebo Lys;

Gly, Ser, Thr, Ile, Val,
Tyr, nebo Lys;
nebo Lys;
Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
, Asp, nebo Lys;
Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, nebo His;
nebo Lys;
Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, nebo Lys;
Ser, Thr, Ile, Val, Glu,

pozicli 32 je Leu, Gly, Ala,

nebo Lys;

Glu,

Glu,

Arg,

Glu,

Xaa v

Glu,

Xaa Vv

Asp,

v pozici 33 je Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu,

Asp,

nebo Lys;
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Xaa v pozici 34 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, nebo His;

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

Xaa v pozici 36 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, nebo His;

Xaa v pozici 37 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu, Asp, nebo Lys, nebo Jje zruieno;

Xaa v pozici 38 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, nebo His, nebo je
zruseno;

Xaa v pozici 39 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, nebo His, nebo je
zruSeno;

Xaa v pozici 40 je Gly, Asp, Glu, nebo Lys, nebo je zrudeno;

Xaa v pozici 41 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, nebo Lys,
nebo je zrudeno;

Xaa v pozici 42 je Ser, Pro, Lys, Glu, nebo Asp, nebo je
zru$eno; |

Xaa v pozicli 43 Jje Ser, Pro, Glu, Asp, nebo Lys, nebo Jje
zruSeno;

Xaa v pozici 44 je Gly, Pro, Glu, Asp, nebo Lys, nebo je
zrugeno;

a Xaa v pozici 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp, nebo Lys, nebo

je zruseno;

s podminkou, Ze pokud je aminokyselina v pozici 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, nebo Je 44 zruSena, potom kaZdad dalsi

aminokyselina se rovnéZ rusi.

Je thodné, aby GLP-1 sloulenina vzorce I obsahovala
méné neZ Sest aminokyselin, které se 1i81 od odpovidajici
aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo Exendin-4. Je Jjesté
vyhodnéjsi, aby se méné ne?Z pét aminokyselin 1iZilo od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo Exendin-4. A
je  dokonce Jjedté& vyhodné&jsi, aby se méné neZ Etyri
aminokyseliny 1iSily od odpovidajici aminokyseliny v GLP1(7-

37)0H nebo Exendin-4.




IS -

GLP-1 slouleniny podle vyndlezu zahrnuji derivaty vzorce
I Jjako e jejich C-1-6-ester, nebo amid, nebo C-1-6-
alkylamid, nebo C-1-6-dialkylamid. Mezinarodni patentova
publikace WO 99/43 706 popisuje derivaty GLP-1 sloulenin
vzorce I a Je zde zahrnuta ve své celistvosti. Sloudeniny
vzorce I odvozené, Jjak Je popsdno v mezinadrodni patentové
publikaci WO 99/43 706, a neodvozené Jjsou také zahrnuty v

tomto vynélezu.

Jind vvhodnad skupina GLP-1 sloulenin Jje tvoFena GLP-1

analogy vzorce II (SEQ ID NO: 3):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa—-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser-

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

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

Vzorec II (SEQ ID NO: 3)

kde:

Xaa v pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-amino-histidin, Pf-hydroxy-histidin, homohistidin, o-
fluormethyl-histidin nebo o-metylhistidin;

Xaa v pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, nebo Thr;

Xaa v pozici 9 je: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu,
nebo His;

Xaa v pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, nebo His;

Xaa v pozici 12 je: His, Trp, Phe, nebo Tyr;

Xaa v pozici 16 je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val,
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Tyr, Glu, nebo Ala;

Xaa v pozici 18 je: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala,
Lys;

Xaa v pozici 19 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg,
Cys;

Xaa v pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu, Gln, nebo Arg;

Xaa v pozici 24 je: Glu, Arg, Ala, nebo Lys;

Xaa v pozici 26 je: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu, nebo

Xaa v pozici 27 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg,
Lys;

Xaa v pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser, nebo His;

nebo

nebo

His;

nebo

Xaa v pozici 31 je: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp, nebo Lys;

Xaa v pozici 33 je:; Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, nebo Glu;

Xaa v pozici 34 je: Glu, Lys, nebo Asp;
Xaa v pozici 35 je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe,
Gly, Pro, His, nebo Glu;

Asp,

Xaa v pozici 36 je: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu,

nebo His;

R v pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,

His, Gly, Gly-Pro, nebo je

Jind vvhodnéd skupina GLP-1 slouéenin Je tvoFena

analogy vzorce III (SEQ ID NO: 4):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

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

Vzorec III (SEQ ID NO: 4)

zrusSeno.

GLP-1




kde:

Xaa v pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,

2-amino-histidin, p-hydroxy-histidin, homohistidin, o=

fluormethyl-histidin nebo o-metylhistidin;

Xaa v pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, nebo Thr;

Xaa v pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, nebo His;

Xaa v pozici 12 je: His, Trp, Phe, nebo Tyr; '

Xaa v pozici 16 je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val,
Glu, nebo Ala;

Xaa v pozici 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, nebo Cys;

Xaa v pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu, nebo Gln;

Xaa v pozici 24 je: Glu, His, Ala, nebo Lys;

Xaa v pozicl 25 je: Asp, Lys, Glu, nebo His;

Xaa v pozici 27 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, nebo
Lys;

Xaa v pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser, nebo His;

Xaa v pozici 33 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly, nebo Glu;

Xaa v pozici 34 je: Glu, Lys, nebo Asp;

Xaa v pozici 35 je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, His, nebo Glu;

Xaa v pozici 36 je: Arg, Glu, nebo His;

R v pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,

His, Gly, Gly-Pro, nebo je zruSeno

Jind vvhodnad skupina GLP-1 sloucenin 3je tvofena GLP-1

analogy vzorce IV (SEQ ID NO: 5):

7 8 9 10 11 12 13 14 15 1e 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




kde:

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa

Xaa

29 30 31 32

33

34

18

35

36

37

Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa-Arg-R

Vzorec IV

v pozici 7 je:

2—amino-histidin,

(SEQ ID NO:

L-histidin,

>)

D-histidin,

fluormethyl-histidin nebo a-metylhistidin;

v pozici 8 je:
Thr;

v pozici 12 je:
v pozici 16 je:
Glu, nebo Ala;
v pozici 22 je:
Cys;

v pozici 23 je:
v pozici 26 je:
v pozici 30 je:
v pozici 35 je:

Gly, Pro, His,

Gly, Ala,

His,

Leu,

Gly,

His,
Asp,
Ala,
Thr,

nebo

Trp,

Ser,

Asp,

Asp,
Lys,
Glu,
Ser,

Glu;

Val,

Phe,
Thr,

Glu,

Lys,
Glu,
Asp,
Lys,

Leu,

nebo

Trp,
Gln,

Glu,
nebo
Ser,

Arg,

Ile,

Tyr;

His,

Asn,

nebo
His;
nebo

Trp,

Ser,

Phe,

Lys,

Gln;

His;

Tyr,

Met,

Asp,

Arg,

Phe,

desamino-histidin,

o B-hydroxy-histidin, homohistidin, o-

nebo

Val,

nebo

Asp,

pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,

His, Gly, Gly-Pro, nebo je zrusSeno

Jind vyhodnad skupina

analogy vzorce V (SEQ ID NO: 6):
7 9 12 13 14 15 16 17

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

8 10 11

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

GLP-1 sloulenin Jje tvofena GLP-1
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Ile-Xaa-Trp-Leu-Val-Lys—-Gly-Arg-R

Vzorec V (SEQ ID NO: 6)

kde:

Xaa v pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desamino

histidin, 2-amino-histidin, p-hydroxy-histidin, homohistidin,

o-fluormethyl-histidin nebo a—metylhistidin;

Xaa v pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, nebo Thr;

Xaa v pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, nebo
Cys;

Xaa v pozicl 23 je: His, Asp, Lys, Glu, nebo Gln;

Xaa v pozici 24 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, nebo
Lys;

Xaa v pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser, nebo His;

R v pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,

His, Gly, Gly-Pro, nebo je zrusSeno.

Mezi vvhodné GLP-1 slouéeniny vzorce I, II, III, IV, a V
patfi GLP-1 analogy nebo fragmenty GLP-1 analogt, kde analogy
nebo fragmenty obsahuji Jjinou aminokyselinu, neZ alanin v
pozici 8 (analogy pozice 8). Je vyhodné, aby tyto analogy
pozice mély jednu nebo vice dalSich zmén v pozicich 9, 11,
12, 1le, 18, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36, a 37
ve srovnédni s odpovidajici aminokyselinou nativniho GLP-1(7-
37)0H. Je také vyhodné, aby tyto analogy mély 6 nebo méné zmén

ve srovnani s odpovidajici aminokyselinou nativniho GLP-1(7-
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37)0H nebo GLP-1(7-36)0H. Je3té vyhodné&jsi analogy maji 5
nebo ménd zmén ve srovnani se srovnatelnymi aminokyselinami v
nativnim GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)0H nebo maji 4 nebo
GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)0H. Je dokonce jesté
vyhodné&jsi, kdyZ tho analogy maji 3 nebo méné zmén ve
srovnani se srovnatelnymi aminokyselinami v nativnim GLP-1(7-
37)0H nebo GLP1(7-36)0H. Nejvyhodné&ji majil tyto analogy 2 nebo
mén& zm&n ve srovnani se srovnatelnymi aminokyselinami Vv

nativnim GLP-1(7-37)0H.

Bylo zji¥té&no, Ze sloueniny vzorce II, III, IV, a V majl
menii sklon ke shlukovéni a vytva¥eni nerozpustné formy. To Je
také v kontextu fuzniho proteinu, kde si relativné maly GLP-1
peptid si musi udrZet ucinnou konformaci, pfestoZe je flzovan
na mnohem v&t&i protein. Vyhodné GLP-1 sloucCeniny vzorce II,
III, IV, a V obsaZené v fuznich proteinech podle vynalezu
zahrnuji GLP-1 analogy nebo fragmenty GLP-1 analogl, ve
kterych glycin v pozici 22 a zeJjména V pozici 8 jsou nahrazeny

jinou aminokyselinou.

Kdy? je v pozici 22 aspartova kyselina, glutamova
kyselina, arginin nebo lysin, v pozici 8 je vyhodné glycin,
valin, leucin, isoleucin, serin, threonin nebo metionin a
jedté vyhodn&ji valin nebo glycin. Kdy? Je v pozici 22
sulfonova kyselina, jako Jje kyselina cysteova, v pozici 8 Jje
vyhodné& glycin, wvalin, leucin, isoleucine, serin, threonin

nebo metionin a jeité& vyhodnéji valin nebo glycin.

Jiné vyhodné GLP-1 slouleniny zahrnuji GLP-1 analogy
vzorce IV (SEQ ID NO:5) kde analogy maji sekvenci GLP-1(7-
37)0H, s vyjimkou toho ptipadu, Ze aminokyselina v pozici 8
je vyhodn& glycin, valin, leucin, isoleucin, serin, threonin,

nebo metionin a Jjedtd& vyhodn&ji wvalin nebo glycin a v pozici
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30 je kyselina glutamovéa, kyselina aspartova, serin, nebo

histidin a je3té& vyhodné&ji kyselina glutamova.

Jiné vyhodné GLP-1 slouceniny zahrnuji GLP-1 analogy
vzorce IV (SEQ ID NO:5) kde analogy maji sekvenci GLP-1(7-
37)0H s vyjimkou toho p¥ipadu, Ze aminokyselina v pozici 8 Je
vyhodné glycin, wvalin, leucin, 1isoleucin, serin, threonin,
nebo metionin a je3t& vyhodné&ji valin nebo glycin a v pozici
37 je histidin, 1lysin, arginin, threonin, serin, glutamova
kyselina, aspartové kyselina, tryptofan, tyrosin, fenylalanin

a je&té& vyhodnéji histidin.

Jiné vyhodné GLP-1 sloueniny zahrnuji GLP-1 analogy
vzorce IV (SEQ ID NO:5) kde analogy majl sekvenci GLP-1(7-
37)0H s vyjimkou toho p¥ipadu, Ze aminokyselina v pozici 8 Je
vyhodné& glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin, threonin,
nebo metionin a je3t& vyhodné&ji valin nebo glycin a v pozici
22 je glutamova kyselina, lysin, aspartova kyselina, nebo
arginin a jedtd& vyhodn&ji glutamovad kyselina nebo lysin a Vv
pozici 23 Je lysin, arginin, glutamovad kyselina, aspartova
kyselina, a histidin a je&té& vyhodné&ji lysin nebo glutamova

kyselina.

Jiné vyhodné GLP-1 sloufeniny =zahrnuji GLP-1 analogy
vzorce V (SEQ ID NO:6) kde analogy maji sekvenci GLP-1(7-37)0H
s vyjimkou toho p#ipadu, Ze aminokyselina v pozici 8 Je
vyhodné glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin, threonin,
nebo metionin a je3td vyhodné&ji valin nebo glycin a v pozici:
22 je glutamovéd kyselina, lysin, aspartova kyselina, nebo
arginin a Jje3t& vyhodn&ji kyselina glutamovd nebo lysin a v
pozici 27 Je alanin, lysin, arginin, tryptofan, tyrosin,

fenylalanin, nebo histidin a je$té& vyhodné&ji alanin.
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Jiné vyhodné GLP-1 slouleniny zahrnuji GLP-1 analogy
vzorce II kde analogy maji sekvenci GLP-1(7-37)0H s vyjimkou
toho ptripadu, #e aminokyselina v pozici 8 a jeden, dva nebo
t¥i aminokyseliny vybrané ze skupiny sestavajici z pozice 9,
pozice 11, pozice 12, pozice 16, pozice 18, pozice 22, pozice
23, pozice 24, pozice 26, pozice 27, pozice 30, pozice 31,
pozice 33, pozice 34, pozice 35, pozice 36, a pozice 37, se
1i31i od aminokyseliny na odpovidajici pozici nativniho  GLP-

1(7-37)CH.

Jiné vyhodné GLP-1 slouleniny vzorce II zahrnuji: val®-GLP-
1(7-37)0H, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Glu?’-GLP-1(7-37)0H, Asp”*-~GLP-
1(7-37)0H, Arg®?~GLP-1(7-37)0H, Lys?*-GLP-1(737)0H, Cys**~GLP-
1(7-37)0H, Val®-Glu22-GLP-1(7-37)0H, Val’-Asp”*~-GLP-1(7-37)0H,
Val®-Arg??-GLP-1(7-37)0H, Val®’-Lys**-GLP-1(7-37)CH, Val®-cys®’-
GLP-1(7-37)OH, Gly®-Glu?*-GLP-1(7-37)0OH, Gly®-Asp?*-GLP-1(7-
37)0H, Gly®-Arg®?-GLP-1(7-37)0H, Gly°-Lys®’~-GLP-1(7-37)0H, Gly®-
Cys?*~-GLP-1(7-37)0H, Glu**-GLP-1(7-36)OH, Asp??-GLP-1 (7-36) OH,
Arg??-GLP-1(7-36)OH, Lys“*~-GLP-1(7-36)OH, Cys??~GLP-1(7-36) OH,
Val®-Glu??-GLP1 (7-36)0H, Val®-Asp?-GLP-1(7-36)0H, Val®-Arg”-
GLP-1(7~-36)0H, Val®-Lys??~-GLP-1(7-36)0H, Val®-Cys?*-GLP-1(7-
36)0H, Gly®-Glu??’-GLP-1(7-36)0H, Gly®-Asp?*~GLP-1(7-36)0H, Gly’-
Arg??-GLP-1(7-36)0H,  Gly®-Lys**-~GLP-1(7-36)OH, Gly®-Cys®*-GLP-
1(7-36)0H, Lys?-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys?*-GLP-1(7-37)0H, Gly’-
Lys?®-GLP-1(7-37) OH, His?*-GLP-1(7-37)0H, Val®-His*'-GLP-1(7-
37)0H, Gly®-His?'-GLP-1(7-37)0H, Lys**~-GLP-1(7-37)CH, Val8-
Lys?-GLP-1(7-37)0H,  Gly®-Lys®*-GLP-1(7-37)0H,  Glu’’-GLP-1(7-
37)0H, Val®-Glu*°-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Glu®°-GLP-1(7-37)0H, Asp’-
GLP-1(7-37)OH, Val®-Asp®°-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Asp’’-GLP-1(7-
37)0H, Gln°-GLP-1(7-37)0H, Val®-Gln®°-GLP-1(7-37)0H, Gly’-Gln’-
GLP-1(7-37)0H, Tyr*°-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr*°-GLP-1(7-37)0H,
Gly®-Tyr3°-GLP-1(737)CH, Ser°-GLP-1(7-37)0H, Val®’-Ser®*-GLP-1(7-
37)0H, Gly®-Ser®°-GLP-1(7-37)0H, His**-GLP-1(7-37)0H, Val®-His™’-
GLP-1(7-37)0H, Gly®-His®°-GLP-1(7-37)0H, Glu*-GLP-1(7-37)0CH,
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Val®-Glu®-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Glu®*-GLP-1(7-37)0H, Ala’'-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Ala®*-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Ala®*-GLP-1(7-37)0CH,
G1y®4-GLP-1(7-37)0H, Val®-Gly*-GLP-1(7-37)0H, Gly°-Gly>*-GLP-
1(7-37)0H, Ala**-GLP-1(7-37)0H, Val®-Ala®*-GLP-1(7-37)0H, Gly’-
A1a®%-GLP-1(7-37)0H,  Lys®®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys®*-GLP-1(7-
37)0H, Gly®-Lys®*-GLP-1(7-37)0H, His®**-GLP-1(7-37)0H, Val®-His*°-
GLP-1(7-37)0H, Gly®-His**-GLP-1(7-37)0H, Pro**-GLP-1(7-37)0H,
Val®-Pro3®-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Pro**-GLP-1(7-37)0H, Glu’°-GLP-
1(7-37)0H, Val®-Glu®*-GLP-1(7-37)0H, Gly®~Glu*-GLP-1(7-37)CH,
Val®-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-His*’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu®**-
Lys?®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu??-Glu®**-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu®*’-
Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Gly**-Lys®*-GLP-1(7-37)0H, Val®-His®'-
GLP-1(7-37)0H, Gly®-His®'-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu®*-Ala®’-GLP-
1(7-37)0H, Gly®-Glu?*~-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Lys®**-Glu*’-~GLP--
1(7-37)0H, a Gly®-Lys*-Glu®’-GLP-1(7-37)OH.

Jinad vyhodna skupina GLP-1 analogl a derivatd pouzZitelné

v tomto wvynadlezu je tvofena molekulami vzorce VI (SEQ ID NO:

7)
Rlﬁx—Glu~Gly10~Thr~Phe—Thr—Ser—Aspw—Val—Ser—
Ser-Tyr-Leu?’-Y -Gly-Gln-Ala-Ala**-~Lys- Z-
Phe-Ile-Ala’’-Trp-Leu-Val-Lys-Gly>’~Arg-R,
Vzorec VI (SEQ ID NO: 7)

kde:

R; Jje vybran ze skupiny zahrnujici L-histidin, D-histidin,
desamino-histidin, 2-aminohistidin, p-hydroxy-histidin,
homohistidin, alfafluormethyl-histidin, a alfamethyl-histidin;
X je vybran ze skupiny zahrnujici Ala, Gly, Val, Thr, Ile, a
alfamethyl-Ala;
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Y je vybrén ze skupiny sestévajici z Glu, Gln, Ala, Thr, Ser,

8]

Gly;

BN

je vybran ze skupiny sestédvajici z Glu, Gln, Ala, Thr, Ser,
a Gly; a
R, je Gly—OH.

Jind vyhodnad skupina GLP-1 sloulenin pouZitelné v tomto
vyndlezu je popséna v WO 91/11 457, a sestava se.v podstaté =
GLP-1(7-34), GLP-1(7-35), GLP-1(7-36), nebo GLP-1(7-37), nebo
jejich amidovych forem, a Jejich farmaceutiéky’ pfijatelnych
soli, které maji alespoil jednu modifikaci, vybranou ze

skupiny zahrnujici:

(a) zameénu glycinu, serinu, cysteinu, threoninu,
asparaginu, glutaminu, tyrosinu, alaninu, wvalinu, isoleucinu,
leucinu, metioninu, fenylalaninu, argininu nebo D-lysinu za
lysin v pozici 26 a/nebo pozici 34; nebo zaménu glycinu,
serinu, cysteinu, threoninu, asparaginu, glutaminu, tyrosinu,
alaninu, valinu, isoleucinu, leucinu, metioninu, fenylalaninu,

lysinu, nebo D-argininu za arginin v pozici 36;

(b) zaménu oxidaéné& rezistentni aminokyseliny za

tryptofan v pozici 31;

(c) zaménu aspoil jedné =ze skupiny z&mén: tyrosin =za
valin v pozici 16; 1lysin za serin v pozici 18; kyselina
aspartovad za kyselina glutamovd v pozici 21; serin za glycin v
pozici 22; arginin za glutamin v pozici 23; arginin za alanin

v pozici 24; a glutamin za lysin v pozici 26; a

(d) za&ménu aspon Jjedné ze skupiny zamén: glycin, serin,
nebo cystein za alanin v pozici 8; kyselina aspartova, glycin,
serin, cystein, threonin, asparagin, glutamin, tyrosin,

alanin, wvalin, isoleucin, leucin, metionin, nebo fenylalanin
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za kyselinu glutamovou v pozici 9; serin, cystein,  threonin,
asparagin, glutamin, tyrosin, alanin, valin, isoleucin,
leucin, metionin, nebo fenylalanin za glycin v pozici 10; a

kyselina glutamovd za kyselinu aspartovou v pozici 15; a

(e) zaménu glycinuy, serinu, cysteinu, threoninu,

asparaginu, glutaminu, tyrosinu, alaninu, wvalinu, isoleucinu,

leucinu, metioninu nebo fenylalaninu, nebo D nebo N--
acylované nebo alkylované formy histidinu 2za histidin v
pozici 7; pticemZ v z&ménach Je (a), (b), (dy a (e),

substituované aminokyseliny mohou byt pop¥ipadé D-formé& a
aminokyseliny substituované v pozici 7 mohou pop¥ipad& byt v

N-acylované nebo N~alkylované formé.

ProtoZe enzym dipeptidyl-peptidédza IV (DPP IV) mGZe byt
odpovédny za pozorovanou rychlou inaktivaci podavaného GLP-
1, [viz napt. Mentlein, R., et al., Eur. J. Biochem.,
214:829-835 (1993)], Jsou v kontextu fuznich proteind vyhodné
GLP-1 analogy a derivaty, které jsou chrénény proti aktivité
DPP 1V, a je3té vyhodnéj3i jsou fuzni proteiny, kde GLP-1
slou&eninou je Gly®-GLP-1(7-37)0H, Val®-GLP-1(7-37)0H, o-
methyl-Ala®-GLP-1(7-37)0H, nebo Gly®-Gln?'-GLP-1(7-37)0H.

Jinou vyhodnou skupinou GLP-1 sloucenin pouZitelnou v
tomto wvyndlezu Jjsou slouCeniny vzorce VII (SEQ ID NO: 8)
- chrénéné v US patentu &. 5 512 549, které je zde vyslovné

uveden v odkaze.

R'-Ala-Glu-Gly*°-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp'®-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu?’-
Glu-Gly-Gln-Ala-Ala?*~Xaa-Glu-Phe-Ile-Ala®‘-
Trp-Leu-Val-Lys-Gly>°-Arg-R®
RZ
Vzorec VII (SEQ ID NO: 8)
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kde

R' je vybran ze skﬁpiny sestavajici z 4-imidazopropionylu, 4-
imidazoacetylu nebo 4-imidazo-o, a-dimethylacetylu;

R? je wvybran ze skupiny sestdvajici 2z Ce-Cio nerozvé&tveného
acylu, nebo chybi;

R*® je vybran ze skupiny sestévajici z Gly-OH nebo NH,; a

Xaa je Lys nebo Arg.

Jedté vyhodné&js$i sloufeniny vzorce IV, pouZitelné v tomto
vynalezu, Jjsou ty, ve kterych Xaa je Arg a R®* je CeCio
nerozvétveny acyl. Dokonce je3té& vyhodn&jsi slouCeniny vzorce
IV pouZitelné v tomto vyndlezu, jsou ty, ve kterych Xaa je
Arg, R? je Cg=Cio nerozvétveny acyl, a R® je Gly-OH. Jiné vysoce
vyhodneé sloueniny vzorce IV, pouZitelni v tomto wvynalezu,
jsou ty, ve kterych Xaa je Arg, R® je Cs-Cio nerozvétveny acyl,
R je Gly-OH, a R' je 4-imidazopropionyl. A zejména vyhodna
sloucenina vzorce IV, pouZitelnd v tomto vynélezu, Jje ta, ve
které Xaa je Arg, R® je Cs nerozvétveny acyl, R® je Gly-OH, a

R je 4-imidazopropionyl.

Vyhodné& tyto GLP-1 slouceniny zahrnuji GLP-1 analogy, kde
zakladni fetézec té&chto analogl nebo fragmentd obsahuje
aminokyselinu, jinou neZ alanin, v pozici 8 (analogy pozice
8) . Zakladni Fetézec mlZe rovné&Z zahrnovat L~histidin, D-
histidin, nebo modifikované formy histidinu, jako je desamino
histidin, 2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin, o~
fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin v pozici 7. Je
vyhodné, aby tyto analogy pozice 8 obsahovaly jednu nebo vice
dalsich zmén na pozicich 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25, 27, 30,
33 a 37 ve srovnani s odpovidajici aminokyselinou nativniho
GLP-1(7-37)0H. Je je3té& vyhodné&jsi, aby tyto analogy pozice 8
obsahovaly jednu nebo vice dalfich zm&n na pozicich 16, 18,
22, 25 a 33 ve srovnadni s odpovidajici aminokyselinou

nativniho GLP-1(7-37)0H.
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Ve vyhodném provedeni je GLP-1 analogem GLP—1(7—37)OH,'
kde aminokyselina v pozici 12 je vybrédna ze skupiny
sestavajici =z tryptofanu nebo tyrosinu. Je je3t& vyhodnéjsi
je, kdyZ kromé& zamé&ny Vv pozici 12, se aminokyselina v pozici
8 nahradi glycinem, valinem, leucinem, isoleucinem, serinem,
threoninem, nebo metioninem a Jje3té vyhodnéji valinem nebo
glycinem. Je dokonce je3té vyhodné&jdi, kdyZ kromeé zameény Vv
pozicich 12 a 8, se aminokyselina v pozici 22 nahradi

kyselinou glutamovou.

V jiném vyhodném provedeni je GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)0H, kde aminokyselina v pozici 16 je vybréna ze skupiny
sestavajici z tryptofanu, isoleucinu, leucinu, fenylalaninu,
nebo tyrosinu. Je jed$té vyhodné&jdi, kdyZ kromé zamény v
pozicich 16, se aminokyselina v pozici 8 nahradi glycinem,
valinem, leucinem, isoleucinem, serinem, threoninem nebo
metioninem a Jjesté vyhodnéji valinem nebo glycinem. Je
dokonce jedt& vyhodn&jsi, kdyZ kromé zamény Vv pozicich 16b
a 8 se aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou glutamovou.
Je také vyhodné, kdyZ krom& zéamény v pozicich 16 a 8, se
aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou glutamovou.

Je také vvhodné, kdyZz krom& zamény Vv pozicich 16 a 8, se

aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.

V jiném vyhodném provedeni Jje GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)0H, kde aminokyselina v pozici 18 je vybrana ze skupiny
sestavajici z tryptofanu, tyrosinu, fenylalaninu, lysinu,
leucinu nebo isoleucinu, vyhodné tryptofanu, tyrosinu a
isoleucinu. Je Jje8té wvyhodnéjsdi, kdyZ kromé zamény v
pozicich 18, se aminokyselina v pozici 8 nahradi glycinem,
valinem, leucinemn, isoleucinem, serinem, threoninem nebo

metioninem a Jed3té vyvhodnéji valinem nebo glycinem. Je
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dokonce Jjedté kdyZ kromé& zamény v pozicich 16 a 8, se

aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou glutamovou.

Je dokonce jedté& vyhodn&jsi, kdyZ kromé zé&mény v pozicich 16
a 8 se aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou glutamovou.
Je rovndZ vyhodné, kdyZ kromé& zamény Vv pozicich 16 a 8 se

aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.

V jiném vyhodném provedeni je GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)0H, kde aminokyselina v pozici 19 Jje vybréna ze skupiny
sestédvajici Z tryptofanu nebo fenylalaninu, vyhodné
tryptofanu. Je vyhodn&j$i, kdyZz krom& zamény Vv pozicich 19
se aminokyselina v pozici 8 mnahradi glycinem, valinem,
leucinem, isoleucinem, serinem, threoninem nebo metioninem a
jedté vyhodnéji valinem nebo glycinem. Je dokonce JeSte
vyhodné&jsi, kdyZ kromé& zamény v pozicich 19 a 8 se
aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou glutamovou. Je
rovnéZ? vyhodné, kdyZ kromé zadmeény v pozicich 19 a 8 se
aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou glutamovou. Je
rovné&Z vyhodné, kdyZ kromé& zamény v pozicich 19 a 8 se

aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.

V jiném vyhodném provedeni je GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)0H, kde aminokyselina v pozici 20 je fenylalanin, tyrosin
nebo tryptofan. Je vyhodn&jsi, kdyZ krom& zémény v pozici 20
se aminokyselina v pozici 8 nahradi glycinem, valinem,
leucinem, isoleucinem, serinem, threoninem nebo metioninem a
je&té vyhodnéji valinem nebo glycinem. Je dokonce Jjeste
vyhodnéjsi, kdyZ kromé& zamény v pozicich 20 a 8 se
aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou glutamovou. Je
rovnéZ vyhodné, kdyZ kromé& =zamény v pozicich 20 a 8 se
aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou glutamovou. Je
rovnéZ vyhodné, kdyZ kromé& zamény v pozicich 20 a 8 se

aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.
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V Jjiném vyhodném provedeni Je GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)0CH, kde aminokyselina v pozici 25 Jje vybréna ze skupiny
sestdvajici z wvalinu, isoleucinu a leucinu, vyhodn& valinu.
Je vyhodnéjsi, kdyZ kromé& zamény v pozici 25 se
aminokyselina v pozici 8 nahradi glycinem, valinem, leucinem,
isoleucinem, serinem, threoninem nebo metioninem a Je3te
vyhodn&ji valinem nebo glycinem. Je dokonce vyhodnéjsi, kdyz
krom& zamény Vv pozicich 25 a 8 se aminokyselina v pozici 22
nahradi kyselinou glutamovou. Je rovnéZ vyhodné, kdyZ kromé
z&mény Vv pozicich 25 a 8 se aminokyselina v pozici 30 nahradi
kyselinou glutamovou. Je rovné&Z vyhodné, kdyZ krome zamnény v
pozicich 25 a 8 se aminokyselina v pozici 37 nahradi

histidinem.

V jiném vyhodném provedeni je GLP-1 analogem  GLP-1(7-
37)0H, kde aminokyselina v pozici 27 Jje vybrédna =ze skupiny
sestavajici =z isoleucinu nebo alaninu. Je vvhodnéjsi, kdyZ
krom& zamény v pozici 27 se aminokyselina v pozici 8 nahradi
glycinem, valinem, leucinem, isoleucinem, serinem, threoninem
nebo metioninem a je3t& vyvhodnéji valinem nebo glycinem. Je
dokonce jedt& vyhodn&jsi, kdyZ kromé& zamé&ny v pozicich 27 a
8 se aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou glutamovou.
Je rovnéZ vyvhodné, kdyZ kromé& zamény Vv pozicich 27 a 8 se
aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou glutamovou. Je
rovnédZ vyhodné, kdyZ kromé zamény v pozicich 27 a 8 se

aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.

V jiném vyhodném provedeni Jje GLP-1 analogem GLP-1(7-
37)OH, kde aminokyselina v pozici 33 Jje isoleucin. Je
vyhodn&jsi, kdyZ krom& zamény Vv pozici 33 se aminokyselina v
pozici 8 mnahradi glycinem, valinem, leucinem, isoleucinem,
serinem, threoninem nebo metioninem a je3té vyhodnéji valinem
nebo glycinem. Je dokonce vyhodnéjsi, kdyZ kromé& zamény Vv

pozicich 33 a 8 se aminokyselina v pozici 22 nahradi kyselinou
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glutamovou. Rovnéz je vyhodné, kdyZ kromé& zamény Vv pozicich
33 a 8 se aminokyselina v pozici 30 nahradi kyselinou
glutamovou. Je rovné? vyhodné, kdyZ kromé zamény Vv pozicich

33 a 8 se aminokyselina v pozici 37 nahradi histidinem.

GLP-1 sloudeniny maji modifikace na _jedné nebo vice
nasledujicich pozicich: 8, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 25,
27, 30, 33 a 37. Tyto GLP-1 slouleniny vykazuji uZinnost ve
srovnani s GLP-1(7-37)0H a zahrnuji sekvenci aminokyseliny

vzorce IX (SEQ ID NO:12)

Xaa7—Xaag—Glu—Gly—Thr—Xaau—Thr—Ser—Asp—Xaaw—Ser—
Xaam—Xaam—Xaam—Glu—Xaan—Gln—Ala—Xaa%—Lys—Xaam—

Phe-TIle-Xaaso-Trp-Leu-Xaass-Lys-Gly-Arg-Xaas

Vzorec IX (SEQ ID NO: 12)

kde:

Xaa; je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin, 2-
aminohistidin, p-hydroxyhistidin, homohistidin, o=
fluormethylhistidin nebo o-methyl-histidin;

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

Xaa,, je: Phe, Trp nebo Tyr;

Xaaie je: Val, Trp, Ile, Leu, Phe nebo Tyr;

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

Xaas je: Tyr, Trp nebo Phe;

Xaaz, je: Leu, Phe, Tyr nebo Trp;

Xaa,, je: Gly, Glu, Asp nebo Lys;

Xaazs je: Ala, Val, Ile nebo Leu;

Xaay7 je: Glu, Ile nebo Ala;

Xaaso je: Ala nebo Glu

Xaass je: Val, nebo Ile; a

Xaas; je: Gly, His, NH; nebo chybi.
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N&které vyhodné GLP-1 sloueniny vzorce IX zahrnuji GLP-
1(7-37)0H, GLP-1(7-36)NH,, Gly®-GLP-1(7-37)0H, Gly°-GLP-1(7-36)
NH,, Val®-GLP-1(7-37)OH, Val®-GLP-1(7-36)NH;,  Leu’-GLP-1(7-
37)0H, Leu®-GLP-1(7-36)NH,, Ile®-GLP-1(7-37)0H, Ile’-GLP-1(7-
36)NH,, Ser®-GLP-1(7-37)0H, Ser®-GLP-1(7-36)NH,;, Thr°-GLP-1(7-
37)0H, Thr®-GLP-1(7-36)NHy, Val®-Tyr'?-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr'*-
GLP-1(7-36)NH,,  Val®-Tyr'®-GLP-1(7-37)0H,  Val®-Tyr'®-GLP-1(7-
36) NHg, val®-Glu*?-GLP-1(7-37)OH, Val®-Glu?*-GLP-1(7-36)NH,,
G1y®-Glu®?-GLP-1(7-37)OH, Gly®-Glu*’~GLP-1(7-36)NHz, Val®-Asp??-
GLP-1(7-37)0H, Val®-ASp?’-GLP-1(7-36)NH,, Gly®-ASp**-GLP-1 (7-
37)OH, Gly®-ASp?’-GLP-1(7-36)NH,, Val®-Lys*’-GLP-1(7-37)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?2-GLP-1 (7-36) NHy,
I1eb-Glu®?-GLP-1 (7-37)OH, Ile®-Glu?’-GLP-1(7-36)NH,, Leu’-ASp-
GLP-1(7-37)OH, Leu®-Asp?*~-GLP-1(7-36)NH;, Ile®-Asp?’-GLP-1(7-37)
OH, Ile®-Asp?’-GLP-1(7-36)NH;, Leu’-Lys®*-GLP-1(7-37)0H, Leu®-
Lys®?~-GLP-1(7-36)NH,, Ile’-Lys?*-GLP-1(7-37)OH, T1e®-Lys??~-GLP-1
(7-36)NH;, Ser®-Glu?’-~GLP-1(7-37)0H, Ser®-Glu®’-GLP-1(7-36)NHz,
Thrf-Glu?’~GLP-1 (7-37)OH, Thr®-Glu?’~GLP-1(7-36)NH,, Ser’-Asp®’-
GLP-1(7-37)0H, Ser®-Asp?’~GLP-1(7-36)NH,, Thr’-Asp®’~-GLP-1(7-37) :
OH, Thrf-Asp?-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-Lys®*-GLP-1(7-37)0H, Ser’'-
Lys??-GLP-1 (7-36)NH,, Thr’-Lys**~-GLP-1(7-37)OH, Thré-Lys*-GLP-1
(7-36)NH,, Glu?’~GLP-1(7-37)0H, Glu?*-GLP-1(7-36)NH;, Asp®*~GLP-1
(7-37)OH, Asp?’~GLP-1(7-36)NH,, Lys’*-GLP-1(7-37)O0H, Lys**-GLP-1
(7-36)NH,,  Val®-Ala?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu®*~Ala®’-GLP-1(7-
37)0H, Val®-Glu*’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Glu*°-GLP-1(7-36)NH,, Gly’-
Glu®-GLP-1(7-37)0H, Gly®-Glu°-GLP-1(7-36)NH;, Leu’-Glu*’~GLP-1
(7-37)0H, Leu’~Glu®°~-GLP-1(7-36)NH,, Ile’-Glu’’-GLP-1(7-37)0H,
I1e®-Glu®'-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-Glu®°-GLP-1(7-37)0H, Ser®-Glu’’-
GLP-1(7-36)NH,,  Thr®-Glu*®-GLP-1(7-37)0H,  Thr’-Glu’°-GLP-1(7-
36) NHy, Val®-His®'-GLP-1(7-37)OH, Val®~His®'-GLP-1 (7-36)NH;,
Gly®-His*-GLP-1(7-37)0H, Gly®’-His>’-GLP-1(7-36)NH,, Leu®~His* -
GLP-1(7-37)0H, Leub-His¥-GLP-1(7-36)NH;, Ile®-His>'-GLP-1(7-37)
OH, Tle®-His¥-GLP-1(7-36)NH,, Ser®-His*’-GLP-1(7-37)0H, Ser’-
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His>-GLP-1(7-36)NH,, Thrf-His®'-GLP-1(7-37)0H, Thr’-His* -GLP-1
(7-36)NH,.

N&které vyhodné GLP-1 slouceniny vzorce IX, které maji
vicenasobné zamé&ny, zahrnuji GLP-1(7-37)O0H, kde v pozici 8 jJe
valin nebo glycin, v pozici 22 je kyselina glutamova, v pozici
16 je tyrosin, leucin nebo tryptofan, v pozici 18 je tyrosin,
tryptofan nebo isoleucin, v pozici 25 je valin a v pozici 33
je isoleucin. Jiné vyhodné GLP-1 sloudeniny zahrnuji
ndsledujici slouleniny: Val®-Tyr'?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr'’-
Glu?®-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr‘?-Phe!’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tyr'®-
Glu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Trp*®-Glu**-GLP-1(7-37)0H, Val’-Leu'’-
Glu??-GLP-1(7-37)0H, Val®-Tle'®-Glu?*-GLP-1(7-37)0H, Val®-Phe'’-
Glu?’-GLP-1(7-37)0H, Val®-Trp'*-Glu?’>-GLP-1(7-37)0H, Val’-Tyr'®-
Glu??-GLP-1(7-37)OH, Val®-Phe'®-Glu®?-GLP-1(7-37)0H a Val®-Ilel8-
Glu®*~GLP-1(7-37) OH.

GLP-1 sloudeniny podle vynélezu také zahrnuji exendinové
sloudenina. Exendin-3 a Exendin-4 Jsou biologicky aktivni
peptidy, poprvé izolované z jedu Jedtérek Helodermatidae a
bylo ukézano, Ze vaZou GLP-1 receptor a stimuluji produkci H+
zavislou na cAMP v parietdlnich bufikdch savci. Exendin-3 a
Exendin-4 Jjsou oba peptidy z 39 aminokyselin, které Jjsou
pribliZné& z 53 $ homolognimi s GLP-1. Pusobi jako u&inny
agonista s aktivitou GLP-1. Lze zaznamenat, Ze v  N-koncové
tasti zkréaceny derivat Exendinu, znadmy Jjako Exendin(9-39

aminokyselin), Jje inhibitorem Exendinu-3, Exendinu-4 a GLP-1.

Exendinovd sloufenina obvykle obsahuje polypeptid, ktery
m& sekvenci aminokyselin Exendinu-3, Exendinu-4 nebo jejich
analogl nebo fragmentd. Exendin-3 a Exendin-4 Jsou popsany US

patentu ¢&. 5 424 286.

Exendin-3 ma& sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 9:




Jsou

7 8 9

10

11 12

33 e seee Py

13 14 15 16 17

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

18 19 20

21

22 23

24 25 26 27 28

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

29 30 31

32

33 34

35 36 37 38 39

Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser

40 41 42

43

44 45

Gly~Ala-Pro-Pro-Pro-Ser

(SEQ ID NO:

9)

Exendin-4 mé& sekvencil aminokyselin SEQ ID NO: 10:

7 8 9

10

11 12

13 14 15 1e¢ 17

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

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe

29 30 31

32

33 34

35 36 37 38 39

Ile-Glu-Trp-Leu~-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser

40 41 42

Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser

(SEQ ID NO:

43

10)

44 45

Mezi GLP-1 sloueniny

polypeptidy,

ziskané

také pat?i fragmenty Exendinu, coi

po zkrédceni jedné nebo vice
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aminokyselin z' N-zakon&eni a/nebo C-zakon&eni Exendinu nebo
analogu Exendinu. Dale mezi GLP-1 slouceniny pat¥i Exendinové
polypeptidy, ve které byla Jjedna nebo vice aminokyselin
p¥iddna k N-zakonfeni a/nebo C-zakonleni Exendinu nebo jeho
fragment®. Exendinové sloudeniny tohoto typu maji vice nez

EtyFicet pé&t aminokyselin.

Mezi GLP-1 slouleniny také patfi "analogy Exendinu".
Analog Exendin m& dostatenou homologii s Exendinem-4,
Exendinem-3 nebo jejich fragmenty, takovou, Ze tento analog
m&4 inzulinotropni u&innost. U&innost Exendinovych fragmentd
a/nebo analogtl se d& posoudit s pouZitim testh in vitro, jako
jsou ty, které jsou popsény v EP 619 322 a US patentu .

5 120 712.

Vyhodné ma Exendinovy analog sekvenci aminokyselin
Exendinu-4 nebo jeho fragmentu, modifikovanou tak, aby jedna,
dvé, tfi &tyFi nebo pé&t aminokyselin 1li%ilo od aminokyselin v
odpovidajici pozici Exendinu-4 nebo fragmentu Exendinu-4. V
nédzvoslovi, které je zde pouZito pro oznacovéni Exendinovych
sloudenin, se substituujici aminokyselina a Jejl pozice Je
uvedena pfred vychozi strukturou. Napfiklad Val®-Exendin-4
snamena Exendinovou sloueninu, v niZ byl glycin, ktery Je

normalng v pozici 8 Exendinu-4, zaménén valinemn.

Jind vyhodna skupina GLP-1 slouCenin se sestava z

GLP-1/Exendin-4 analogld vzorce VIII (SEQ ID NO:11).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

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

Vzorec VIII (SEQ TD NO: 11)

kde:

Xaa v pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desamino-histidin,
2-amino-histidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

Xaa v pozici 8 je: Gly, Ala, nebo Val;

Xaa v pozici 16 je: Leu nebo Val;
Xaa v pozici 18 je Lys nebo Ser;
Xaa v pozici 19 je: Gln nebo Tyr;
Xaa v pozici 20 je: Met nebo Leu;
Xaa v pozici 22 je: Glu nebo Gln;
Xaa v pozici 23 je: Glu, nebo Gln;
Xaa v pozici 25 je: Val nebo Ala;
Xaa v pozici 26 je: Arg nebo Lys;
Xaa v pozicil 27 je Leu nebo Glu;
Xaa v pozici 30 je: Glu nebo Ala;
Xaa v pozici 33 je: Val nebo Lys;
Xaa v pozici 34 je: Asn nebo Lys;
Xaa v pozicil 36 je: Gly nebo Arg; a

R v pozici 37 je: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
' Ser nebo chybi.
U&innost 18 ruaznych druhti, které spadaji do této skupiny, Je

uvedena v tabulce 6.

Dal3i Exendinové analogy, které jsou pouZitelné pro tento
vynalez, Jjsou popsany Vv mezindrodni patentové publikaci PCT
WO 99/25728 (Beeley et al.), WO 99/25727 Beeley et al.), WO
98/05351 (Young et al.), WO 99/40788 (Young et al.), WO
99/07404 (Beeley et al), and WO 99/43708 (Knudsen et al).
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Fazni proteiny ’GLP—l podle vynélezu mohou zahrnovat
glykosylovand mista. Glykosylace je chemickd modifikace, kde
jsou sacharidové skupiny pfidany k proteinu na wurcitych
mistech. Glykosylace proteind hraje roli p¥i zajisteéni
spravného néboje, ov&feni a stability zralého proteinu a muZe
zam&¥it protein na bun&ény povrch a zpusobit pZipadnou sekreci
proteinu. NejduleZité&jsi je,‘ie glykosylace ovliviuje rychlost
ofisty in vivo pro mnoho proteiny. Sacharidy mohou byt O-
vazané nebo N-vazané. Obecnd& O-vazané sacharidy jsou navazany
ke kysliku hydroxylové skupiny serinu a threoninu, a N-vézané
sacharidy Jjsou navazany k amidovému dusiku asparaginu.
Ssmluvni misto pro N-glykosylaci je Asn X1 X2, kde X1 Jje

jakakoliv aminokyselina s vyjimkou Pro a X2 je Ser nebo Thr.

GLP-1 slouceniny obvykle nejsou glykosylované in vivo;
nicmén& je zajimavé, Ze GLP-1 fuzni proteiny podle vynalezu,
mezi které patfi GLP-1 sloucenina s C prodlouZenym
zakon&enim fuzovanym na Fc sekvenci, Jje glykosylovany na
poslednim serinu v C prodlouZeném zakonCeni (SSGAPPPS*) a na
threoninu v pozici 11 v N koncové oblasti Fc (AEPKSCDKTHT*CPPC

).

Heterologni Fc fuzni proteiny:

Vy3e popsané GLP-1 sloueniny mohou byt nafﬁzoﬁény pfimo
nebo pfes peptidovy linker k Fc &&sti imunoglobulinu.
Imunoglobuliny  Jjsou molekuly obsahujici polypeptidové
fet&zce, spojené disulfidovymi vazbami, které obvykle maji dva
lehké Fetdzce a dva té&Zké Fetézce. V kaZdém Fetézci ma Jedna
doména (V) wvariabilni sekvenci aminokyselin v z&vislosti na
specificit® molekuly protilatky. Jiné domény (C) maji do
znacné miry konstantni sekvenci, kterd je u molekul tohoto

typu béZna.
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Jak Jje zde pouZivéno, Fc cCast imunoglobulinu mé& vyznam,
ktery je obecn& uvadé&n v oblasti imunologie. P¥esnéji FecCeno
tento termin znamend fragment protilédtky, kterd se =ziskéava
odstran&nim dvou regiontl, které vaZou antigen (Fab fragmenty),
z protilatky. Jedna z cest Jjak odstranit Fab fragmenty je
digestovat imunoglobulin papainovou proteazou. Fc Cast je tedy
vytvofena z p¥ibliZné stejné velikych fragmenti z konstantnich
oblasti obou téZkych retézcl, které jsou spojeny
nekovalentnimi interakcemi a disulfidickymi vazbami. Fc <cast
miZe obsahovat pantové oblasti a prodluZovat se pfes CHZ a CH3
domény k C-zakon&eni protilatky. PEiklady pantovych oblasti
pro lidské a mySsi imunoglobuliny 1lze nalézt v publikacil
Antibody Engineering, A Practical Guide, Borrebaeck, C.A.K.,
ed., W.H. Freeman and Co., 1992, a informace o nich jsou zde
uvedeny formou odkazu. Fc &ast mlZe dadle obsahovat Jednu nebo
vice glykosyla&nich mist. Na obrazku 1 je ukazana sekvence
aminokyselin reprezentativniho Fc proteinu, ktery obsahuje
pantovou oblast, CH2 a CH3 domény a Jjedno N-glykosylacni

misto v pozici 82.
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Existuje pét typd lidskych imunoglobulinovych Fc regiont
s ruznymi U&inky a farmakokinetickymi vlastnostmi: IgG, IgA,
IgM, IgD a IgE. IgG je nejroz3ifenéjsi imunoglobulin v séru.
IgG také ma& ze v3ech imunoglobulind v séru nejdeld3i polocas
Zivota (23 dni). Na rozdil od ostatnich imunoglobulini je IgG
u¢inné recirkulovéan a néasledné vazan na Fc receptor.
Existuji &ty¥i podt¥idy IgG: Gl, G2, G3, a G4, z nichZ kazZdi
ma rtzné udinky a funkce. Gl, G2, a G3 mbiZe vazat Clg a
fixovat doplnék, =zatimco G4 nemiZe. PrestoZe G3 Je schopen
vazat Clg G&innéji neZ GI1, Gl je uc¢innéijsi  pfi
zprost¥edkovani dopliiujiciho buné&&ného rozkladu. G2 fixuje
doplnék velmi nelinné. Vazebné misto Clqg v IgG je umisténo na

oblasti karboxylového zakonceni CH2 domény.

VSechny IgG podtfidy Jjsou schopné navazovat se na  Fc
receptory (CD16, CD32, CD64), pficemZ s Gl a G3 Jsou UCinnéjsi
ne? G2 a G4. Vaznd oblast Fc receptoru IgG je tvoFfena rezidui
umisténymi jednak v pantové oblasti a také v oblasti

karboxylového zakon&eni CHZ domény.

IgA miZe existovat v monomerni a dimerni formé, driici
pohromadé& J-fetézcem. IgA Jje druhym nejroz3ifeneéjsim Ig v
séru, ale mad polodas Zivota pouze 6 dnid. IgA mé& tfi U&inky a
funkce. VaZe se k IgA specifickému receptoru na makrofagy a
eosinofily, které rozjiZdéji fagocytézu a degranulaci. IgA
mtZe také fixovat doplnék pfes Jjinou nezndmou alternativni

cestu.

IgM Jje exprimovan Jjako pentamer nebo hexamer, driici
pohromadé J-Yetézcem. IgM mé& poloCas Zivota 5 dnl. VéaZe se
slab& na Clqg pfes vazné misto lokalizované v jeho CH3 doméné.
IgD m& polodas Zivota v séru 3 dny. Je nejasné, Jjaké ulinky a

funkce naleZeji tomuto Ig. IgE je monomerni Ig a mé& polocas
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yivota 2,5 dne. IgE se vaZe na dva Fc receptory rozjiZdéji
degranulaci a vysledkem Jje uvolnéni prozanétlivych ucinnych

latek.

V zavislosti na poZadovaném efektu in vivo mohou
heterologni fuzni proteiny podle vyndlezu obsahovat jakykoliv
shora popsany isotyp nebo mohou obsahovat zménéné Fc
regiony, u kterych byl zménén komplement a/nebo vazebné funkce
Fc receptoru. Heterologni fuzni proteiny podle vynalezu tedy
mohou obsahovat celou Fc ¢&&st imunoglobulinu, fragmenty Fc
Easti imunoglobulinu nebo jejich analogy flizované na GLP-1

sloueninu.

Fuzni proteiny podle vynélezu mohou sestdvat z proteint
s jednim Fet&zcem nebo viceretézcové polypeptidy. Dva nebo
vice Fc fuzni proteiny mohou byt vyradbény tak, Ze interaguji
pomoci disulfidové vazby, kterd se p¥firozené tvori mezi Fc
oblastmi. Tyto multimery mohou byt homogenni s ohledem na GLP-
1 sloudeninu nebo mohou obsahovat Jjiné GLP-1 sloucCeniny

fizované na N-zakondeni Fc Céasti fuzniho proteinu.

Bez ohledu na findlni strukturu fuzniho proteinu, Fc
nebo oblasti Fc podobné, musi slouZit k prodlouZeni polocasu
Fivota Zivé plasmy GLP-1 slouleniny fuizované na N-zakonleni.
Dale, fuzovana GLP-1 slouCenina musi udrZovat urditou
biologickou aktivitu. Zvét3eni poloCasu se da dokézat pouZitim
metody popsané v P¥ikladu 7, v némZ se srovnava poloCas Zivota
fuzniho proteinu s polocasem Zivota samotné GLP-1 slouleniny.
Biologické aktivita se d& zjistit pomoci in vitro a in vivo
metod, znédmych v oboru. Reprezentativni biologické testy Jsou

popsany jako P¥iklady 6, 8 a 9.

Vzhledem k tomu, Ze Fc oblast IgG vyrobend proteolyzou ma

stejny polocas Zivota in vivo jako intaktni IgG molekula a Fab
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fragmenty rychle degraduji, ma& se za to, Ze pFisludna
sekvence, prodlufujici pololas Zivota, sidli v CHp a/nebo CHs
doménach. Déle bylo ukédzano v literature, Ze rychlost
katabolyzy IgG variant, které nevaii s vysokou afinitou Fc
receptor nebo Clg, jsou nerozeinatelné od U&innosti vycisténi
hlavniho divokého typu protiléatky, coZ indikuje, Ze
katabolické misto je odli3né od mist zahrnutych v Fc receptoru

nebo Clg vazbé&. [Wawrzynczak et al., (1992) Molecular

Imunology 29:221]. Studie zamd¥ené na rozpoznani mist
mutageneze, pFi které se pouZiva murin IgGl Fc regionu,
navrhly, aby misto IgGl Fc regionu, které kontroluje
rychlost katabolyzy, bylo umist&no na meziclénku CH,-CHj;
domény.

Na zakladd té&chto studii, maZou byt Fc regiony za ulelem
optimalizace poloCasu Zivota fuzovanych proteintt modifikovany
na katabolickém mist&. Je vyhodné, aby Fc region, pouZivany
pro heterologni fuzni proteiny podle vynadlezu byl odvozen od
IgGl nebo IgG4 Fc regionu. Je vyhodn&j3i, aby Fc region byl
IgG4 nebo odvozen od IgG4. Je jesté vyhodnéjsi, aby IgG Fc

region obsahoval CHz i CHs regiony i pantovy region.

Heterologni fuzni proteiny s albuminem:

GLP-1 slouceniny popsané shora mohou byt fézovany p¥imo
nebo ptes peptidovy linker na albumin nebo na analog, fragment

nebo jejich derivat.

Obecn&, albuminové proteiny upravujici cast <fuzovanych
proteinti podle vynélezu mohou byt odvozeny od albuminu
klonovaného od libovolného druhu. Nicméné& pro sniZenil
nebezpedi, Ze se fuzovany protein stane imunogenni u 1idi, Je
vyhodnéj&i pouzit lidsky albumin a fragmenty a jeho analogy.

Lidsky Sérovy albumin (HSA) sestéva Z jednoho
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neglykosylovaného polypeptidového fetézce o 585
aminokyselindch se vzorcem o molekularni hmotnosti 66 500.
Sekvence aminokyselin lidské HSA je zndzornéna na obrazku 2.
[Viz Meloun, et al. (1975) FEBS Letters 58:136; Behrens, et
al. (1975) Fed. Proc. 34:591; Lawn, et al. (1981) Nucleic
Acids Research 9:6102-6114; Minghetti, et al. (1986) J. Biol.
Chem. 261:6747]. Byly popsany rtzné polymorfni varianty a
stejn& tak analogy a fragmenty albuminu. [Viz Weiltkamp, et
al., (1973) Ann. Hum. Genet. 37:219]. Nap¥iklad v EP 322 094
vynélezci objevili rUzné krat3i formy HSA. Né&které z téchto
fragmentt zahrnuji HSA(1-373), HSA(1-388), HSA(1-389), HSA (1-
369) a HSA(1-419) a fragmenty mezi 1-369 a 1-419. EP 399 666
p¥ina&i objev fragmentd albuminu, které zahrnuji HSA(1-177) a

HSA(1-200) a fragmenty mezi HSA(1-177) a HSA(1-200).

Je t¥eba vnimat, Ze heterologni fhzni proteiny podle
vynélezu zahrhuji GLP-1 slouleniny, které Fsou s Jjakymkoliv
albuminovym proteinem, v&etné fragmentl, analogl a derivatd, v
kterych Jje tento fuzovany protein biologicky aktivni a ma
deldi plazmovy pololas Zivota, neZ samotnd GLP-1 sloucenina.
TakZe neni nutné, aby albuminova ¢&&st fuzniho proteinu méla
plazmovy poloCas Zivota stejny, Jjako nativni lidsky albumin.
Fragmenty, analogy a derivaty jsou znadmy nebo mohou byt
generovany, aby m&ly deldi polofas Zivota nebo mély délku
pologasu Zivota mezi poloCasem Zivota mnativniho lidského

albumin a GLP-1 slouleniny, o kterou jde.

Heterologni  fuzni proteiny podle vynadlezu zahrnujil
proteiny, které maji konzervativni aminokyselinovou substituci
v  GLP-2 slou&enind& a/nebo Fc nebo albuminové &asti fuzniho
proteinu. "Konzervativni substituce” je nahrazeni
aminokyseliny Jjinou aminokyselinou, kterd mé stejny <Cisty
elektricky néaboj a p¥ibliZné stejnou velikost a tvar.

Aminokyseliny S alifatickymi nebo substituovanymi




42 .

alifatickymi aminokyselinovymi postrannimi Ffetézci maji
pribliZné stejnou velikost, kdyZ celkovy podet uhlikd
heteroatoml v jejich postrannim fetézci se neliSi o vic neZ
asi ¢&tyfri. Maji p¥ibliZné& stejny tvar, kdyZ se poCet veétsi
jejich postranniho Fetézce 1iSi o ne vice neZ Jeden.
Aminokyseliny s fenylovymi nebo substituovanymi fenylovymi
skupinami se povaZuji za p¥ibliZné stejné& veliké a stejného
tvaru. Kromé& specificky zde vytvorenych, konzervativni
substituce se provadéji S p¥irozené se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Vyraz "aminokyselina", ktery se zde pouZivd Jje minén v

nej$ir3im smyslu a zahrnuje pfirozené se vyskytujici

aminokyselina, stejné jako nepfrirozené se vyskytujici
aminokyseliny, vCetné analogi a derivatid aminokyselin.
Posledné& uvedené zahrnuji molekuly s aminokyselinovymi

skupinami. Odbornik v oboru rozpoznd ve svétle této nejsSirsi
definice, Ze =zde wuvedeny odkaz na aminokyselinu zahrnuje
napriklad pfirozené se vyskytujici proteogenni L-
aminokyseliny; D-aminokyseliny; chemicky modifikované
aminokyseliny, Jjako 3Jjsou analogy a derivaty aminokyselin;
pfirozené se vyskytujici neproteogenni aminokyseliny, Jako
je norleucin, pf-alanin, ornithin, GABA atd.; a chemicky
p¥ipravené slouleniny, které maji v oboru znédmé vlastnosti,
které tyto aminokyseliny charakterizuji. Jak Jje zde uZivano,
vyraz '"proteogenni" znamend, Ze aminokyselina miZe byt
zabudovdna Vv peptidu, polypeptidu nebo proteinu v bufice

metabolickou cestou.

Zabudovani nepfirodnich aminokyselin, vc&etné syntetickych
nenativnich aminokyselin, substituovanych aminokyselin nebo
jedné nebo vice D-aminokyselin do heterolognich fuzovanych
proteint podle vyndlezu mlZe byt v mnoha ohledem vyhodné.

Peptidy obsahujici D-aminokyseliny atd. vykazujli zvySenou
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stabilitu in wvitro mnebo in vivo ve srovnani s Jjejich
prot&jdky obsahujicimi L-aminokyseliny. TakZe  konstrukce
peptidd atd. =zahrnujici D-aminokyseliny mlZe byt <Céastelné
uZzitecnéd, pokud se poZaduje vE&t8i intracelulédrni stabilita.
Konkrétn&ji, D-peptidy atd. jsou rezistentni va&i endogennim
peptidézam a protedzam, &imZ uskuteciiuji zlepSenou biologickou
dostupnost molekule a prodlouZenou dobu Zivota in vivo, pokud
jsou takové vlastnosti potfebné. Dale, D-peptidy, atd.,
nemohou byt U&inné zpracovany pro hlavni komplexni tfidu
tkanové kompatibility II-restringové vyjédfené pro pomocné
buiiky T, a Jjsou proto schopné vyvolat humoralni imunitni

odezvu v celém organismu.

Kromé strukturalni/funkéni analyzy riznych peptidd
zahrnutych v tomto vynalezu, existuje Fada faktort , které
mohou byt uvafovany pfi vybéru aminokyselin pro substituci.
Jeden z faktort, ktery miZe byt uvaZovan pfi provadéni té&chto
zmén je hydropathicky index aminokyselin. Vyznam
hydropathického indexu aminokyselin pri interaktivni
biologické funkci proteinu byl diskutovan v publikaci Kyte a
Doolittle (1982, J. Mol. Biol., 157: 105-132). Je akceptovano,
e relativni hydropathicky charakter aminokyselin pFispiva k
sekundarni struktufe vysledného proteinu. Na druhé strané to
m& v1iv na interakci protein s molekulami, jako Jsou enzymy,
substraty, receptory, ligandy, DNA, protilédtky, antigeny atd.
Ka?da aminokyselina m& pf¥i¥azen hydropathicky index, zaloZeny
na Jjeji hydrofobnosti a charakteristice nébojh: isoleucin
(+4,5); wvalin (+4,2); leucin (+3,8); fenylalanin (+2,8);
cystein/cystin (+2,5); methionin (+1,9); alanin (+1,8); glycin
(-0,4); threonin (-0,7); serin (-0,8); tryptofan (-0,9);
tyrosin (-1,3); prolin (-1,6); histidin (-3,2);
glutamét/glutamin/aspartat/asparagin (-3,5); lysin (-3,9) a

arginin (-4,5).




44 .

Jak je znadmo z oboru, urdité aminokyselin v peptidu,
polypeptidu nebo proteinu se daji nahradit jinymi
aminokyselinami, které maji podobny hydropathicky index nebo
stav a Jjejich efekt mé& =za nésledek vysledny peptid, atd.,
ktery mé& podobnou nebo zlepSenou biologickou ufinnost. Pro
provadéni té&chto zmén Je vyhodné, aby aminokyseliny, které
maji hydropathické indexy v rémci hodnot 2 Jsou navzajem
zaménitelné. Vyhodnéjsi substituce jsou ty, ve kterych maji
aminokyseliny hydropathické indexy v rozmezi 1.
Nejvyhodn&jsi substituce Jjsou ty, ve kterych aminokyseliny

maji hydropathické indexy v rozmezi %0,5.

Podobné& mohou byt aminokyseliny substituovény na zé&kalde
hydrofilnosti. US. patent &. 4 554 101 vysvétluje, Ze nejvétsi
lokalni prom&rné hydrofilnost proteinu, jak Je Fizena
hydrofilnosti Jjeho priléhajicich aminokyselin, koreluje s
biologickou vlastnosti proteinu. Aminokyselindm Jjsou pEifazeny
nasledujici hodnoty hydrofilnosti: arginin/lysin (+3,0);

aspartat/glutamat (+3,0t1); serin (+0,3); asparagin/glutamin

(+0,2); glycin (0); threonin (=0,4); prolin (=0,5%1);
alanin/histidin (-0,5); cystein (-1,0); methionin (-1,3);
valin (-1,5); leucin/isoleucin (-1,8); tyrosin (-2,3);
fenylalanin (-2,5) a tryptofan (-3,4). Jedna aminokyselina v

peptidu, polypeptidu nebo protein tedy miZe byt substitdovéna
jinou aminokyselinou, kterd mé& podobnou index hydrofilnosti a
stale produkuje vysledny resultant peptid, atd., ktery ma
podobnou biologickou u&innost, t.J. stdle si zachovéava
spravnou biologickou funkci. P¥i provéadéni takovych zmén jsou
aminokyseliny, které maji hydropathické indexy v rozmezil
hodnot 2, se mohou vyhodné& substituovat navzéjem,
vyhodn&j&i Jsou ty, které maji hodnoty v rozmezi £1, a

nejvyhodn&jsi jsou ty, které maji hodnoty v rozmezi *0,5.
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Jak bylo shora podtrZeno, substituce aminockyselin Vv
flizovanych proteinech podle vynédlezu miZe byt zaloZena na
relativni podobnosti substituentech v postrannich Fetézcich
aminokyselin, nap¥iklad Jjejich hydrofobicit&, hydrofilnosti,
naboji, velikosti atd. Dale mohou byt substituce zaloZeny na
sekundarni strukturni podobnosti. Napriklad helikédlni
aminokyselina m%e byt nahrazena aminokyselinou, ktera by
zachovala helikalni strukturu. Uskuteénéni konzervativnich
zmén aminokyselin pomoci substituci, které maji mnohé z
pr¥edchozich vlastnosti, m4 za néasledek skryté zmény v
peptidech, atd., a mohou byt vybrany ze skupiny, do které
naleZeji pfirozené& se vyskytujici aminokyseliny.

Aminokyseliny mohou byt rozdéleny do nésledujicich ¢&tyE
skupin: (1) kyselé aminokyseliny; (2) bazické aminokyseliny;
(3) neutralni polédrni aminokyseliny a (4) neutrédlni nepolarni

aminokyseliny.

Obecné zplsoby vyroby heterolognich fuzovanych proteint podle

vynalezu.

AZkoliv heterologni fuzni proteiny podle vynalezu mohou
byt vyrobeny rtznymi zplsoby, vyhodné Jjsou zpusoby, které
vyuZivaji rekombinacnich technik. Pro ucely tohoto
vynalezu, Jjak Jje zde vysvétleno a chréanéno, dale jsou
definovény obecné terminy a zkratky pro molekuldrni biologii.
_Terminy a zkratky pouZité v tomto dokument maji svhj normalni
vyznam, pokud neni wuvedeno Jjinak. Napfiklad "eC"  znamenéd
stupné Celsia; "mmolol" znamend milimol nebo milimoly; "mg"
znamend miligramy; "pg" znamend mikrogramy; '"ml" znamena
mililitry a "pl" znamend mikrolitry. Zkratky aminokyselin jsou

uvedeny v 37 C.F.R. § 1.822 (b) (2) (1994)

"Parové baze" nebo "bp" jak je zde pouZivéano, znamena

DNA nebo RNA. Zkratky A,C,G a T odpovidaji 5'-monofosfatovym
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formédm deoxyribonukleosidim (deoxy)adenosinu, (deoxy)cytidinu,
(deoxy)guanosinu a thymidinu, kdyZ se objevi v  DNA
molekuldch. Zkratky U,C,G a A odpovidaji 5'.monofosfétov9m
formam ribonukleosida uridinu, cytidinu, guanosinu a
adenosinu, kdyZ se objevi v RNA molekuldch. V dvojfetézcové
DNA, Jjsou parové Dbéaze spojeny vidy A s T nebo C s G. V
DNA/RNA, heteroduplexni parové baze mlZe znamenat spojeni A s

U nebo C s G. (Viz definice '"komplementarni", déle.)

"Digesce" nebo "Restrikce" DNA znamend katalytické
roz3tépeni DNA restrikénim enzymem, ktery plsobi Jen v
nékterych sekvencich DNA ("sekven&né specifické
endonukledzy"). Razné zde pouZivané restrikéni enzymy Jsou

obchodn& dostupné a jejich reakéni podminky, kofaktory a Jjiné
poZadavky byly pouZity, 3jak 3Jjsou znamy odbornikovi v oboru.
Vhodné pufry a mnoZstvi substratu pro konkrétni restrikéni
enzymy jsou specifikovany vyrobcem nebo se mohou snadno

nalézt v literatufe.

"Ligace" =znamen& zpusob vyroby fosfodiesterovych vazeb
mezi dvéma dvouvlaknovymi fragmenty nukleovych kyselin. Pokud
neni Jjinak wustanoveno, ligace se d& dosdhnout s pouZitim
zndmy pufrit a podminek s pouZitim DNA ligaz, jako Jje T4
DNA ligéza.

"Plasmid" znamena extrachromosomalni (obvykle)
samoreplikujici se geneticky prvek. Plasmidy Jjsou obvykle
ozna&ovany malym pismenem "p", nésledovanym pismeny a/nebo
Cislicemi. Zde uvedené vychozi plasmidy Jsou dostupné
obchodné&, obecné a neomezené dostupné nebo mohou byt
konstruovany z dostupnych plasmidd v souladd s publikovanymi
postupy. Navic ekvivaletni plasmidy , podobné tém, které Jsou
zde popséany, Jjsou znadmé v oboru a Jsou zfejmé odbornikovi v

oboru.
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"Klonovaci vektor rekombinac¢ni  DNA", jak Jje zde
pouZivano, znamend Jakykoliv autonomné se replikujici
&inidlo, které zahrnuje plasmidy a féagy, ale neni na né
omezeno. Toto &inidlo zahrnuje DNA molekulu, ke které miZe byt
pfidédno nebo bylo p¥idano jeden nebo vice dalSich segmentu

DNA.

"Expresni vektor rekombina&ni DNA", Jak je zde pouZivan,
znamend jakykoliv klonujici vektor rekombinalni DNA, ve kterém

byl zabudovan promotor pro ¥izeni transkripce vloZené DNA.

"Transkripce" znamend zpUsob, ve kterém se informace
obsaZend v nukleotidové sekvenci DNA ptendsi do

komplementérni sekvence RNA.

"Transfekce" znamend vloZeni  expresniho vektoru do
hostitelské buiiky, kde Jsou nebo nejsou Jakékoliv kdbdovaci
sekvence ve skute&nosti exprimovany. Odbornikim v oboru Jje
znadmo mnoho zplsobu transfekce, napfiklad spolecné sréZeni s
fosforednanem vapenatym, liposomova transfekce a
elektroporéza. Usp&%nd transfekce je obecné rozpoznava tehdy,
kdy? se v hostitelské bufice objevi Jjakadkoliv indikace, Ze

vektor se s vektorem provadi zména.

"Transformace" znamend zavedeni DNA do organismu, tak aby
DNA byla replikovatelnd, bud jako extrachromosomalni element
nebo chromosoméalni integraci. Zpuasoby transformace
bakteridlnich av eukaryotickych hostiteld Jjsou dobfe znémy v
oboru, mnoho 2z té&chto zplsob®i, Jjako Je néstrfik do Jjéadra,
splynuti protoplastd nebo plsobeni véapniku s pouZiti chloridu
vapenatého Jjsou popsény v J. Sambrook, et al., Molekular

Cloning: A Laboratory Manual, (1989). Obecn& se zavadi DNA
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do kultiva&niho substratu, termin transformace se pouZivad jako

opak k terminu transfekce.

"Translace" Jjak Jje zde pouZivéano, znamena proces, pri
kterém se pouZivad genetickd informace messenger—-RNA (mRNA),

aby se upfesnila a nasmérovala syntéza feté&zce polypeptidu.

"Vektor" znamend sloueninu nukleové kyseliny, pouZitou
pro transfekci a/nebo transformaci bunék  pfi genoveé
manipulaci, ktera nese polynukleotidové sekvence,
odpovidajici pFisludnym molekuldm proteinu, které Jsou-li
kombinovdny s  vhodnymi ¥Yidicimi sekvencemi, proptjcuiji
specifickeé vlastnosti hostitelské butice, ktera Jje
transfektovédna a/nebo transformovana. Vhodnymi vektory 3jsou
plasmidy, viry a bakteriofagy. Um&lé vektory Jsou konstruovéany
sekanim a opé&tnym spojovani DNA molekul z raznych zdroju,
p¥item? se pouZivadn restrikénich enzymb a 1ligadz. Termin
"vektor", Jjak Jje zde pouZivén, zahrnuje klonujici wvektory

rekombinadni DNA a expresni vektory rekombinacni DNA.

"Komplementarni" nebo "Komplementarita", jak je zde
pouZiva, znamend parové béaze (puriny a pyrimidiny), které se
spojuji vodikovymi vazbami do dvou¥etézcové nukleové
kyseliny. Komplementarni jsou nédsledujici parové baze: guanin

a cytosin; adenin a tymin a adenin a uracil.

"Hybridizace"™, 3jak je zde pouZivano, znamena proces,
pri kterém se Fetézec nukleové kyseliny spojuje s
komplementarnim Fetézcem pomoci péarovani bazi. Podminky
pouZivané p#i hybridizaci dvou neidentickych, ale velmi
podobnych komplementdrnich nukleovych kyselin, se méni v
z4dvislosti na stupni komplementarity téchto fetézclh a jejich
délce. Tyto techniky a podminky pro jejich provadéni Jjsou

dob¥e znamé odbornikim v oboru.
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"Tzolovand sekvence aminokyseliny" znamend Jakoukoliv
sekvenci aminokyseliny, konstruovanou nebo syntetizovanou,

kterd je pozitné odlisnéd od pfirodné se vyskytujici sekvence.

"Tzolovand DNA sloucCenina" znamend Jjakoukoliv sekvenci
DNA, konstruovanou nebo syntetizovanou, kteréa je pozicéné

0odli&nd od prirozené pozice v genomové DNA.

"Izolovana sloucenina nukleové kyseliny" znamena
jakoukoliv sekvenci RNA  nebo DNA, konstruovanou  nebo
syntetizovanou, ktera je pozic&né odliSnd od své prirozené

pozice.

"Primexr" znamena fragment nukleové kyseliny, ktery
funguje Jjako inicia¢ni substrat pro enzymaticke nebo

synthetické prodluZovani.

"Promotor" znamena sekvenci DNA, kterd usmérniuje

transkripci z DNA na RNA.

"Proba" znamen& slouleninu nukleové kyseliny nebo jeji
fragment, kterd se hybridizuje s Jinou sloucCeninou nukleové

kyseliny.

"Presnost" hybridizaénich reakci je snadno stanovitelna
odbornikem v oboru a obecné se zjistuje empirickym vypocltem,
z4vislym na délce proby, teploté promyvani a koncentraci soli.
Obecné, del8i proby vyZaduji vy38i teploty pro spréavnou
teplotni hybridizaci, a kratsSi proby potfebuji niZdi teplotu.
Hybridizace obecné z&visi na schopnosti denaturované DNA znovu
hybridizovat, kdyZ Jsou v médiu pritomny komplementéarni
Fet&zce pod svou polovidni teplotou denaturace. Cim vy33i Je

stupeil poZadované homologie mezl probou a hybridizovatelnou
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sekvenci, tim vys8i teplota se d& pouiZit. Jako vysledek je
tfeba uvést, Ze vy33i relativni teploty maji tendenci dé&lat
reakci pfesnéjsi, =zatimco niZ3i teploty méné. Pro uvedeni
dal3ich podrobnosti a vysvétleni pFfesnosti hybridizace viz
Ausubel et al., Current Protocqls in Molekular Biology, Wiley

Interscience Publishers, 1995.

"Pfesné podminky" nebo "vy38i pfesnost podminek", Jjak
jsou zde popsany, mohou byt stanoveny tim, Ze (1) vyuZivaji

malou iontovou silu a vysokou teplotu pro promyvéani, napfriklad

o0

15 nmmol chlorid sodny/1,5 mmol citrat sodny/0, 1
dodecylsulfat sodny p¥i 50°C; (2) vyuZivaji b&hem hybridizace
denaturac¢ni ¢&inidlo, Jjako je formamid, nap¥fiklad 50 % (v/v)
formamid s 0,1 % albumin hovéziho séra /0,1 % fikol/0,1 %
polyvinylpyrrolidon/50 mmol pufr s fosforefnanem sodnym p¥i pH
6,5 s 750 mmol chlorid sodny/75 mmol citrat sodny p#i 42 °C;
nebo (3) vyuZiva 50 & formamid, 5X SSC (750 mmol chlorid
sodny, 75 mmol citrat sodny), 50 mmol fosforenan sodny (pH
6,8), 0,1 % difosforecnan sodny , 5X Denhardtiv roztok, DNA ze
spermatu lososa upraveného ultrazvukem (50 pg/ml), 0,1 % SDS,
a 10 % dextransulfat p¥i 42 °C s promytim p¥Fi 42 °C v 0,2X
SSC (30 mmol sodny chlorid sodny /3 mmol citrat sodny) a 50 %
formamidem pEi 55°C, nésledovanym intenzivnim promytim s

pomoci 0,1 X SSC obsahujiciho EDTA p¥i 55°C.

"Stfedné prfesné podminky" jsou popsdny v Sambrook et al.
[Molekular Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring
Harbor Press, (1989)], a zahrnuji pouZiti promyvacich roztokfl
a hybridizacnich podminek (tj. teploty, iontové sily a % SDS)
méné prisnych, neZ bylo popsédno dfive. Priklade téchto
podminek Jje inkubace pfes noc pfi 37°C v roztoku, ktery
obsahuje: 20% formamidu, 5X SSC (750 mmol chlorid sodny, 75
mmol citrat sodny), 50 mmol fosforelnan sodny p¥i pH 7,6, 5X

Denhardtlv roztok, 10 % dextransulfat a 20 mg/ml DNA lososiho
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spermatu, naruSeného denaturaci, po némZi nésleduje promyti v
1X SSC p¥i p#ibliZné& 37-50°C. Odbornik v oboru snadno
rozpozné, Jak naétavit teplotu, iontovou silu atd. pokud je
nutné p¥rizpusobit rhzné faktory, jako Je délka proby a

podobné.

"PCR" =znamend znamou polymeracni reakci ZFetézce, ktera

vyuZivé teplotné stabilni polymerézu DNA.

"Vedouci sekvence" znamend sekvenci aminokyseliny,
kterd miZe byt enzymaticky nebo chemicky odstran&na, aby se

dal vyrobit poZadovany polypeptid, o ktery nam jde.

"Vylucovaci signalni sekvence" znamend aminokyselinovou
sekvenci , obecné pfritomnou na N-koncové oblasti vé&tiiho
polypeptid, kterd funguje Jjako inicidtor spojeni tohoto
polypeptidu membranovymi soucastmi bunky, Jjako je
endoplasmatické retikulum a vylouceni tohoto polypeptidu pfes

plazmovou membranu.

Konstrukce DNA kédujici heterologni fuzni proteiny podle

vynadlezu:

Standardni albuminové a imolunoglobulinové proteinti lze
ziskat z mnoha zdroju. Napfiklad lze tyto proteiny ziskat =z
cDNA knihovny, pfripravené 2z tkani a buné&k, které obsahuji
mRNA, o niZ nam jde, v detekovatelném mnoZstvi. Knihovny lze
prohledavat pomoci prob, vyrobenych s pouZitim zndmych DNA
nebo proteinovych sekvenci pro nalezeni sekvence pro
konkrétni protein, ktery nas zajiméa. Napriklad
immolunoglobulin light nebo heavy chain constant regions jsou
popsany v Adams, et al. (1980) Biochemistry 19:2711-2719;
Goughet, et al. (1980) Biochemistry 19:2702-2710; Dolby, et
al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6027-6031; Rice et
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al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7862-7862; Falkner,
et al. (1982) Nature 298:286-288 a Morrison, ét al. (1984)
Ann. Rev. TImmolunol. 2:239-256. Nketré odkazy popisujici
albuminové proteiny a DNA sekvence jsou obsaZeny v Meloun, et
al. (1975) FEBS Letters 58:136; Behrens, et al. (1975) Fed.
Proc. 34:591; Lawn, et al. (1981) Nucleic Acides Research
9:6102-6114 a Minghetti, et al. (1986) J. Biol. Chen.
261:6747.

Screening cDNA nebo genomové knihovny s vybranou probou
miZe byt provddéno s pouZitim standardnich postupli, které
jsou popsédny v Sambrook et al., Molekular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1989) . Alternativnim prostfedkem pro izolaci gent kébdujicich
albuminovy nebo imolunoglobulinovy protein, Jje zplUsob PCR
[Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A ,
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1995)]. PCR primery lze konstruovat na zakladsd znamych

sekvenci.

Obecné, standardni sekvence s plnou délkou klonovani z
konkrétnich druhl mlZe slouZit jako matrice pro vytvoFeni
analogl, fragmentld a derivatd, které si udrZuji schopnost
pfenaset del3i poloCas Zivota na GLP-1 sloudeniny, které jsou
Casti fuzovanych proteinti. Je vyhodné, aby Fc a albuminové
Casti heterolognich flzovanych proteint podle vynalezu byly
odvozeny od nativni lidské sekvence za ulelem sni¥it riziko

potencialni imunogenicity filzovanych proteint u 1lidi.

Zejména je vyhodné, aby imunoglobulinova &ast fazniho
proteinu podle vynalezu obsahovala pouze Fc fragment
imunoglobulinu. V z&vislosti na tom, zda Jje Zadouci konkrétni
GCinek nebo funkce a na strukturnich vlastnostech  fuzniho

proteinu, miZe Fc fragment obsahovat pantovou oblast spolu s




33 .

CHZ a CH3 doménami nebo nékteré jejich daldi kombinace. Tyto
Fc fragmenty mohou byt konstruovény s pouZitim PCR technik s
primery urlenymi k hybridizaci sekvenci, odpovidajicich
pozZadovanému konci fragmentu. Pokud jsou podobné& poZadovany
fragmenty albuminu, Jsou pouZity PCR primery, které jsou.
komplementarni s internimi albuminovymi sekvencemi. Mohou byt
rovnéZ vytvoreny PCR primery, ktefé tvofi restrikéni enzymové

misto, aby se dosdhlo klonovédni do expresniho vektoru.

DNA kédujici GLP-1 sloueniny podle vyndlezu miZe byt
vyrobena mnoha rlznymi zpusoby, vietné zpusobl klonovéani,
které byly popsény shora, stejné jako chemickou syntézou DNA.
Chemickéd syntéza mbZe byt atraktivni, aby poskytla kratkou
délku kédovaného peptidu. Byla publikovédna aminokyselinova
sekvence pro GLP-1, stejné jako sekvence preproglukagonového
genu. [Lopez, et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci., USA
80:5485-5489; Bell, et al. (1983) Nature, 302:716-718;
Heinrich, G., et al. (1984) Endocrinol, 115:2176-2181;
Ghiglione, M., et al. 91984) Diabetologia 27:599-600]. Primery
tedy mohou byt vytvo¥eny pro PCR nativni GLP-1 sloudeniny a

jejich fragmenty.

Gen kbédujici fuzovany protein miZe byt konstruovén
ligaci DNA kédujici GLP-1 slouleninu s DNA kédujici albumin
nebo Fc protein. Gen kédujici GLP-1 slouleninu a gen kédujici
albumin nebo Fc protein mohou byt rovn&€Z pripojeny pF¥es DNA

kédujici linkerovy peptid.

Funkce a stabilita heterolognich fuzovanych proteint
podle vynadlezu in vivo mlZe byt zlep3ena p¥idanim malych
peptidovych 1linker@ pro prevenci potencidlnich ne%adoucich
interakci domén. AZkoliv tyto linkery mohou mit potencidlng&
jakoukoliv délku a obsahovat Jjakoukoliv kombinaci

aminokyselin, je vyhodné, kdyZ jejich délka neni v&t3i, ne?
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jakd Jje nezbytnd pro prevenci neZadoucich interakci domén
a/nebo optimalizaci biologické aktivity a/nebo stability.
Obecné by linkery nemé&ly obsahovat aminokyéeliny s extrémné
velkymi postrannimi Feté&zci nebo aminokyseliny, zpUsobilymi
zavést signifikantni sekunddrni strukturu. Je vyhodné, aby
linker byl serin-glycin a m&l délku krat8i ne? 30
aminokyselin. Je vyhodn&j3i, kdyZ linker méa délku krat3i nezZ
20 aminokyselin. Je dokonce je3té& vyhodn&j3i, kdyZ m& linker
délku kratsSi neZ 15. Vyhodny linker obsahuje opakovani
sekvence Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. Je vyhodné, kdy? méd mezi 2 a2
6 opakovani této sekvence. Je dokonce jedté vyhodn&jii, kdyZ

mad mezi 3 a 4 opakovanimi sekvence.

DNA koédujici divoky typ GLP-1, albuminu a Fc polypeptidu
a jejich fragmenty, miZe byt mutovana bud p¥ed ligaci nebo v
kontextu cDNA, kédujici cely fuzovany protein. V oboru je
znédmo mnoho mutagennich technik. Napriklad, mutagenni metoda
PCR vyuZivd protaZeni pfekryvaného Fetézce, aby se vytvorily
specifické mutace bazi za U&elem zmeény specifickych
aminokyselinovych sekvenci v odpovidajicim protein. Tato PCR
mutagenese vyZaduje pouZiti Ctyf primertt, dvou v pFredni
orientaci (primery A a C) a dvou v zadni orientaci (primery B
a D). Mutatovany gen se zesiluje z vzorku divokého typu ve
dvou ruznych krocich. Prvni reakce zesiluje gen =z poloviny
tim, Ze se provaddl reakce A a B a reakci, ktera Separuje
C od D, kde B a C primery Jsou zamé&Feny na oblast genu,
ktery mé& byt mutovadn. KdyZ se tyto primery srovnaji s cilovou
oblasti area, obsahuji nespréavné& sdruZené béaze, které se maji
zménit. Jakmile Jjsou reakce A a B a C a D reakce dokonceny,
jsou reakéni produkty izolovany a smichany pro pouZiti jako
vzorek pro reakci A a D. Vyté&Zkem této reakce je potom plné&

mutovany produkt.
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Jakmile byl vyroben gen kédujici cely flzovany protein,
miZe byt klonovidn do vhodného expresniho vektoru. Specifické
strategie, kterou mohou byt pouZity k vytvoreni GLP-1

fdzovanych proteint podle vynalezu jsou popsény v prikladu 1.

Obecné zpusoby pro rekombinan&ni exprimaci heterolognich

fizovanych proteinli podle vynélezu:

Hostitelské butiky Jsou transfektované nebo
transformované zde popsanymi expresnimi nebo klonujicimi
vektory pro vyrobu heterologniho fuzniho prbteinu a
kultivovany v Dbé&Zném Zivném roztoku upraveném pro budici
promotory, vybrané transformanty nebo zesileni genu
kédujicich poZadované sekvence. Kultivaéni podminky, jako Jje
prostfedi, teplota, pH a podobn&, mohou byt zvoleny odbornikem
v oboru bez nadmé&rného podtu experimentt. Obecné 1lze
principy, postupy a praktické techniky pro maximalizovani
vytéZkl bunéénych kultur nalézt v publikaci Mammalian Cell
Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL
Press, 1991) a Sambrook, et al., supra. Zpusoby transfekce
jsou znamy odborniktm v oboru, napt¥iklad, CaPOy, a
elektroporace. Obecné aspekty systému transformace
hostitelsky bunék savcl byly popsany v US Patent ¢&. 4 399
216. Transformace do produktu 3je obvykle provadina podle
metody Solingen et al., J Bact. 130(2): 946-7 (1977) a Hsiao
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA ,76 (8) : 3829-33 (1979)
Rovnéi.mohou byt pouZity dal3i zplsoby pro zavadéni DNA do
bunky, Jako Jje Jadern&d mikroinjekce, elektroporace, fuze
bakteridlniho protoplastu s intaktni buikou nébo
polykationty, nap¥iklad, polybren nebo polyomithin. Pro
rizné techniky transformace bun&k savct viz Keown, et al.,
Methods v Enzymology 185: 527-37 (1990) a Mansour, et al.,
Nature 336(6197): 348-52 (1988).
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Vhodné hostitelské buidky pro klonovani a expresi
nukleovych kyselin (nap¥. DNA) ve vektorech zde zahrnuji
prokaryota, kvasinky nebo vy§81 eukaryotické buiiky. Mezi
vhodna prokaryota pat¥i (aniZ by byl vydet t&chto prokaryot
na tyto bunky omezen) eubakterie, Jjako Jsou Gram~-negativni
nebo Gram-pozitivni organismy, naptiklad, Enterobacteriacea
jako je E. coli. RUzné kmeny E. coli jsou b&Zmné dostupné,
jako napriklad E. coli K12 kmen MM294 (ATCC 3 1.446); E.
coli X1 776 (ATCC 3 1.537); E. coli kmen W3 110
(ATCC 27.325) a K5 772 (ATCC 53.635). Mezi jiné vhodné
prokaryotické hostitelské bufiky pat?i Enterobacteriaceae jako
je Escherichia, napt. E. coli, Enterobacter, Erwinia,
Klebisella, Proteus, Salmonella, napf¥. Salmonella typhimurium,
Serratia, napf. Serratia marcescans a Shigeila, stejné jako
Bacilli Jako je B. subtilis a B. lichentformis (napf. B.
licheniformis 4 1 P popsany v DDz266,7 10, publikovany 12.
dubna 1989), Pseudomonas jako je P. aeruginosa a Streptomyces.
Tyto priklady se spiSe daji povaZovat za ilustrativni, ne% za
omezujici. Zejména vyhodny jako hostitel nebo zakladni
hostitel Je kmen w3110, protoZe se jednd o nejb&Zn&jsi
hostitelsky kmen ©pro fermentaci produktli rekombinadni DNA.
Hostitelska buiitka s vyhodou vylu&uje minimalni mnoZstvi
proteolytickych enzymi. Nap¥iklad, proto aby se dosahlo
genetické mutace v genech kédujicich proteiny, endogenni
viaci  hostiteli, mlZe byt modifikovan kmen W3 110, prficemZ
pfiklady téchto hostiteld zahrnuji E. coli W3110 kmen 122,
ktery ma kompletni genotyp ronA; E. coli W3 110 kmen 9E4,
ktery ma kompletni genotyp tond4 ptr3; E. coli W3110 kmen 27C7
(ATCC 55,244), ktery m& kompletni genotyp tona, ptr3 phoA E15
(argF-lac) 169 degP ompT /can'; E. coli W3110 kmen 40B4, coZ
je kmen 37D6, ktery je m& non-kanamycin rezistentni degP
dele&ni mutaci; a E. coli kmen, ktery mi& mutovanou
periplasmickou proteédzu, popsanou v US. Patentu &. 4 946 783,

vydaném 7. srpna 1990. Alternativn& jsou vhodné zpusoby
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klonovéni in vivo, nap¥. PCR nebo jiné reakce polymerdz s

nukleovyni kyselinami.

Vhodnymi klonujicimi nebo expresnimi hostiteli pro
vektory fuzovanych proteint Jjsou kromeé prokarYot
eukaryotické mikroby, jako Jsou vlaknité houby nebo
kvasinky. NejbéZnéji pouZivanym nizsim eukaryotickym
hostitelskym mikroorganismem je Saccharomyces cerevisiae.
Mezi jiné patfi Schizosaccharomyces pombe [Beach and Nurse,
Nature 290: 140-3 (1981); EP 139,383 publikovany 2. kvé&ten
1995]; Muyveromyces hosts [US Patent &. 4 943 529; Fleer, et
al., Bio/Technology 9(10): 968-75 (1991)] Jjako je napft. K
lactis (MWS8-8C, CBS683, CBS4574) [de Louvencourt et al., 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, drdsophilarum (ATCC 36.906) [Van den
Berg et al., Bio/Technology 8(2): 135-9 (1990)1; K.
thermotoierans a K. marxianus; vyarrowia (EP 402,226); Pichia
pastoris (EP 183,070) [Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol.
28 (4): 265-78 (1988)]; Candid; Trichoderma reesia (EP
244,234); Neurospora crassa [Case, et al., Proc. Natl. Acad
Sci. USA 76(10): 5259-63 (1979)]; Schwanniomyces Jjako je
-Schwanniomyces occidentulis (EP 394 538 publikovano 31. ¥ijna
1990) a vlaknité houby jako Jjsou nap¥. Neurospora,
Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 publikovano 10. ledna
1991) a Aspergillus hostitel Jjako je A. nidulans [Ballance et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 112(1): 284-9 (1983)];
Tilburn, et al., Gen 26(2-3): 205-21 (1983); Melton, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81(5): 1470-4 (1984)] a A. niger
[Kelly and Hynes, EMBO J. 4(2): 475-9 (1985)]. Methylotropni
kvasinky Jjsou zvoleny mezi druhy, mezi které pat¥i Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis a

Rhodotoruia. Seznam specifickych druht, ktery je prikladem

LX X2 ]
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této t¥idy kvasinek 1lze nalézt v publikaci C. Antony, The
Biochemistry of Methylotrophs 269 (1982) .

Vhodné hostitelské buiky pro expresi fuzovanych proteint
podle wvynadlezu Jjsou odvozeny od vicebunédnych organismi.
Priklady buiiky bezobratlych (invertebrata) jsou builky hmyzu,
jako Jje Drosophila S2 a Spodoptera Sp, Spodoptera highj,
stejneé Jjako rostlinné Duiiky. Pfiklady vhodnych savéich
hostitelskych buné&énych linii jsou vajeCniky c&inského k¥elka
(CHO) a COSs buiiky. Konkrétn&jsimi pfiklady Jjsou linie CVl z
opi¢ich 1ledvin, transformovanid SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651);
linie z ledvin lidskych embryi [293 nebo 293 bunky subklonané
pro rlst suspenzni kultufe, Graham, et al., J. Gen Virol.,
36(1): 59-74 (1977)]1; buiiky vajedniku &inského kiedka/-DHFR
[CHO, Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7):
4216-20 (1980)1; buiiky my3i (sertoli) [TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23(1):243-52 (1980)]; lidské plicni bufiky (W138. ATCC
CCL 75); 1lidské jaterni butiky (Hep G2, HB 8065) a tumor mysSi
prsni Zlazy (MMT 060562, ATCC CCL51). Domnivame se, Ze vybér

vhodné hostitelské buifiky je pro odbornika v oboru snadny.

Fazovany protein podle vyndlezu mtfe byt rekombinad&né
vyroben primo nebo jako protein, ktery méa signdlni sekvenci
nebo jiné dalsi sekvence, které tvori specifické 3tépné
misto na N-zakon&eni zralého fuzniho proteinu. Obecn& mlZe
byt signdlni sekvence sloZkou vektoru nebo mije byt Casti DNA
kébdujici fuzovany protein, ktera je zavedena do vektoru.
Signalni sekvence miZe byt prokaryotickou signdlni sekvenci
vybranou naptiklad =ze skupiny, do které patfi alkalicka
fosfatéaza, penicillinéza, lpp nebo tepelné stabilni
enterotoxinové II zavadéfe. Pro vyludovani kvasinek miZe byt
signédlni sekvenci nap¥. zavadd® kvasinkové invertédzy, zavad&d
alfa faktoru (v&etné& zavadécl Saccharomyces a Kluyveromyces

~

cc-faktoru, pficem? druhy je popsén v US Patentu &. 5 010 182)
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nebo  zavad&E kyselé fosfatéazy, zavadéC glukoamylazy C.
albicans (EP 362,179) nebo signé&l, popsany v publikaci WO
90/13 646. PFi expresi sav&ich bunék mohou byt pouZity pro
kontrolu vyluCovadni proteinu savéi signélni sekvence, jako
jsou - sign&lni sekvence z vyluCovanych polypeptida stejnych

nebo p¥ibuznych druhli, stejn& jako vyluCovaci zavadé&&e virn.

Expresni i klonovaci vektory obsahuji sekvenci nukleové
kyselina, kterd umoZiiuje, aby se vektor replikoval v jedné
nebo vice vybranych hostitelskych bufikdch. Takové sekvence
jsoz dobre znadmy pro rf@izné bakterie, kvasinky a wviry. Pro
vét3inu Gram-negativnich bakterii je vhodny pGvod replikace z
plasmidu pBR322, ptvod z plasmid 2u je vhodhy pro kvasinky a
klonujici vektory v sav@ich bufikdch e vhodny ptvod z r@znych

virth (SV40, polyoma, adenovirus, VSV nebo BPV).

Expresni a klonovaci vektory obvykle obsahuji seleké&ni
gen, rovneéZ oznaCovany Jjako volitelny marker. Obvyklé
selekéni geny kéduji proteiny, které (a) davaji rezistenci
antibiotiklm nebo Jjinym toxintm, nap¥. ampicilinu, neomycinu,
methotrexatu nebo tetracyklingz, (b) dopliiuji autotrofni
nedostatky nebo (c) dodavaji kritické Ziviny, kter= nejsou
dostupné v komplexnim médiu napt. gen koédujici D-alanin

racemazu pro Bacilli.

Pfikladem vhodnych volitelnych markert pro savei bunky
Jjsou ty, které jsou schopné rozpoznat buniky zplsobilé prevzit
nukleovou kyselinu kédujici fuzovany protein, jako Jje as DHFR
nebo thymidinkindza. Pokud je pouZit divoky typ DHFR, IJe
vhodnou hostitelskou bufikou bun&&na linié CHO s nedostatednou
aktivitou DHFR, vyrobend a Zifend, jak je popséno [Urlaub and
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77(7): 4216-20 (1980)1. A

Vhodnym selekénim genem pro pouZiti v kvasinkach je trpl gen
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pEitomny v kvasinkovém plasmidu YRp7 [Stinéhcomb, et al
Nature 282(5734): 39-43 (1979); Kingsman, et al., Gen ,
7 (2) ¢ 141-52 (1979) ; Tschumper, et al. , Gen 10 (2) : 157~

7

66 (1980)]. Tento trpl gen uskuteciiuje selekéni marker pro a
mutovany kmen kvasinek, u kterych chybi schopnost rlstu v
tryptofanu, nap¥iklad, ATCC No. 44076 nebo PEPC1 [Jones,
Gentics 85: 23-33 (1977)].

Expresni a klonujici vektory obvykle obsahuji promotor
operabilné napojeny sekvenci nukleové kyseliny kédujici
fuzovany protein, aby ¥idila syntézu mRNA. Promotory
rozpoznané Yadou potencidlné hostitelskych bund&k 3Jsou dobfe
znamy. Mezl promotory vhodné pro pouZiti s prokaryotickymi
hostiteli pat¥i B-laktamiza a laktozové promotorové systémy
[Chang, et al., Nature 275 (5681) : 617-24 (1978); Goeddel, et
al.-, Nature 281 (5732) 544-8 (1979)1, alkalickd fosfataza a
tryptofan (up) promotorovy systém [Goeddel, Nukleic Acids Res.
8(18): 4057-74 (1980); EP 36,776 publikovany 30. z&Fi 1981]1, a
hybridni promotory, jako je tento promotor [deBoer, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1) : 21-5 (1983)]. Promotory
pro pouZiti v bakteridlnich systémech také obsahuji sekvenci
Shine-Dalgarno (S. D.) operabiln& navédzanou na DNA kédujici

fhzovany protein.

Mezi priklady vhodnych promotorovych sekvenci pro
pouziti s kvasinkovymi hostiteli pat#i 3-fosfoglyceratkinaza
[Hitzeman, et al, , J. Biol. Chem. 255 (24) : 12073-80 (1980)]
nebo jiné glykolytické enzymy [Hess et al., J. Adv. Enzyme
Reg. 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry 17(23): 49007

(1978) 1, jako Jsou enolaza, glyceraldehyde-3-
fosfatdehydrogenéaza, hexokinéaza, pyruvatedekarboxyléza,
fosfofruktokinéza, glukosa~-6-fosfat isomeréza, 3-
fosfoglyceratmutéiza, pyruvatkinaza, triosefosfdtisomeréza,

fosfoglukosoisomerdza a glukokinéza.
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Jiné kvasinkové promotory, které Jsou indukujicimi
promotory, které maji dalsi vyhody spocCivajici v

transkripcéné fizen?ch rustovych podminkéach, jsou promotorovymi
regiony pro alkoholdehydrogendzu 2, isocytochrom C, kyselou
fosfatazu, degradativni enzymy spojené metabolismem dusiku,
metallothionein, glyceraldehyd-3-fosfidtdehydrogenazou a enzymy
zodpovédnymi za vyuZiti maltézy a galaktdzy. Vhodné vektory
a promotory pouZitelné pro expresi kvasinek jsou dé&le popséany
v EP 73 657. Transkripce mRNA kédujici fuzovany. protein z
vektori v sav&ich hostitelskych bufikdch mtZe byt *fizena
napfiklad promotory, ziskanymi z genomd wvirt, jako jsou virus
polyomu, fowlpox virus, adenovirus (jako je Adenovirus 2),
virus hovéziho papilomu, virus ptaciho sarkomu,
cytomegalovirus a retrovirus, virus hepatitis-B a Virus Simian
40 (Sv40), =z heterolognich sav&ich promotora napf. aktinovy
promotor nebo imunoglobulinovy promotor a promotory vzniklé
tepelnym Sokem, za podminky, Ze takové promotory Jjsou

kompatibilni se systémem hostitelské bunky.

Transkripce polynukleotidu, kédujiciho flzovany protein
vysSimi eukaryoty, mlZe byt zvySena vloZenim zesilovaci
sekvence do vektoru. Zesilovale jsou elementy DNA ptsobici
cis mechanismem, obvykle od 10 do 300 bp, které plsobi na
promotor tak, Ze zvySuji jeho transkripci. Ze sav&ich genu Je
znamo mnoho zesilovacich sekvenci (globin,
elastaza, albumin, a-ketoprotein a insulin). Obvykle se v
tomto pripadé pouZije zesilova& =z eukaryotickych buné&k viru.
Mezi priklady pat#i zesilovad SV40 na poslednim replika&nim
misté (bp 100-270), rany promotor zesilovad cytomegaloviru,
zesilova® polyomu na poslednim replika®nim mistd a zesilovad
adenoviru. Zesiloval m@Ze byt zapojen vektor v pozici 5' nebo
3" kbédovaci sekvence fuzniho proteinu, ale je vyhodn& umistén

na misté& 5' od promotoru.
v
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Expresni vektory pouZivané eukaryotickych hostitelskych
butikdch (kvasinky, houby, hmyz, rostliny, zvifata, &lovék nebo
buriky s jadrem 2z Jinych mnohobunéénych organism) také
obsahuji sekvence nutné pro ukonéeni transkripce a pro
stabilizaci mRNA. Takové sekvence are jsou vSeobecn& dostupné
z 5' a pripadné 3' netranslantovanych regionl eukaryot nebo
DNA nebo CDNA vird. Tyto regiony obsahuji nukleotidové
segmenty transkribované jako polyadenylované fragmenty v

netranslatovaném podilu mRNA kédujici flizovany protein.

Ruzné formy fuzovanych proteini mohou byt ziskany =z
kultiva&niho média nebo lyzatd hostitelskych buné&k. Pokud josu
vazany na membrénu, mohou z ni byt uvolnény s pouZitim
vhodného roztoku detergentu (nap¥. Triton-X 100) nebo
enzymatickym S$tépenim. Builky vyuZivané p¥i expresi fuzniho
proteinu mohou byt poruéeﬁy riznymi fyzikdlnim nebo
chemickymi prostredky, Jjako je cyklus zmrazovani a
rozmrazovani, plsobeni ultrazvuku, mechanické rozruZeni nebo

¢inidla pro lyzi bunék.

Cisténi heterolognich fuzovanych proteint podle vynélezu:

Jakmile jsou heterologni fuzni proteiny podle vynalezu
exprimovany v odpovidajici Thostitelské buiice, je moZné
izolovat a <&istit analogy. Vhodnymi &isticimi procedurami
jsou: frakcionace na karboxymethylcelulbze; gelova filtrace,
napfiklad na Sephadexu G-75; vymé&na na aniontové pryskytici,
napfiklad na DEAF nebo Mono-Q; kationtova vyména napfiklad
na CM nebo Mono-S; protein A sefardza pro odstranéni
kontaminantli, nap¥iklad IgG; kovové chelatadni kolony, které
vazZou epitopem =znacfené formy polypeptidu; HPLC s reverzni
fazi; chromatofokusing; silikagel; sréZeni etanolem a srazZeni

siranem amonnym.
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Pro Cisténi proteinl miZe byt pouZita Ffada zplsobl a tyto
metody Jjsou zhémy v oboru a Jsou popsany napfiklad v
Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-9 (1990) a Scopes,
Protein - Purification: Principles and Practice, Springer-
Verlag, NY (1982). Vybrany(é) <&istici krok(y) zavisi na na
povaze vybraného zpusobu vyroby a konkrétnim vyrdbé&ném flznim
proteinu. Nap¥iklad, fuzni proteiny obsahujici Fc fragment
mohou byt ucinné &istény s pouZitim matrice afinity Protein A
nebo Protein G. Pro vymyti fuzniho proteinu =z afinitni
matrice lze pouZit pufry pro nizké nebo vysoké pH. Mirné
elud¢ni podminky napoméahaji predchédzeni nevratné denaturace
fizniho proteinu. RovnéZ mohou byt pouZity pufry obsahuijici
imidazol. PF¥iklad 3 popisuje nékteré uUspé&3né protokoly, pfFi

kterych se Cisti fuzni proteiny podle vynéalezu.

Charakterizace heterolognich fuzovanych proteint podle

vynalezu:

Pro charakterizaci fuzovanych proteinll podle wvynédlezu
existuje Ffada zpﬁsobﬁ. Mezi tyto zplsoby pat¥i: SDS-PAGE
spojend s metodami barveni proteinu nebo imunobloting s
pouZitim anti-IgG nebo anti-HSA protiladtky. Jiné zplsoby
zahrnuji matrici asistovand laserova desorpce/ionizadni
hmotnostni spektrometrie (MALDI-MS), kapalinové
chromatografie/hmotnostni spektrometrie, isoelektrické
zesilovani, analytickd vyména aniont®, chromatofokusing a
cirkuldrni dichroismum, pokud se maji vyjmenovat alespoil
nékolik mé&lo hlavnich zplsobi@. Reprezentativni mnoZstvi
heterolognich flzovanych proteintt bylo charakterizovano s
pouZitim metody SDS-PAGE spojené s imunoblotingem, stejné
jako hmotnostni spektrometrii (viz p¥iklady 4 a 5 a obr. 3 a

4).
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Napfiklad tab. 3 (viz p#¥iklad 5) ilustruje vypoclet
molekuldrni hmotnosti reprezentativniho pod&tu fizovanych
proteini a stejné& tak hmotnost stanovenou hmotnostni
spektrometrii. Krom& toho obr. 3 a 4 ilustruji molekulérni
hmotnosti reprezentativniho po&tu fuzovanych proteinti, jak
byly stanoveny testem SDS PAGE. VS8echny zkou3ené heterologni
fuzni proteiny byly okamZité& exprimovany a vyluCovany. Aby
byly ziskény proteiny s presnym N-zakonenim, byla 35tépena

signélni sekvence Igx

Dale tabulka 3 ilustruje, Ze v nékterych pfipadech je
hmotnost stanovend hmotnostni spektrometrii  v&tsi, nez
oCekavana. To Jje dusledkem glykosylace Fc &Easti a
prodlouZeni C-zakonceni. Enzymaticka digesce flzovanych
proteinli nésledovand HPLC s reverzni fazi a hmotnostni
spektrometrii mtZe identifikovat peptidové frakce, které
obsahuji sacharidové skupiny. Tyto frakce pak mohou byt
sekvencovany na N-koncové aminokyselinovy, aby se
identifikovalo potencidlni glykosyla¢ni misto. Nap¥iklad,
charakterizace Exendinu-4-Fc (SEQ ID NO: 29) ukazuje, Ze

serin v pozici 39 a threonin v pozici 50 ma glykosylovanou O~

vazbu a asparagin v pozici 122 méa glykosylovanou N-vazbu.

Reprezentativni podet GLP-1 fuzovanych protein@ byl také
zkouSen an aktivitu. Pro detekci GLP-1 aktivity in vitro a in
vivo existuje Fada metod (viz p¥iklady 6, 7, 8 a 9). Tabulka 4
(p¥iklad 6) ilustruje aktivitu GLP-1 receptoru spojeny s
nékolika  GLP-1 fuzemi. Cisla jsou vyjad¥ena relativné vici
aktivité, spojené s Val®-GLP-1(7-37)0H. VZechny testované
fuzni proteiny mé&ly aktivitu GLP-1 receptoru. Nizkad hodnota
aktivity in vitro neni nutné& indikaci pro slaby efekt in vivo.
Vzhledem k vyraznému zvydeni poloCasu Zivota u té&chto
flzovanych proteint, neznamend mald aktivita in vitro obecné

predpovéd malé u&innosti in vivo. Cbrazek 7 a priklad 7
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ilustruji prodlouZeny polodas Zivota, spojeny s fuzovanymi
proteiny podle vyndlezu. Nap¥iklad, Val®-GLP~1-Fc ma rolocas
Zivota u opic p¥ibliZn& 45 hodin, Val®-GLP-1-HSA ma polocdas
Zivota u opic p#ibliZné& 87

hodin( GlyB—Glun-GLP—1—CEx~Linker—IgGl ma polocas Zivota po IV
podavani  u pst p¥ibliZné& 55 hodin a Gly®-Glu?’*-GLP-1-CEx-
Linker-IgGl m& poloas Zivota po SC podavani u pst p¥ibliZné&

38 hodin.

SloZeni vynalezu:

Podstatnym znakem lééivYéh proteinovych formulaci je také
fyzikalni stabilita. GLP-1 sloudeniny je téZké vyrobit a
formulovat v disledku strukturalnich zmé&n, které se objevuiji v
prubéhu vyroby. Napfiklad nékteré GLP-1 sloueniny maji
obecné sklon ke shlukovéni. Navic bylo ukdzéno, e nékteré
GLP-1 slouCeniny konvertuji =z rozpustné a U&inné o-helixové
formy na nerozpustnou potenciidlné neudinnou B-vrstvovou. Faze

GLP-1 sloulenin na velké proteiny jako je Fc region IgG nebo

albuminu nepfispivd jen 2z prodlouZeni poloZasu Zivota GLP-1

slouCeniny, ale také pFrispiva %k fyzikadlni a konformadni
stabilité GLP-1 slouceniny. Nap¥iklad, Val®-GLP-1-Linker-HSA v
PBS je stabilni p¥i 37°C po dobu p¥ibli?n& 30 dnu.

Heterologni fdzni proteiny podle wvynalezu mohou byt
formulovany s jednim nebo vice p¥isadami. U&inné fazni
proteiny podle vynédlezu mohou byt kombinovany s farmaceuticky
prijatelnym pufrem a pH upravenym na takovou hodnotu, ktera
zajisti prijatelnou stabilitu a pH pfijatelné pro podavani,

jako je parenteradlni podavani.

Pfipadné miZe byt pfidan jeden nebo vice farmaéeuticky—
prijatelny antimikrobidlni prostredek. Vyhodnymi

farmaceuticky-pfijatelnymi mikrobidlnimi prostfedky jsou meta-
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kresol a fenol. Pro upraveni iontové sily a tonicity mlZe byt
pfidana jedna nebo vice farmaceuticky-pfijatelnych soli. Pro
dalsi Upravu isotonicity formulace miZe byt pridana jedna nebo
vice prisad. Pfikladem pfisady, kterad upravuje isotonicitu Jje
glycerin Farmaceuticky pfijatelné znamena, Ze tento
prostfedek je vhodny pro podavéni lidem nebo jinym Zivod&ichim
a tak neobsahuje toxické prvky nebo nefadouci kontaminanty a

nerusil v nich U¢innost aktivnich slou&enin.

V tomto vyndlezu se d& pouZit farmaceuticky-p¥ijatelna
solna forma heterolognich fuzovanych proteinn podle vynélezu.
Béihé pouZivanymi kyselinami pro vyrobu adi&nich soli s
kyselinami Jjsou anorganické kyseliny, jako Jje kyselina
chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina Jjodovodikova,
kyselina sirové, kyselina fosfore&nd a podobng, a organické
kyseliny, Jako je p-toluensulfonovd kyselina, methansulfonova
kyselina, kyselina S3tavelova, p-bromfenyl-sulfonova kyselina,
kyselina wuhlic&itd, kyselina jantarova, kyselina citronova,
kyselina benzoovd, kyselina octova a podobné. Vyhodné adiéni
soli s kyselinami Jjsou ty, kterou tvo¥i mineralni kyseliny

jako je kyselina chlorovodikova a bromovodikova.

Mezi adi¢ni soli s bézemi pat¥i ty, které jsou odvozeny
od anorganickych =z&sad, jako Jje hydroxidy, uhlic¢itany,
hydrogenuhli¢itany amonné, alkalické nebo kova alkalickych
zemin a podobné&. Zasady pouZivané pro vyrobu soli podle
vynalezu zahrnuji hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid

amonny, uhliditan draselny a podobné

Podavani kompozic:

Podavani miZe uskuteénéno jakoukoliv cestou, o ni?¥ je
lékaftm znamo, Ze je Ulinnad. Metody podavani mohou byt vnéjsi

a vnit¥ni. Parenterdlnim podavénim se obecn& v lékafFské
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literatufe rozumi injekce davky do té&la sterilni st#ikadkou

nebo Jjinym mechanickym zaFizenim, Jjako Je infusni pumpa.

Periferni parenterdlni cesty zahrnuji intravenézni,
intramuskulérni, subkuténni a intraperitonealni cesty
podavani.

Heterologni fuzni proteiny podle vyndlezu mohou byt
rovné&€Z podavany ordlné&, rektaln&, nasalné, nizdimi dychacimi
cestami, coZ jsou neparenterdlni cesty. Mezi témito
neparenteralnimi cestami jsou vyhodnd cesta pfes ni¥%i dychaci

cesty a oralné.

Fauzni proteiny podle vyndlezu mohou byt pouZity pro
léceni Fady nemoci a stavll. Fazni proteiny podle vynalezu
primarné projevuji svij biologicky u&inek plisobenim na
receptor, o kterém se zde mluvi jako o "GLP-1 receptoru”.
Subjekty s nemocemi a/nebo stavy pak odpovidaji na stimulaci
GLP-1 receptoru nebo na podavani GLP-1 sloueniny p¥iznivé a

mohou tak byt léCeny pomoci GLP-1 fdzovanych proteint podle

vynalezu.
O téchto subjektech se hovofi Jjako o téch, které
"potFebuiji léceni GLP-1 slouCeninami™ nebo "potfebuji

stimulaci GLP-1 receptoru". Mezi tyto subjekty pat#i subjekty
s diabetem, ktery nevyZaduje lécCeni insulinem, diabetes, ktery
vyZaduje 1léCeni insulinem (viz WO 00/16797), infarkt myokardu
(viz WO 98/08531), obezita (viz WO 8/19698), katabolické zmény
po chirurgickém zésahu (vize US. Patent &. 6 006 753), funk&ni
dyspepsie a syndrom drdZdivého tra&niku (viz WO 99/64060) .
Mezi subjekty rovné&Z pat¥i ty, které potfebuji profylaktické
léceni GLP-1 sloucdeninami, napf. subjekty, u nichZi Jje
nebezpecl, Ze se u nich vyvine diabetes nezavisly na insulinu
(viz WO 00/07617). Mezi subjekty, u kterych dje riziko

rozvinuti diabetu nezavislého na insulinu pat#i subjekty s
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poruSenou toleranci glukdézy nebo s poruchou glykénie,
subjekty, jejichZ télesnd hmotnost Jje o pfibliZné 25 % nad
normalni télesnou hmotnosti, odpovidajici vySce a télesné
stavbé subjektu, déle subjekty &é&steénou pankreatektomii,
subjekty, u nichZ Jeden nebo oba rodice mé&li diabetes
nezavisly na insulinu, subjekty s téhotenskym diabetem a

subjekty s akutni nebo chronickou pankreatitidou.

"U&inné mnoZstvi" GLP-1 slouleniny Jje mnoZstvi, které
m& za nasledek poZadovany 1lélebny a/nebo profylakticky
u¢inek, aniZ by =zpusobil neZadouci vedlej3i U&inky p¥i
podavani subjektu, ktery potfebuje stimulaci GLP-1 receptoru.
"PoZadovany terapeuticky ucinek" pfedstavuje jeden nebo vice
nasledujicich déju 1) =zlepSeni p¥iznak® spojenych s nemoci
nebo stavem, 2) odloZeni ndbé&hu p¥fiznakll spojenych s nemoci
nebo stavem; 3) prodlouZeni délky Zivota porovnand se stavem,
kdy se neléci; a 4) vy33i kvalita Zivota porovnand se staven,
kdy se neléci. Napfiklad "u¢inné mnoZstvi" GLP-1 slouleniny
pro léceni diabetu je mnoZstvi, které miZe mit za nésledek
lepsi fizeni koncentrace krevni glukédzy, neZ kdyZ se nelédi, v
disledku cehoZ dojde k opoZdénému nastupu komplikaci diabetu,
jako je retinopatie, neuropatie nebo nemoci ledvin. "U&inné
mnozstvi" GLP-1 sloucenina pro prevenci diabetu je mnoZstvi,
které zpomall v porovnédni se situaci, kdy se nelédi, néastup
vySsich hladin krevni glukdzy, které vyZaduji lé&eni pomoci
anti-hypoglykemickych  1éciv, Jjako jsou sulfonylmooviny,

thiazolidindiony, insulin a/nebo bisguanidiny.

Davka fuzniho proteinu, kterd Jje dostatelnd pro
normalizaci hladiny glukdzy, =zavisi na mnoha faktorech, mezi
néZz patfi, aniZ by na né byly omezeny, pohlavi subjektu, vahu
a vék, zavaZnost neschopnosti regulovat krevni glukézu, zpfisob
podavani a biologickd dostupnost, farmakokineticky profil

fuzniho proteinu, uU¢innost a formulace.




seonese
[ XX 2]
20900
*
L ]
eoeos
(XXX ]

L]
s oo e eeece (X ]

69 .

Tento wvynédlez zahrnuje GLP-1 sloueniny, které maji
zlepSené biochemické a biofyzikdlni vlastnosti diky tomu, Ze
jsou fuzovany na albuminovy proteiﬁ, albuminovy fragment,
albuminovy analog, Fc protein, Fc fragment, nebo Fc analog.
Tyto heterologni proteiny mohou byt uUsp&3né exprimovany v
hostitelské bunice, pfiCemZ zachovavaiji signdlni aktivitu
spojenou s aktivaci GLP-1 receptoru a maji prodlouZeny pololas

Zivota.

Nasledujici pfiklady jsou uvadény za tim ulelem, aby byl
popsan tento vyndlez. Rozsah tohoto vynadlezu se neomezuje na
tyto pfiklady. Odbornik v oboru rozpoznat, Ze konkrétni
popsané reakéni ¢inidla, za¥izeni a postupy jsou pouze
ilustrativni a nejsou minény tak, Ze by mély omezovat v

néjakém sméru rozsah vyndlezu jakymkoliv zptsobem.

Priklad 1: Konstrukce DNA kédujici heterologni  fuzni

proteiny

Priklad la Konstrukce DNA kédujici val®-GLP-1(7-37)Fc:

Podil Fc lidského IgGl byl izolovan z knihovny cDNA a
obsahoval plny pantovy region a CH2 a CH3 domény. Fragment
obsahujici 696 parovych bézi tohoto Fc podilu lidského IgGl
byl subklonovan do mist Nhel a Eco47III sav&iho expresniho
vektoru pJdB02, aby se vytvoril pJB02/Fc (viz Obr. 5). DNA
kédujici IgK sekreéni signadlni sekvenci fuzovanou na Val®-GLpP-
1(7-37) byla vytvoZXena in vitro hybridizaci &tyt

ptesahujicich a komplementdrnich oligonukleotida:

5'-CTAGCCACCAT~GAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTT
CCAGGTTCCACTGGTGACCAGTG - 3' [SEQ ID NO:12]

oo
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5'~ GAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGCGAGGGCCAGGCCGCCAAGGA
GTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGAAGAGGC - 3' [SEQ ID NO:13]

5"~ TGAAGGTGCCCTCCACGTGGTCACCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTA
CCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTGG ~ 3' [SEQ ID NO:14]

5'- GCCTCTTCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCCTGGCCCTCCAGA
TAGGAGGACACGTCGGAGG - 3' [SEQ ID NO:15]

Hybridizacni reakce byla provadéna 5 pouzZitim
ekvivalentnich mnoZstvi kaZdého oligonukleotidu (1  pm/nl
konecéné koncentrace kazdého cligonukleotidu). Smés
oligonukleotid byla zah¥ivdna 5 min p#i 100°C v

prodluZovacim pufru (50 mmolol Tris-HCl, pH 7,5, 10 mmol MgC1l?
10 mmol DTT, 1 mmol ATP, 25 pg/ml albumin hov&ziho séra) a

potom chlazen po dobu nejméné& 2 hodin na 30 °C.

Vysledny hybridiza&ni produkt byl ligovan po dobu 2 hodin ‘
pfi pokojové teploté nebo pfes noc p¥i 16°C to the pJB02/Fc
hlavni Feté&zec vektoru, ktery byl digestovan pomoci Nhel a
Ecod47III. Produkty ligace byly pak pouZity, aby se
transformovaly p¥risluiné XL-1 modré buliky (Stratagen). Uv
rekombinantnich plasmidd byl digestovanim klont pomoci Ncol
(k6dujici  sekvence Kozak a prvni Met signélniho peptidu) a
sekvencovanim provadén screening na pfitomnost peptidu
kédujiciho inserty. Vysledny expresni plasmid, pouZity pro

transfekéni testy byl oznalen pJB02-V8-GLP-1-Fc (Cbr. 5).
Priklad 1lb Konstrukce DNA kédujici val®~GLP-1(7-37)HSA:

Plasmid HSA/pcDNA3.1GS byl ziskan od Invitrogen (Catalog
# H-M12523M-pcDNA3.1/GS) a pouZit jako Sablona pro izolaci
cDNA kédujici albumin lidského séra (HSA). HSA cDNA byl
pfipraven s pouZitim PCR, kde byly =z konce S5'odstranény DNA
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kédujici hlavni sekvenci, stejn& jako pro-peptid se Zesti
aminokyselinami. Navic byly p¥idany stop kodony p¥fimo na konec
3' HSA kédovaci sekvence. Nakonec bylé. na koncich 5' a 3!
vytvorena mista restriké&nich enzymi, aby se docililo
klonovadni. DNA sekvence HSA pritomnd v plivodnim vektor,
ziskaném od firmy Invitrogen, obsahovala samostatnou bazi
zménénou Vv regionu 3' genu (pozice 667), ve srovnadni s nativni
lidskou sekvenci. Tato zm&na mé& za nasledek vznik kodonu pro
Asn namisto Asp. Tedy, pouZitim kmene pfesahujiciho PCR shora
diskutované mutagenni metody, kodon byl =zam&nén tak, aby
kbébdoval Asp na této pozici. Vysledny HSA kédujici DNA byl
klonovan na Nhel a HindIII mista pJBOZ,_aby vznikl pJBO2-HSA
(Obr. 6).

Hlavni sekvence Igx fuzovanad na Val®-GLP-1(7-37) sekvenci
byla vytvofena jak bylo uvedeno v P¥ikladu la. Tato DNA byla
ligovana na Nhel a Fspl mista pJB02-HSA, aby wvznikl pJIB02-
Val®-GLP-1-HSA.

Priklad lc Konstrukce DNA kédujici Val®-GLP-1(7-37)
linker-HSA:

Vektor pJB02-HSA byl pfipraven jak bylo uvedeno v
Prikladu 1b. DNA kédujici linkerovou  sekvenci [GGGGS]3 byla
ligovédna v ramci na 5' konec HSA kédujici DNA, aby wvznikl
pdB02-linker-HSA (Obr. 7). DNA kédujici hlavni sekvenci Ig>c a
fizovand na sekvenci Val®~-GLP-1(7-37) a 5' &4ast linkerové
sekvence byla vytvofena, jak bylo uvedeno v P¥ikladu la. Tato
DNA byla ligovana na Nhel a BspEI mista pJB02, aby wvznikl
pPJB02- Val8-GLP-1-linker-HSA.

Pfiklad 1d Konstrukce DNA kédujici Exendin-4-Fc:

Plasmid pJB02/Fc byl p¥ipraven, 3jak Jje popséano v
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Pfikladu la. DNA kédujici Igx signédlni sekvenci, fuzovanou na
Exending-4, Dbyla vytvofena in vitro hybridizaci nasledujicich

presahujicich a komplementarnich oligonukleotida:

5" - CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTG
GGTTCCAGGTTCCACCGGTCAC - 3' [SEQ ID NO:16]
5r - GGAGAGGGAACCTTCACCAGCGACCTGAGCAAGCAGATGGAGGAGGAGGCCGT

GAGACTG - 3' [SEQ ID NO:17]

5' - TTCATCGAGTGGCTGAAGAACGGAGGACCAAGCAGCGGAGCCCCTCCTCCT
AGC - 3' [SEQ ID NO:18]

5" - GAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACCCATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCA
TGGTGG - 3" [SEQ ID NO:19]

5' - CTCCTCCTCCATCTGCTTGCTCAGGTCGCTGGTGAAGGTTCCCTCTCCGTGA
CCGGTG - 3'" [SEQ ID NO:20]

5" ~ GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTTGGTCCTCCGTTCTTCAGCCACTCGAT
GAACAGTCTCACGGC - 3' [SEQ ID NO:21]

Hybridiza&ni reakce byla provadéna, jak Je popsano v
Pfikladu la. Hybridizovany produkt byl ligovan na pJBO2
vektor, ktery byl digestovan pomoci Nhel a Ecod47I11, jak Jje
popsano v Prikladu la, aby vznikl pJB02-Exendin-4-Fc.

Priklad le Konstrukce DNA kbédujici Exendin-4-HSA:

Plasmid pJBO02-HSA byl pfipraven, jak Jje popsano v
Prikladu 1lb. DNA kédujici Igx signalni sekvenci, fuzovanou na
Exending-4, byla vytvofena in vitro hybridizaci stejnych
pfresahujicich a komplementérnich oligonukleotidu, jako jsou

popsany v Prikladu 1d. Hybridizadni reakce byly rovnéz
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provadény, Jjak Jje popsano shora. DNA byla klonovana na
unikatni Nhel a Fspl mista v PJBO2-HSA, aby wvznikl PJB02-
Exendin-4HSA.

Pfiklad 1f Konstrukce DNA kédujici Exendin-4-linker-HSA:

Plasmid pJB02-linker-HSA byl konstruovan, jak Je popséano
v Prikladu lc. DNA kédujici Igx signédlni sekvenci, fuzovanou
na Exendin-4 a 5' @&st linkerové sekvence, byla vytvofena
jako v P¥ikladu 1d. Tato DNA byla klonovadna na unikatni Nhel
a BspEI mista v pJIB02-linker-HSA, aby vznikl pJBO02-Exendin-4-
linker-HSA.

Pfiklad lg Konstrukce DNA kédujici ValB-GLP-1/C-Ex-Fc:

Plasmid pJB02-Exendin-4-Fc byl pripraven, jak je Popsano
v Prikladu 1ld. Exendin-4 kbébdujici DNA byl odstranén z vektoru
pomoci Agel a Eco471II. Val8-GLP-1/C-Ex kédujici DNA byla
vytvofena in vitro hybridizaci nasledujicich presahujicich a

komplementdrnich oligonukleotidi:

5! —CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA - 3' [SEQ TD NO:22]

5' ~ AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGEGCAGCAGCGES
AGCCCCTCCTCCTAGC - 3' [SEQ ID NO: 23]

5" -~ CTCCAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCTCCAC
GTGA - 3" [SEQ ID NO:24]

5" - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTTGGCGGCCTGGCC - 3' [SEQ ID NO:25]
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Hybridizaéni reakce byla provadéna, jak je popsano v
Pfikladu 1la. Hybridizovany produkt byl ligovan na 'misté
Exendinu-4 v pJBOZ—Exendin—4-Fc expresnim vektoru, aby wvznikl

pJB02-Val®-GLP-1/C~Ex-Fc.
Priklad lh Konstrukce DNA kédujici Val®-Glu22-GLP-1-Fc:

Plasmid pJB02-Exendin-4~Fc byl pripraven, Jjak je popsano
v Prikladu 1d. Exendin-4 kédujici DNA byla odstran&na z
vektoru pomoci Agel a Eco47III. Val®-Glu22-GLP-1 kédujici DNA
byla vytvofena in vitro hybridizaci nasledujicich

presahujicich a komplementérnich oligonukleotidna:

5" ~CCGGTCACGTGGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGA
GGAGCAGGCCGCCA - 3' [SEQ ID NO:26]

5' - AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGC - 3! [SEQ ID NOQ:27]

5' = GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGCC
TGCTC - 3' [SEQ ID NO:28]

5" ~ CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCCT
CCACGTGA - 3' [SEQ ID NO:29]

Hybridiza&ni reakce byla provadé&na, jak je popséno v
P¥ikladu la. Hybridizovany produkt byl ligovadn v misteé
Exendin-4 v pJB02~Exendin-4-Fc expresniho vektoru, aby wvznikl

pJB02-Val®-Glu®’~-GLP-1-Fc.
Pfiklad 1i Konstrukce DNA kédujici Val®-Glu?*~-GLP-1/CEx—Fc:

Plasmid pJB02-Exendin-4-Fc byl pfipraven, Jjak je
popsano v PEikladu ld. Exendin-4 kédujici DNA byla
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vyseknuta z vektor pomoci Agel a Eco47III. Vale—Glu”—GLP—l/C—
Ex kéduijici DNA byla vytvoF¥ena in wvitro hybridizaci
nadsledujicich pfesahujicich a komplementéarnich

oligonukleotidh:

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

5" - AGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGGCAGCAGCGGA
GCCCCTCCTCCTAGC - 3' [SEQ ID NO:31]

5' = CTCGAGATAGGAGGACACGTCGGAGGTGAAGGTGCCC
TCCACGTGA - 3' [SEQ ID NO:32]

5' - GCTAGGAGGAGGGGCTCCGCTGCTGCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGA
TGAATTCCTTGGCGGCCTGCTC - 3' [SEQ ID NO:33]

Hybridiza&ni reakce byla provadéna, jak Je popséno v
Prikladu la. Hybridizovany produkt byl ligovdn v misté
Exendinu-4 v pJB02-Exendin-4-Fc expresnim vektoru, aby vznikl

pJB02-Val®-Glu?’-GLP-1/C-Ex-Fc.
Priklad 1j: Konstrukce DNA kédujici Gly®-GAP-1-Fc:

Plasmid pJB02-Exendin-4-Fc byl pfipraven, jak je popsano
v Prikladu 1d. Exendin-4 kébdujici DNA byla odstranéna =z
vektoru pomoci Agel a Eco47III. Gly’-GLP-1 kédujici DNA byla
vytvofena in vitro hybridizaci nasledujicich a presahujicich a

komplementdrnich oligonukleotidi:

5" - CCGGTCACGGCGAGGGCACCTTCACTAGTGACGTGTCCTCCTATCTGGA
GGGCCAGGCCGCCA ~ 3' [SEQ ID NO:34)

5' - AGGAGTTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCCGGGEGE ~ 3! [SEQ ID NO:35]
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5' - CTCCAGATAGGAGGACACGTCACTAGTGAAGGTGCCCTC
GCCGTGA - 3' [SEQ ID NO:36]

5" - GCCCCGGCCCTTCACCAGCCAGGCGATGAACTCCTTGGCGGC
CTGGCC - 3'" [SEQ ID N0:37]

Hybridiza&ni reakce byla provadéna, ijak bylo popsédnc v
Prikladu 1la. Hybridizovany produkt byl ligovdn v misté
Exendinu-4 v pJB02-Exendin-4-Fc expresnim vektoru, aby wvznikl

pJB02-Gly®-GLP-1-Fc.
Priklad 2: Exprimace heterolognich flizovanych proteint

Exprimace fuzovanych proteinn kébdovanych DNA,
konstruovanymi v P¥ikladu 1, byla provedena pfechodnymi
transfektnimi bufikami HEK 293EBNA (jak prisedlé, tak v
suspenzi). Bunky byly pocitany a oCkovany 24 hodiny pted
transfekci. Transfekini koktejl byl p¥ipraven michanim
transfek&niho ¢inidla FuGeneTM6 (Roche Molecular
Biochemicals, katalog # 1814443) s OptiMEM (Gibco/BRL) a
inkubovan pfi pokojové teploté 5 min, coZ Je teplota, pfi
které byla pfidana DNA a koktejl byl inkubovan dalZich 15 min.
Bezprostfedné pred transfekci bylo na desku naneseno G&erstvé
kultivaéni médium. Dalsi detaily transfekce jsou uvedeny v

tabulce 1 a 2.
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Tabulka 1: Cinidla pouZitd p¥i transientni transfekci bunék

293EBNA

Tkéanova Poclet DNA FuGene OptiMEM Objem
~kultivadéni ockovanych (ug) (pl) media kult.
nadoba bunék (ml) media
(m1)
35 mm 5 X 10° 1,5 9 0,102 2
100 mm 2 X 10° 12 73 0,820 10
700 cm? 2 X 107 65 400 4,0 100
(RB)

Tabulka 2: SloZeni media

Ristové a transfekéni Kultivacni medium

medium

DMEM Fl12 3:1 Hybritech baze

5 % FBS 1 mmol Ca*

20 mmol HEPES 20 mmol HEPES

2 mmol L-glutamin 1 pg/ml Nuselin (lidsky insulin)
50 ng/ml geneticin lpug/ml lidsky transferrin

(G418 NEO )

50 pg/ml tobromycin 50 pg/ml tobromycin

Pro transfekce malého rozsahu (35 mm-10 mm néadoby),
byly bufiky propléachnuty PBS a pfevedeny do kultivacniho média
24 hodiny po transfekci a medium bylo shroméZdéno a vymeénovano
za Cerstvé kaZdych 24 hodiny po nékolik dnd. V pripadé
transfekci velkého rozsahu (700 cm? wvalcova batfika), byly
vadlcové banky vyplédchnuty PBS 48 hodiny po transfekci a bunky
byly ptevedeny do kultivacéniho media. Medium bylo
shromaZdovédno a vyménovano =za Cerstvé kaZdych 24 hodin po
nejméné 10 po sobé nésledujicich dnd. Obvykle bylo pro

nasledné ¢idténi proteinu pouZito 10 sklizni.
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P¥iklad 3: CiZténi heterolognich fuzovanych proteint

p¥iklad 3a Ci3téni val®-GLP-1-Fc

P¥ibli¥né& 4,5 litrt kondiciovaného media (hladina
exprese fuzovanych proteintt p¥ibliZn& 20 pg/ml) z transfekce
velkého rozsahu bylo filtrovdno s pouZitim filtra&niho
systému CUNO a koncentrovédno na 250 ml s pouZitim filtrac¢niho
systému ProFlux s tangencidlnim tokem s 10 K filtracni
membranou. Val®-GLP-1-Fc byly zachyceny na koloné 5 ml HiTrap
protein A v 1lx PBS, pH 7,4 pfi prutoku 2 ml/min a eluovany 50
mmol kyseliny citronové pH 3,3. Frakce (1 ml) byly shroméZzdény
ve zkumavkach obsahujicich 4 ml 1lx PBS a 100 pl 1 M Tris pH 8.

Frakce obsahujici fuzovany protein, jak byl stanoven
pomoci SDS-PAGE a HPLC s reverzni fazi na Zorbax C8, byly dany
dohromady a naneseny na kolonu Superdex 75 60/60 v 1lx PBS pH
7,4 s priatokem 10 ml/min. Pozitivni frakce (20 ml/zkumavku)
byly shromdZdény. Spojené frakce byly potom podrobeny
chromatografii s C4 reverzni fazi v 0,1 $ TFA ve vodé pri

pratoku 3 ml/min. Val®~-GLP-1-Fc byl eluovan s gradientem od 5

oP

B (0,1 % TFA v acetonitrilu) do 100 % B Vv pribéhu 70 min.
FEluované frakce (3 ml/zkumavka) byly shromdZdény. Acetonitril
byl odstranén vakuovym suSenim a byl pridédn 1 ml H,0.
Vy&igt&ny vzorek (pfibliZné 32 ml) byl dvakrat dialyzovan se 4

litry 1x PBS pH 7,4.

Dialyzovany vzorek byl potom filtrovan s pouzitim
filtradni Jednotky MILLEX-GV 0,22 mum a koncentrace byla
stanovena s pouZitim absorpce pfi 280 nm.

p¥iklad 3b Cifténi Val®-GLP-1-HSA nebo Val®-GLP-1-Linker-HSA
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P¥ribliZné 6,5 litrd kondiciovaného media (hladina
exprese fizovanych proteind pfibliZné& 10 pg/ml) bylo
filtrovano 5 pouZitim filtraéniho systému CUNO a
koncentrovdno na 380 ml s pouZitim filtradniho systému

ProFlux s tangencialnim tokem s 10 K filtrac¢ni membranou.

Fazni proteiny byly zachyceny s pouZitim 50 ml 0
kolony s rychlym tokem (Pharmacia) v 20 mmol Tris pH 7,4 pEi
pratoku 5ml/min. Protein byl eluovén s pouZitim gradientu: od
0 % do 50 % 20 mmol Tris pH 7,4, 1M NaCl v 10 CV, potom na 100
% B v 2 CV.

Frakce obsahujici fuzni protein byly spojeny a
podrobeny C4 chromatografii s reverzni fazi v 0,1 % TFA ve

vodé p¥i pritoku 5 ml/min. Fdzni protein byl eluovan s

oe

pouZzitim gradientu od 20 B (0,1 & TFA v acetonitrilu) do
90 % B v prub&hu 120 min. Frakce (3,5 ml/zkumavka) byly

shrom&Zdé&ny. Acetonitril byl odstranén vakuovym suSenim.

P¥ibliZné& 9 ml shromdZdéného vzorku bylo z¥edéno 1x
PBS pH 7,4 na 40 ml a dialyzovano s 4 litry 1lx PBS pH 7,4 pres
noc. Vzorek byl filtrovan a koncentrace byla stanovena

absorpci pri 280 nm.
Priklad 3c Cidténi Exendinu-4-Fc:

P¥ibliZné& 4 litry kondiciovaného media PribliZné 6,5
litra kondiciovaného media (hladina exprese fuznich proteint
pribliZn& 8 ng/ml) bylo filtrovédno s pouZitim filtracéniho
systému CUNO a koncentrovano na 250 ml s pouZitim filtracniho
systému ProFlux s tangencidlnim tokem s 30 K filtracni

membranou.
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Exendin-4-Fc byl =zachycen 5 ml HiTrap protein A
kolonou v 1lx PBS, pH 7,4 p¥i pruatoku 2 ml/min a eluovan 50
mmol kyseliny citronové pH 3,3. Frakce obsahujici fuzni
protein byly shroméZdény, filtrovany a dialyzovény s 4 litry 1
x PBS pres noc. Dialyzovany vzorek byl potom nanesen na
kolonu Superdex 75 60/60 v 1lx PBS pH 7,4, 0,5M NaCl prfi
pratoku 10 ml/min. Frakce (20 ml/zkumavka) obsahujici fuzni
protein byly shroméZdé&ny koncentrovany na pfibliZné 1 mg/ml.
Koncentrované vzorky byly potom filtrovdn s pouZitim

filtraéni jednotky MILLEX-GV 0.22 um.
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P¥iklad 3d Cisténi Exendin-4-HSA a Exendin-4linker-HSA:

PribliZné 1,1 1litru kondiciovaného media (hladina
exprese flznich proteint p¥ibliZné 6 pg/ml) byl filtrovadn s
pouZitim CUNO filtracniho systému a koncentrovano na 175 ml s
pouZitim filtrac¢niho systému ProFlux s tangencialnim tokem s

30 K filtradni membréanou.

Fazni protein byl zachycen s pouZitim 5 ml kolony
HiTrap 'Q sepharose (Pharmacia) v 20 mmol Tris pH 7,4 pti
pritoku 2 ml/min. Protein byl eluovan s pouZitim gradientu od
0 $ do 50 % 20 mmol Tris pH 7,4, 1M NaCl v 12 CV a potom na
100 % B v 4 CV.

Frakce obsahujici f£dazni protein byly shroméZdény a
podrobeny C4 chromatografii s reverzni fazi v 0,1 & TFA ve
vodé pfi pratoku 5 ml/min. Fazni protein byl eluovadn s
pouzitim gradientu od 10 % B (0,1% TFA v acetonitrilu) do 100
¥ B v prub&hu 70 min. Frakce (10 ml/zkumavka) obsahujici
fizni protein byly shroméZdény. Acetonitril byl odstranén s
pouZitim wvakuové su3icCky.

P¥ibliZné 8 ml shromé&Zdénych vzorkdl bylo dialeovéno
s 4 litrd 1lx PBS pH 7,4 pfes noc. Vzorek byl filtrovadn a
koncentrace byla stanovena absorpci pfi 280nm. Dialyzovany
vzorek byl potom nanesen na kolonu Superdex 200 26/60 v 1x
PBS pH 7,4, 0,5 M NaCl p¥i pratoku 2 mnml/min. Frakce (3
ml/zkumavka) obsahujici fuzni protein Dbyly shroméidény,

koncentrovany a filtrovany.
Priklad 4: Charakterizace fuznich proteind pomoci SDS PAGE:

Pro analyzu ¢idténého fuzniho proteinu a

kondiciovaného media z bunék transfektovanych raznymi
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expresnimi vektory fuznich proteind byly pouZity SDS-PAGE,
nasledovany imunoblotingem. SDS-PAGE byl préveden v systému
Novex Powerease 500 s pouZitim Novex 16% Tris-glycinovych
predem vyrobenych geld (EC6498), provozniho pufru (10 x,
LC2675) a vzorkového pufru (L 2676). Vzorky byly redukovéany s

50 mmol DTT a zah¥ivany 3-5 min p¥i 95°C pfed naplnénim.

Po pouZiti SDS-PAGE gelu, byla pouZita voda a
transferovy pufr (1X Tris-Glycin Seprabuff (Owl Scientific
Cat. No. ER26-S) s 20 % methanolem) pro vymyti SDS z gell. Byl
pouZit transferové zaFizeni Novex s PVDF (BioRad, Cat. Nb.
162-0174) a nitrocelulézové membrdny (BioRad, Cat. No. 1703965
nebo 1703932). Transfer byl proveden pf¥i pokojové teploté po
dobu 90 min p¥i 30-35 V. Membrany byly uzavieny v 1X PBS s
0,1 % Tween—-20 (Sigma, Cat. No. P7949) a 5 % mléce (BioRad,
Cat. No. 170-6404) po dobu 1-12 hodiny pfi 4°C. Protiléatky
byly z¥edén v 1X PBS +5 % mléka a bloty byly inkubovany v
t&chto roztocich po dobu 1-2 h pfi 4°C. Mezi inkubacemi bYly
bloty promyty &ty¥ikrat po dobu 5 min, pokaZdé s 1X PBS a 0,2
$ Tween-20 p¥i pokojové teploté. PBS byl vyroben z bud z
GIBCO 10X PBS (Cat No. 70011), aby vznikla kone&nd kompozice
1 mmol jednosytného fosforecnanu draselného, 3 mmo 1
monohydrogenfosforenanu sodného, 153 mmol chloridu sodného,
pH 7,4 nebo byl PBS ziskdn od Sigma (Cat. No. 10003), coZ
poskytlo 120 mmol NaCl, 2,7 mmol KCl a 10 mmol fosforecnanu,
pH 7,4 p¥i 25°C.

Primadrni protilatky byly bud polyklondlni kozi
anti-IgGl nebo kralici anti—HSAu Sekundarni protilatky byly
bud anti-kozi IgG HRP nebo anti-krdli&i TgG HRP. Sekundédrni
protilatka byla zfed&na 1:5000. Pro vyvijeni blotd by pouZit
ECL systém (Amersham Pharmacia Biotech, Cat. No. RN2108 a Cat.
No. RPN1674H) .
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Obr. 3A porovnédva Cisté&ny Fc protein s kondiciovanym
mediem z pJB02-Val®-GLP-1-Fc a pJB02-Exendin-4-Fc
transfektovanych bunék. ZvySeni mobility Jje konzistentni se
zvydujici se wvelkosti v disledku GLP-1 ¢&&sti fuzniho proteinu.
Obr. 3B podobné& porovndvéa Cistény HSA s kondiciovanim mediem
z bundk transfektovanych pJB02-Val®-GLP-2-HSA, pJB02-Val®-GLP-
1-Linker-HSA, pJB02-Exendin-4-HSA, nebo pJB02-Exendin-4-

Linker—-HSA. Obr. 4 ukazuje &isténé fuzni proteinové p¥ripravky.

Priklad 5: Charakterizace flznich proteint s pouZitim

hmotnostni spektrometrie:

Viechny experimenty byly provadény na Micromass
TofSpec2E hmotnostnim spektrometru, vybaveném elektronikou
pro Upravou: Casové prodlevy, Reflectronu (pouZitém pti

analyze 0-8000 Da peptidového rozpéti), linedrnim detektoru
(pouZitém bé&hem vysokohmotnostni a dobry signdl poskytujici
analyze) a Post Acceleration Detector (nebo P.A.D., pouZity

p¥i vysokohmotnostni a mimo¥adné slaby signédl poskytujici

ananlyze) . Délka ucinné cesty =za¥izeni v linedrnim modu Jje
1,2 metru, v modu Reflectron je 2,3 metru. Pro detekci
linedrnim a reflectronovém modu byly pouZity dva dudlni

mikrokandlové deskové detektory. Byl pouZit dusikovy laser
firmy Laser Science Inc. VSL-3371 pracujici 337 nm p¥i 5
laserovych zéblescich za sekundu. VSechny data byla ziskana s
pouZitim 2 GHz, 8 bit interniho digitalizacniho =za¥izeni a
vice neZ 50 laserovy =zableskt bylo pouZito Jjako primér na

spektrum.

Zatizeni pracovalo v linedrnim modu pro analyzu GLP-
1 fuznich proteinfi, o které se Jjednd. Linedrni detektor je
za¥izeni, které detekuje ionty, které cestuji dold s svételnou
trubici zatizeni MALDI-ToF-MS. To méri Cetnost iontd v ¢ase a

posild signdl do zatizeni pro pfevaddéni na ciselné hodnoty.
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Tento digitalizér konvertuje analogovy signal na digitalni,
coZ umoZnuije, aby byl signadl 2z hmotnostniho spektrometru
pfeveden do pocCitace, kde Jje pfeveden do pouZitelného m/z

spektra.

Jako ionizacdni matrice'byl pouZit rekrystalizovany
nasyceny roztok kyselina sinapové (z¥edéné v 50/50 Acn / Hy0 a
0,1 % TFA). Kyselina sinapovéd Jje vhodnou matrici pro proteiny
vét3i neZ 10 kDa. Pro vnéijsi a vnit¥fni kalibracéni soubory,
kterd maji slouZit pro pfresnd méfeni hmotnosti analyzovanych
vzorku, byly pouZity referentni proteiny s vhodnou
hmotnosti. Vzorky byly vSechny analyzovany s pouZitim wvzorku
o z¥edéni 1:2 vaci matrici. Zatizeni bylo nejprve nastaveno na
nasledujici linedrni detekéni podminky.
zdroj napéti: 20,0 keV Napétové pulzy: 3,0 keV
VytaZené napéti: 20,0 keV Laserovd &etnost: 50
Zasileni napéti: 16,0 keV Laserova jemnost: 50
Lineadrni detektor: 3,7 keV

P.A.D.: (off line)

Tato nastaveni byla upravovédna (pokud to bylo nutné)
tak, aby bylo dosaZeno nejlep$iho poméru signdl/Sum nejvysSiho
rozlideni. Tabulka 3 poskytuje vlastnosti odlidnych GLP-1

fliznich proteint.

Tabulka 3

Flizni protein Ocekéavana Hmotnost stanovena

hmotnost hmotnostni

spektrometrii

(kDa) (kDa)

Val®-GLP-1-IgG1l 59,08 61,94

Val®-Glu®*-GLP~1-IgG1l 59,23 63,61

Gly®-GLP-1-IgGl 59,00 62,93
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Val®-GLP-1-CEx~-IgGl 60,45 65,1-65, 6
val®-Glu*?~GLP-1-CEx-IgGl 60,69 65,86
Exendin-4-IgGl 60,69 65,86
Val®-GLP-1-Linker-HSA 70,70 69,89, 70,74
Exendin-4-HSA 70,56 70,62
Exendin-4-Linker-HSA 71,56 71,62

CEx znamend C-koncové prodlouZeni a pfedstavuje sekvenci
Ser-Ser-Gly-Ala-Pro—-Pro-Pro-Ser.
Linkerem Jje Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly--

Gly-Gly-Ser.
P¥iklad 6: Aktivita heterolognich fuznich proteint:

Schopnost fuznich proteint podle vynalezu aktivovat GLP-1
receptor byla posouzena s pouZitim in vitro testl, které jsou

jako takové popsédny v EP 619 322 Gelfand, et al. a v US
5 120 712.

Val®-GLP-1(7-37)0H je uvedena v Tabulce 4. Obr.

patentu ¢&. Aktivita téchto sloucenin vac&i aktivité

8 predstavuje
kfivku odezvy na davky in vitro na Val®-GLP-1 a Exendin-4
fizni proteiny. Dale tabulka 5a a 5b ukazuje in vitro aktivitu
velké skupiny

GLP-1 analogtl, které mohou byt fuazovadny na Fc

nebo albuminovy protein s

fuzni proteiny. Tyto aktivity jsou porovnany s

Tabulka 4:

Fazni protein

Val®-GLP-1-IgGl
Exendin-4-IgGl
Val®-GLP-1-Linker-HSA
Exendin-4-HSA
Exendin-4-Linker-HSA

Exendin-4

cilem vyrobit Dbiologicky aktivni

GLP-1(7-37)CH.

In vitro aktivita GLP-1 fuznich proteint

In Vitro Aktivita
(% Val®-GLP-1)
1
240
0,2
20
90
500
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val®-Glu**-GLP-1-IgGl : 3,7
Gly -GLP-1-IgGl 3,3
Val®-GLP-1-CEx-IgGl 3,3
Vval®-Glu**-GLP-1-CEx-IgGl 29
Gly®- Glu**-GLP-1-C2-IgGl 75
Gly®-Glu**-GLP-1-CEx-Linker-IgGl 150
Exendin-4-C2-IgGl 250
Exendin-4-Linker-IgGl 330
Gly®~Glu**-GLP-1-CEx-Linker-HSA 4
Gly®-Glu**~GLP-1-CEx-Linker-IgG4 80

CEx znamend C-koncové prodlouZeni a pFfedstavuje sekvenci

Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser.

Linkerem Jje Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-
GlyGly-Gly-Ser.

C2 je Ser—-Ser-Gly-Ala-Ser-Ser-Gly-Ala.

Aminokyselinové sekvence fuznich proteint, které Jsou
popséany v tabulkadch 3 a 4 jsou uvedeny od SED ID NO: 13 po SEQ
ID NO: 31.

Aminokyselinova sekvence Val®-GLP-1-1idského sérového albuminu
je uvedena pod SEQ ID NO: 13.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR GDAHKSEVAH RFKDLGEENF
KALVLIAFAQ

61 YLQQCPFEDH VKLVNEVTEF AKTCVADESA ENCDKSLHTL FGDKLCTVAT
LRETYGEMAD

121 CCAKQEPERN ECFLQHKDDN PNLPRLVRPE VDVMCTAFHD NEETFLKKYL
YEIARRHPYF

181 YAPELLFFAK RYKAAFTECC QAADKAACLL PKLDELRDEG KASSAKQRLK
CASLQKFEFGER




241 AFKAWAVARL
LAKYICENQD
301 SISSKLKECC
AEAKDVFLGM
361 FLYEYARRHP
LVEEPONLIK
421 ONCELFEQLG
HPEAKRMPCA
481 EDYLSVVLNQ
KEFNAETETF
541 HADICTLSEK
KADDKETCFA

601 EEGKKLVAAS QAALGL

Aminokyselinové

albuminu je uvedena pod SEQ ID NO:

1 HVEGTFTSDV
SEVAHRFKDL

61 GEENFKALVL
SLHTLFGDKL

121
TAFHDNEETF

181 LKKYLYEIAR
LRDEGKASSA

241 KQRLKCASLOQ
CCHGDLLECA

301
LAADFVESKD

361 VCKNYAEAKD
DPHECYAKVF

421 DEFKPLVEEP
EVSRNLGKVG

CTVATLRETY

DDRADLAKY I

SQRFPKAEFA
EKPLLEKSHC
DYSVVLLLRL
EYKFOQNALLV
LCVLHEKTPV

ERQIKKQTAL

sekvence

SSYLEGQAAK

TAFAQYLOQC

GEMADCCAKQ

RHPYFYAPEL

KFGERAFKAW

CENQDSISSK

VFLGMFLYEY

ONLIKQNCEL

[SEQ ID NO:
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EVSKLVTDLT

IAEVENDEMP

AKTYETTLEK

RYTKKVPQVS

SDRVTKCCTE

VELVKHKPKA

13]

Val®-GLP-1-Linker-lidského

14.

EFIAWLVKGR

PFEDHVKLVN

EPERNECFLQ

LFFAKRYKAA

AVARLSQRFP

LKECCEKPLL

ARRHPDYSW

FEQLGEYKFQ

KVHTECCHGD LLECADDRAD
ADLPSLAADEF VESKDVCKNY
CCAAADPHEC YAKVFDEFKP
TPTLVEVSRN LGKVGSKCCK
SLVNRRPCFS ALEVDETYVP
TKEQLKAVMD DFAAFVEKCC

sérového

GGGGGSGGGG SGGGGSDAHK

EVTEFAKTCV ADESAENCDK
HKDDNPNLPR LVRPEVDVMC
FTECCQAADK AACLLPKLDE
KAEFAEVSKL VTDLTKVHTE
EKSHCIAEVE NDEMPADLPS
LLLRLAKTYE TTLEKCCAAA

NALLVRYTKK VPQVSTPTLV
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481 SKCCKHPEAK = RMPCAEDYLS WLNQLCVLH EKTPVSDRVT KCCTESLVNR
RPCESALEVD |

541 ETYVPKEFNA ETFIFHADIC TLSEKERQIK KQTALVELVK HKPKATKEQL
KAVMDDFAAF

601 VEKCCKADDK ETCFAEEGKK LVAASQAALG L [SEQ ID NO: 14]

Aminokyselinova sekvence Gly®-Glu?*-GLP-1-CEx-Linker-lidského
sérového albuminu je uvedena pod SEQ ID NO: 15.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGGSGGGGS
GGGGSDAHKS

61 EVAHRFKDLG EENFKALVLI AFAQYLQQCP FEDHVKLVNE VTEFAKTCVA
DESAENCDKS

121 LHTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE PERNECFLQH KDDNPNLPRL
VRPEVDVMCT

181 AFHDNEETFL KKYLYEIARR HPYFYAPELL FFAKRYKAAF TECCQAADKA
ACLLPKLDEL

241 RDEGKASSAK QRLKCASLQK FGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV
TDLTKVHTEC

301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKL KECCEKPLLE KSHCIAEVEN
DEMPADLPSL

361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSWL LLRLAKTYET
TLEKCCAAAD

421 PHECYAKVFD EFKPLVEEPQ NLIKQNCELF EQLGEYKFQON ALLVRYTKKV
PQVSTPTLVE

481 VSRNLGKVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK
CCTESLVNRR

541 PCFSALEVDE TYVPKEFNAE TFTFHADICT LSEKERQIKK QTALVELVKH
KPKATKEQLK

601 AVMDDFAAFV EKCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQAALGL

[SEQ ID NO 15]:

Aminokyselinovéa sekvence Exendin-4-lidského sérového albuminu

je uvedena pod SEQ ID NO: 16.




1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPSD
KDLGEENFKA

61 LVLIAFAQYL QQCPFEDHVK LVNEVTEFAK TCVADESAEN
DKLCTVATLR

121 ETYGEMADCC AKQEPERNEC FLQHKDDNPN LPRLVRPEVD
ETFLKKYLYE

181 TIARRHPYFYA PELLFFAKRY KAAFTECCQA ADKAACLLPK.
SSAKQRLKCA

241 SLQKFGERAF KAWAVARLSQ RFPKAEFAEV SKLVTDLTKV
ECADDRADLA

301 KYICENQDSI SSKLKECCEK PLLEKSHCIA EVENDEMPAD
SKDVCKNYAE

361 AKDVFLGMFL YEYARRHPDY SWLLLRLAK TYETTLEKCC
KVFDEFKPLV

421 EEPQNLIKQN CELFEQLGEY KFQONALLVRY TKKVPQVSTP
KVGSKCCKHP

481 EAKRMPCAED YLSWLNQLC VLHEKTPVSD RVTKCCTESL
EVDETWPKE

541 FNAETFTFHA DICTLSEKER QIKKQTALVE LVKHKPKATK
AAFVEKCCKA

601 DDKETCFAEE GKKLVAASQA ALGL [SEQ ID NO: 16]

Aminokyselinova

albuminu je uvedena pod SEQ ID NO:

1 HGEGTFTSDL
GGGGSDAHKS

6l
DESAENCDKS
121
VRPEVDVMCT
181
ACLLPKLDEL

EVAHRFKDLG

sekvence

SKOMEEEAVR

EENFKALVLI

89

Exendin-4-Linker-1lidského

17.

LEIEWLKNGG

AFRAQYLQOQCP

LHTLFGDKLC TVATLRETYG EMADCCAKQE

AFHDNEETFL KKYLYEIARR HPYFYAPELL

PSSGAPPPSG

FEDHVKLVNE

PERNECFLQH

FFAKRYKAAF

AHKSEVAHRF

CDKSLHTLFG

VMCTAFHDNE

LDELRDEGKA

HTECCHGDLL

LPSLAADFVE

AAADPHECYA

TLVEVSRNLG

VNRRPCFSAL

EQLKAVMDDF

sérového

GGGGSGGGEGES

VTEFAKTCVA

KDDNPNLPRL

TECCOAADKA
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241 RDEGKASSAK QRLKCASLQK FGERAFKAWA VARLSQRFPK AEFAEVSKLV
TDLTKVHTEC

301 CHGDLLECAD DRADLAKYIC ENQDSISSKL KECCEKPLLE KSHCIAEVEN
DEMPADLPSL

361 AADFVESKDV CKNYAEAKDV FLGMFLYEYA RRHPDYSWL LLRLAKTYET
TLEKCCAAAD

421 PHECYAKVFD EFKPLVEEPQ NLIKONCELF EQLGEYKFON ALLVRYTKKV
POVSTPTLVE

481 VSRNLGKVGS KCCKHPEAKR MPCAEDYLSV VLNQLCVLHE KTPVSDRVTK
CCTESLVNRR

541 PCFSALEVDE TYVPKEFNAE TEFTFHADICT LSEKERQIKK QTALVELVKH
KPKATKEQLK

601 AVMDDFAAFV EKCCKADDKE TCFAEEGKKL VAASQAALGL

[SEQ ID NO: 17]

Aminokyselinova sekvence Val®-GLP-1-IgGl je uvedena pod

SEQ ID NO: 18.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAAK EFIAWLVKGR vGAEPKSCDKT HTCPPCPAPE
LLGGPSVFLF

61 PPKPKDTLMI SRTPEVTCW VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE
EQYNSTYRW

121 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
SREEMTERNQV

181 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD
KSRWOOGNVEF

241 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK [SEQ ID NO: 18]

Aminokyselinova sekvence Val®-~GLP-1-Cex-IgGl je uvedena pod

SEQ ID NO: 109.

1 HVEGTFTSDV SSYLEGQAARK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA  EPKSCDKTHT
CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH
NAKTKPREEQ
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121 YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE
POWTLPPSR

181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF
LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 19]

Aminokyselinova sekvence Val®-Glu??-GLP-1-IgGl je uvedena pod
SEQ ID NO:20.

1 HVEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GAEPKSCDKT HTCPPCPAPE
LLGGPSVFLF

61 PPKPKDTLMI SRTPEVTCW VDVSHEDPEV  KFNWYVDGVE  VHNAKTKPRE
EQYNSTYRW

121  SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQWTLPP
SREEMTKNQV

181 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD
KSRWQQOGNVE

241 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK [SEQ ID NO: 20]

Aminokyselinova sekvence Val®-Glu?’-~GLP-1-CEx-IgGl je uvedena

pod SEQ ID NO: 21.

1  HVEGTFTSDV  SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSA  EPKSCDKTHT
CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCWVD VSHEDPEVKEF NWYVDGVEVH
NAKTKPREEQ

121  YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE
POWTLPPSR

181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF
LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVFEFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 217,

Aminokyselinovd sekvence Gly®-Glu**-GLP-1-C2-IgGl Jje uvedena
pod SEQ ID NO: 22.
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1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGASSGAA EPKSCDKTHT
CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH
NAKTKPREEQ

121 YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE
PQWTLPPSR _

181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP PVLDSDGSFF
LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVESC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK [SEQ ID NO: 22]

Aminokyselinova sekvence Gly®-Glu**-GLP-1-CEx-Linker-IgGl Je
uvedena pod SEQ ID NO: 23.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG
GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT IMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKENWYVD

121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RWSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA
PIEKTISKAK

181 GQPREPQWT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK

[SEQ ID NO: 23]

Aminokyselinova sekvence Gly®-Glu**-GLP-1-CEx-Linker-IgG4 je
uvedena pod SEQ ID NO: 24. ’

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQARAK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG
GGGSAESKYG
61 PPCPSCPAPE FLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVICW VDVSQEDPEV
QFNWYVDGVE
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121 VHNAKTKPRE EQFNSTYRW SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNKGLPSSIE
KTISKAKGQP | |
181 REPQVYTLPP SQEEMTKNOV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
TPPVLDSDGS

241 FFLYSRLTVD KSRWQEGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SLGK

[SEQ ID NO: 24]

Aminokyselinova sekvence Gly®-Glu??*~-GLP-1-CEx-2Linker-IgGl fe
uvedena pod SEQ ID NO: 25.

1 HGEGTIFTSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG
GGGSGGGGSG

61 GGGSGGGGSA EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR
TPEVTCWVD

121 VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRWSV LTVLHQDWLN
GKEYKCKVSN

181 KALPAPIEKT ISKAKGQPRE POWTLPPSR EEMTKNQVSL TCLVKGEYPS
DIAVEWESNG

241 QPENNYKTTP PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP 301 GK [SEQ ID NO: 25]

Aminokyselinova  sekvence  Gly’-Glu®*-GLP-1-2Linker-IgGl  je
uvedena pod SEQ ID NO: 26.

1 HGEGTFTSDV SSYLEEQARK EFIAWLVKGR GGGGGSGGGG  SGGGGSGGGG
SGGGGSGGGG
61 SAEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI  SRTPEVTCW
VDVSHEDPEV
121 KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRW SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKALPAPIE
181 KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQV SLTCLVKGEY PSDIAVEWES
NGQPENNYKT




%4

241 TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVF
SPGK
[SEQ ID NO: 26]

SCSVMHEALH NHYTQKSLSL

Aminokyselinova sekvence Gly®-Glu®’-GLP-1-2CEx-IgGl je uvedena

pod SEQ ID NO: 27.

1 HGEGTFTSDV  SSYLEEQAAK EFIAWLVKGR
KSCDKTHTCP

61 PCPAPELLGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP
YVDGVEVHNA

121 KTKPREEQYN STYRWSVLT VLHQDWLNGK
KAKGQPREPQ

181 WTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI

LDSDGSFFLY

GSSGAPPPSS  SGAPPPSAEP
- EVICVVVDVS HEDPEVKENW
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
AVEWESNGQP ENNYKTTPPV

241  SKLTVDKSRW QQGNVFEFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK

[SEQ ID NO: 27]
Aminokyselinova

sekvence je uvedena pod SEQ ID NO: 28.

1  HGEGTFTSDV
GGGSAEPKSC

61 DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT
PEVKENWYVD

SSYLEEQAVK EFIAWLIKGR

121 GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RWSVLTVLH
PIEKTISKAK
181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK - NQVSLTCLVK

YKTTPPVLDS

Glyﬁ—Glu”—Val%—Ile”—GLP—l—CEx—Linker—IgGl

GSSGAPPPSG GGGSGGGGSG

ILMISRTPEVT CVVVDVSHED

ODWLNGKEYK CKVSNKALPA

GEFYPSDIAVE WESNGQPENN

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK

[SEQ ID NO: 28]

Aminokyselinova sekvence Exendin-4-IgGl je uvedena pod

SEQ ID NO: 29.
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1 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG
CPPCPAPELL

61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
NAKTKPREEQ

121 YNSTYRWSV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN
POWTLPPSR

181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG

LYSKLTVDKS
241 RWQQGNVFEFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

PSSGAPPPSA

VSHEDPEVKFE

KALPAPIEKT

QPENNYKTTP

[SEQ ID NO:

EPKSCDKTHT

NWYVDGVEVH

ISKAKGQPRE

PVLDSDGSFF

29]

Aminokyselinova sekvence Exendin-4-C2-IgGl je uvedena pod

SEQ ID NO: 30.

1  HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG
CPPCPAPELL
61 GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
NAKTKPREEQ
121 YNSTYRWSV LTVLHODWLN GKEYKCKVSN
POVYTLPPSR
181 EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG

LYSKLTVDKS

241 RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTQKSLSLSP GK

PSSGASSGAA

VSHEDPEVKEF

KALPAPIEKT

QPENNYKTTP

[SEQ ID NO:

EPKSCDKTHT

NWYVDGVEVH

ISKAKGQPRE

PVLDSDGSFF

30]

Aminokyselinova sekvence Exendin-4-Linker-IgGl je uvedena pod

SEQ ID NO: 31.
1  HGEGTFTSDL
GGGSAEPKSC

6l
PEVKENWYVD
121
PIEKTISKAK

SKOMEEEAVR  LFIEWLKNGG

GVEVHNAKTK

PSSGAPPPSG

GGGSGGGGSG

DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED

PREEQYNSTY RWSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA




181 GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN

YKTTPPVLDS

241 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK

[SEQ ID NO: 31]

Tabulka 5a: Aktivita GLP-1 analogu in vitro

GLP-1 sloulenina
GLP-1(7-37)0H
Val®-GLP-1(7-37)0H

Gly®-His''-GLP-1(7-37)CH
val®~-Ala**-GLP-1(7-37)OH
val®-Lys**~GLP-1(7~37)OH
Val®-Tyr'?-GLP-1(7-37)OH
Val®-Glu*®-GLP-1(7-37) OH
Val®-Ala'®-GLP-1(7-37)OH
val® -Tyrl6-GLP-1(7-37)O0H
val®-Lys?°~-GLP-1(7-37) OH
Gln**~GLP-1(7-37)CH
Vval®-Ala?*-GLP~-1(7-37)OH
Val®-Ser??~GLP-1(7-37) OH
Val®-Asp**~GLP-1(7-37) OH
Val®-Glu?*~-GLP-1 (7-37)OH
Val®-Lys**-GLP-1(7-37) OH
Val®-Pro**-GLP-1(7-37) OH
Val®-His22 -GLP-1(7-37)0H
Val®-Lys?-GLP-1(7-36)NH,
Val®-Glu®*-GLP-1(7-36)NH,
Gly®~Glu®*-GLP-1(7-37)OH
val®~Lys?’-GLP-1(7-37)OH
val®-His?~GLP-1(7-37)0H
Val®-Lys?*-GLP-1(7-37)CH
Val®-His?®-GLP-1 (7-37) OH
val®-Glu**~GLP-1(7-37) OH
val®-His?’-GLP-1(7-37) OH

Aktivace GLP-1 receptoru

1,0
0,47

0,37




Val®-Ala?’-GLP-1 (7-37)OH
Gly®~Glu’°~-GLP-1(7-37)OH
Val®-Glu®°-GLP-1 (7-37)OH

val® -Asp®°-GLP-1(7-37)0H
Val®-ser®’-GLP-1(7-37)OH
val®-His?® -GLP-1(7-37)0H
Val®-Glu*® -GLP-1(7-37)CH
val®-Ala®*-GLP-1(7-37)OH
val®-Gly**-GLP-1(7-37)OH
val®-Glu*'-GLP-1(7-37)OH
val®-Pro*~GLP-1(7-37)OH

val® ~-HiS*°*-GLP-1(7-37)0H
Val®-Glu®®-GLP-1(7-37) OH
Val®-Glu’®-GLP-1(7-37)OH
Val®-His®**-GLP-1(7-37)OH
Val®~His?'-GLP-1(7-37)OH
Val®~Leul6-Glu26-GLP-1(7-37)OH
Val®-Lys??-G1lu’°-GLP-1 (7-37) OH
val®-Lys??~Glu**~GLP-1(7-37) OH
val®-Glu*?~Ala®’-GLP-1(7-37)OH
val®-Glu?®~-Lys*’-GLP-1(7-37) OH
val®-Lys**-val®*-GLP-1(7-37)0H
val®-Lys**-Asn’'-GLP-1(7-37)OH
Val®-Gly*'-Lys**-GLP-1(7-37)OH
Val®-Gly**-Pro’®’-GLP-1 (7-37)NH;
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0,47
0,29
0,29
0,15
0,19
0,19
0,039
0,1
0,01
0,17
0,094
0,41
0,15
0,11
0,22
0,33
0,23
0,37
0,35
1,02
1,43
0,08
0,09
0,34
0,53
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Tabulka 5b. Aktivita GLP-1 analogu in vitro

GLP-1 sloudenina Aktivace GLP-1
: .XYeceptoru
GLP-1(7-37)OH 1,0
Val®-GLP-1(7-37)OH : 0,47
Gly®-GLP-1(7-37)OH 0,80
Val®-Tyr'*-GLP-1(7-37)OH 0,80
Val®-Tyr'*-GLP-1(7-36) NH, 0,52
Val®-Trp**-GLP-1(7-37)OH 0,52
Val®-Leu™-GLP-1(7-37)OH 0,52
Val®-Val*®-GLP-1(7-37)OH 0,52
Val®-Tyr'®*-GLP-1(7-37)OH 1,18
Gly®-Glu®*-GLP-1(7-37) OH ' 1,03
Val’-Leu™-GLB-1(7-37) OH 0,24
‘Vals—Tyr“—Tyrls-GLP»l(7 37)CH 0,70
Val®-Trp™-Glu**-GLP-1 (7-37) OH 0,80
Val®-TyrZ-Glu’-GLb-1(7-37)0H 1,27
Val®-Tyr**-Phe™-GLP-1 (7-37) OH 1,32
val®-Tyr**-GIu®*-GLP-1 (7-37)0 1,69, 1,79
Valf‘—Trp”-Glu”—GLP-l(7—37)0H 2,30, 2,16
Val®-Leu'®-GIlu”*-GLP-1(7-37)0 2,02
Val®-Ile™-Glu**-GLP-1(7-37)CH 1,55
Val®-Phe™*-Glu®-GLP-1 (7-37)OH 1,08
Val®-Trp*®-Glu”*-GLP-1(7-37)0 1,50, 3,10
Val®-Tyr'®-Glu**-GLP-1 (7-37) OH 2,40, 2,77
Val®-Phe™-Glu*-GLP-1 (7-37) OH 0,94
Val®-I1e'®-Glu*-GLP-1(7-37)OH 1,88
Val®-Lys*®-Glu®*-GLP-1(7-37)0 1,18
Val®-Trp™”-Glu**-GLP-1(7-37) OH 1,50
Val®-pPhe'-Glu**-GLP-1 (7-37)OH 0,70
Val®-Phe®’-Glu®*-GLP-1 (7-37) OH o 1,27
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Val®-Glu**-Leu®"-GLP-1(7-37)0H 1,32
Val®-Glu*?*-11e®*-GLP-1(7-37)0H 1,46
val®-Glu**-val®*-GLP-1(7-37)OH 2,21, 1,36
Val®-Glu**-11e?’-GLP-1(7-37)OH 0,94
Val®-Glu**-Ala®’-GLP-1(7-37)CH 1,03
Val®-Glu**-11e**-GLP-1(7-37)OH | 2,21, 1,79, 1,60
Val®-Asp’-Ile™ -Tyr'*-Glu®*- 2,02
GLP-1(7-37)0H '
Val®-Tyr**-Trp* -Glu®*-GLP-1(7- 1,64
37)OH
Val®’-Trp ®-Glu**-val®-1le’ - 2,35
GLP-1(7-37)0H
Val®-Trp**-Glu®-11le* -GLP-1(7- 1,93
37)OH A
[Var'-Glu®Val®™-11e™-GLp-1(7- | 2,30, 2,73, 3,15
37)OH |
Val®-Trp ®-Glu**-val®-GLP-1 (7- 2,07
37)OH
Val®-Cys™®-Lys*®*-GLP-1(7-37)0H 1,97
Val®-Cys'®-Lys**-Arg’ -GLP-1(7- 2,4,1,9
37)OH

Aktivita GLP/Exendin analogi in vitro

Tabulka 6:
Sekvence peptidu ?ﬁtég%gg
‘ (% val®-GLP-
1(7-37)0H)
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 6,21
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP 6,75,3,25
PS-NH2
HVEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIAWLVKGRG 2,86
HVEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIAWLVKGRG 1,47
HVEGTFTSDLSKOMEGQAAKEFIAWLVKGRG 0,11
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'HVEGTFTSDVSKQMEGQAAKEFIAWLVKGRG 0,04
HGEGTFTSDLSKQMEGQAAKEFIEWLKNGGP-NH2 1,44
HGEGTFTSDLSKQMEEEAAKEFIEWLKNGGP-NH2 2,80
HGEGTFTSDVSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP—NHZ 5,40
HGEGTFTSDLSSYLEEEAVRLFIEWLKNGGP-NH2 5,07
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRPSSGAPPPS 3,30
~-NH2

»HAEGTFTSDVSKQLEEEAAKEFIAWLVKGRG 2,15
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIEWLKNGGP—NH2 2,36
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIAWLVKGRG 3,25
HVEGTFTSDVSSYLEEEAAKEFIAWLVKGRG 1,00
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLKNGRG 0,20
HVEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 1,00
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG 2,12

Pfiklad 7: Farmakokinetika Val®-GLP-1-IgGl a
Val®-GLP-1-HSA in vivo:

Farmakokineticka studie Val®-GLP-1-IgGl a Val®
GLP-1-HSA byla provedena u opic druhu cynomologus. Opicim
bylo davkovédno 5,6 nmolli/kg bud &iit&ného Val®-GLP-1-I¢gGl/nebo
Val®-GLP-1-HSA. SloucCeniny byly podavany jako .intravenéznimi
pilulkami. Byla shromaZdovana krev pred dévkovéﬁim a v Case
0,083, 0,25, 0,5, 1, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
a 216 hodin po davkovani do trubidek obsahujicich EDTA.
Koncentrace imunoreaktivniho val®-GLpP-1 v plazmé byla stanovena
S pouzZitim radioimunologickych testt, které vyuiivaji
polyklondlni antisérum, které ma primédrni specifitu pro

region N-zakonCeni (7-16) Vals~GLP—1(7F37);
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Obr. 9 zobrazuje koncentraci Val®-GLP-1-Fc a Val®-GLp-1-
Linker-HSA v plazmé po podéni jednotlivé intravendzni davky
dvéma opicich druhu cynomologus. Fc fuzni proteiny maji
polocas Zivota p¥ibliZné 45 hodin a albuminovy fuzni protein

m4 polocas Zivota p¥iblizné 87 hodin.
Pfiklad 8: Farmakodynamika Exendinu-4-IgGl in vivo:

Byli studovéni dva normalni samci ps® beagle s trvale
zavedenou kanylou, poté co pfes noc hladovéli. Byly otevieny
arteridlni a vendzni vaskuldrni pristupové cesty a byl zaveden
katétr perkutanné do hlavové Zily a stabilizovén. Zvirata
byla umisténa v klecich a jejich katétr byl napojen na otoény
upeviiovaci systém. Roztok obsahujici fuzni protein Exendin-4-
IgGl (11.8 uM) Dbyl wvstriknut injekéné intravendzné (1,0
nmol/kg) katétrem hlavové Zily. Katétr byl pak vycistén 10 ml
'slaného roztoku. Po dvou hodinéach byla aktivovana
hyperglykemickd svorka (150 mg/dl) a pokraCovalo se tri
hodiny. Bé&hem této pétihodinové periody byly odebirany
vzorky arteridlni krve stanoveni koncentrace fuzniho proteinu,

glukézy a insulinu v plazmé.

Vysledky této studie byly porovnany s vysledky podobné
d¥ive ©provedené studie, ve které zvi¥ata obdrZela davku
slaného roztoku a o t¥i hodiny pozdé&iji byla zvifata testovéana

s pouzitim t¥ihodinové hyperglykemické svorky (150 mg/dl).

'V obou uvedenych studiich byla koncentrace glukdzy v
plazmé stanovena Beckman glukdézovym ananlyzdtorem. Koncentrace
insulinu v plazmé byly stanoveny v Linco Research, Inc. S
pouZitim soupravy RIA, vyvinutych v Jejich laborato¥ich.

Vysledky jsou znézornény na obrazcich 10 a 11.

P¥iklad 9: Farmakokinetika Gly®-Glu**-~-GLP-1-CEx~Linker-IgGl




.
(XXX XX ]
oo @
ee o
L]
cone
[ XXX ]
[ ]
®
(X2 X}
eesse

L X2 X
(X X X ]

102 .

[
» o s ocss [ 2

Dvé skupiny tfi‘ normélnich psich samcl beagle byla
podédna subkutédnné (SC) nebo intravendézné (IV) davka 0,1 mg/kg
Gly®-Glu®?*~-GLP~1-CEx-Linker-IgGl. Koncentrace Gly®-Glu®*?-GLP-1-
CEx~-Linker-IgGl v plazmé a imunoreaktivita byly stanoveny
radioimunooclogickym testem ve vzorcich shromaZdovanych 30
minut pfed davkovénim a 216 hodin po déavkovani ve skupinach
IV a 8C. Tyto koncentrace byly poté pouZity pro stanoveni
zde uvadénych farmakokinetickych parameterti. St¥edni dcba
odstrané&ni poloviny davky p¥i intravendéznim podavani Gly®-
Glu**-GLP-1-CEx-Linker-IgGl byla p¥ibli%né& 55 hodin a celkova
doba odstran&ni z téla bylo 1,5 ml/h/kg. Stfedni doba
odstran&ni poloviny davky p¥i subkuténnim podavani Gly®-Glu?**-

GLP-1-CEx-Linker-IgGl byla p¥fibliZné 38 hodin.
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Patentové nédroky

1. Heterologni fuzni protein, zahrnujici prvni polypeptid
s N-zakoncenim a C—zakonéenim fizovany na druhy polypeptid s
N-zakoncenim a C-zakonenim, kde prvni polypeptid je GLP-1
slouCenina a druhy polypeptid je vybrany ze skupiny, do které
patfi

a) lidsky albumin; }

b) analogy lidského albuminu; a

c¢) fragmenty lidského albuminu,
a kde C-zakonCeni prvniho polypeptidu je flzovédno na N-

zakonCeni druhého polypeptidu.

2. Heterologni fuzni protein, zahrnujici prvni polypeptid
s N-zakoncenim a C-zakoncCenim, flzovany na druhy polypeptid s
N-zakonlenim a C-zakonenim, kde prvni polypeptid je GLP-1
slou¢enina a druhy polypeptid je vybrany ze skupiny, do které
patti

a) lidsky albumin;

b) analogy lidského albuminu; a

¢) fragmenty lidského albuminu,
a kde C-zakonleni prvniho polypeptidu je fluzovadno na N-

zakonceni druhého polypeptidu p¥fes peptidovy linker.

3. Heterologni fluzni protein podle naroku 2, kde
peptidovy linker je vybrén ze skupiny, do které pat¥i:

a) glycinem bohaty peptid;

b) peptid, ktery md sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]n,

kde n je 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6; a

c) peptid, ktery mé& sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.
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4. Heterologni fuzni protein podle narok 1, 2 nebo 3,

kde GLP-1 slouenina zahrnuje sekvenci

vzorce 1 [SEQ

7

8 9 10

ID NO: 2]

11 12 13 14 15 16

17

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

18

19 20 21

22 23 24 25 26 27

28

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe

29

30 31 32

33 34 35 36 37 38

39

Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

40

41 42 43

44 45

Xaa—-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Vzorec I (SEQ

kde:

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

na pozici
Asp nebo
na pozici
na pozici
Asp nebo
na pozici
Asp nebo
na pozici
Glu, Asp,

na pozici

ID NO: 2)

8 je Ala, Gly, Ser, Thr,
Lys;

9 je Glu, Asp nebo Lys;
11 je Thr, Ala, Gly, Ser,
Lys;

14 je Ser, Ala, Gly, Thr,
Lys;

16 je Vval, Ala, Gly, Ser,
Trp nebo Lys;

17 je Ser, Ala, Gly, Thr,

Leu,

Leu,

Leu,

Thr,

Leu,

Ile,

Ile,

Ile,

Leu,

Ile,

Val,

Val,

Val,

Ile,

Val,

Glu,

Glu,

Glu,

Tyr,

Glu,




Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Asp nebo Lys;

na pozici 18 je Ser, Ala,

Asp, Trp,

na pozici

na pozici

Asp, Met,

na pozici
na pozici

Asp nebo

na pozici
na pozici
Glu, Asp
na pozici
Asp nebo
na pozici
na pozici
na pozici
Asp nebo
na pozici
na pozici
Asp nebo
na pozici
Asp nebo
na pozici
na pozici
Asp nebo
na pozici
na pozici

Glu, Asp

Tyr nebo Lys;

19 je Tyr,
20 je Leu,

Phe,
Ala,
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Gly,

Trp,
Gly,

Trp, Tyr nebo Lys;

21 je Glu,
22 je Gly,

Lys;

23 je Gln,
24 je Ala,

nebo Lys;

25 je Ala,

Lys;

26 je Lys,
27 je Leu,
30 je Ala,

Lys;

31 je Trp,
32 je Leu,

Lys;

33 je Val,

Lys;

34 je Asn,
35 je Gly,

Lys;

36 je Gly,
37 je Pro,

Thr,

Glu,

Ser,

Asp nebo Lys;

Ala,

Asn,

Gly,

Gly,

Arg,

Glu,

Gly,

Phe,
Gly,

Gly,

Lys,
Ala,

Arg,
Gly,

Ser,

Arg,

Ser,

Ser,

Gln,

Asp nebo Lys;

Ser,

Tyzr,
Ala,

Ala,

Arg,

Ser,

Lys,
Ala,

nebo Lys nebo chybi;

Thr, ~Leu,

Glu, Asp nebo Lys;

Thr,

Thr,

Glu, Asp nebo His;

Thr,

Gluy,

Ser,

Ser,

Glu,
Thr,

Glu,

Ser,

Asp nebo Lys;

‘Asp nebo His;

Asp nebo His;

Glu,

Gln nebo Lys;

Glu,

Glu,

Arg,

Glu,

Glu,

Glu,

Glu,

Glu,

Val,




Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

40,

touto aminokyselinou rovnéZ chybi.

na pozici 38
nebo chybi;
na pozici 39
nebo chybi;
na pozici 40
na pozici 41
nebo chybi;
na pozici 42
na pozici 43

na pozici 44

na pozici 45

nebo chybi

s podminkou,

41, 42,

5. Heterologni fulzni protein podle naroka 1,

Jje

Jje

Jje
Jje
Jje
je

je

je

Ser,

Ser,

Gly,
Ala,

Ser,
Ser,

Gly,

Ala,

Arg,

Arg,

Asp,
Phe,

Pro,
Pro,

Pro,

Ser,
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Lys,

Lys,

Glu, Asp nebo His,

Glu, Asp nebo His,

Glu nebo Lys nebo chybi;

Trp,
Lys,
Glu,

Glu,

Val,

Ze kdyZ aminokyselina na pozici 37,

Tyr, Glu, Asp nebo Lys,

Glu nebo Asp nebo chybi;
Asp nebo Lys nebo chybi;

Asp nebo Lys nebo chybi;

Glu, Asp nebo Lys,

38, 39,

43 nebo 44 chybi, potom kaZdéd aminokyselina za

2 nebo 3,

kde GLP-1 sloucenina zahrnuje sekvenci

vzorce II

7

8 9 10

(SEQ ID NO:

11

3)

12

13 14

15

le 17

Xaa-Xaa-Xaa~-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

18

19 20 21

22

23

24

25

26

27 28

Xaa-Tyr-Leu-Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Phe

29

30 31 32

33

34

35

36

37

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

Vzorec II

(SEQ ID NO:

3)
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kde:

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

kde

na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,

2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;
na pozici 9 je: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr, Glu
nebo His;
na pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His;
na pozici 12 je: His, Trp, Phe nebo Tyr;
na pozici 16 je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val,
Tyr, Glu nebo Ala;
na pozici 18 je: His, Pro, Asp, Glu, Arg, Ser, Ala nebo
Lys;
na pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg nebo
Cys;
na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu, Gln nebo Arg;
na pozici 24 je: Glu, Arg, Ala nebo Lys;
na pozici 26 je: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu nebo His;
na pozici 27 je: Ala, Glu, His, Phe} Tyr, Trp, Arg nebo
Lys;
na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;
na pozici 31 je: Asp, Glu, Ser, Thr, Arg, Trp nebo Lys;
na pozici 33 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly nebo Glu;
na pozici 34 je: Glu, Lys nebo Asp;
na pozici 35 je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, His nebo Glu;
na pozici 36 je: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu
nebo His;
na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.
6. Heterologni fuzni protein podle nédroka 1, 2 nebo 3,

GLP-1 slouc¢enina zahrnuje sekvenci
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vzorce III (SEQ ID NO: 4)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

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

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile-Xaa-Trp~Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
(SEQ ID NO:

Vzorec III 4)

kde:

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
a-fluormethylhistidin nebo o~methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His;

Xaa na pozici 12 je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

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

Xaa na pozici 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg nebo Cys;

Xaa na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 24 je: Glu, His, Ala nebo Lys;

Xaa na pozici 25 je: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaa na pozici 27 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg
nebo Lys;

Xaa na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

Xaa na pozici 33 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly nebo Glu;

Xaa na pozici 34 je: Glu, Lys nebo Asp; k

Xaa na pozici 35 je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,

Gly, Pro,

Xaa

His nebo Glu;

na pozici 36 je: Arg, Glu nebo His;
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Xaa na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

7. Heterologni fuzni protéin podle naroku 1, 2 nebo 3,
kde GLP-1 sloucCenina zahrnuje sekvenci

vzorce IV (SEQ ID NO: 5)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

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

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

Vzorec IV (SEQ ID NO: 5)

kde:

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, Pf-hydroxyhistidin, homochistidin,
a-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 12 je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

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

Xaa na pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg
nebo Cys;

Xaa na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 26 je: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaa na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

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

Xaa na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
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Phe, His, -NH;, Gly, Gly-Pro nebo Gly-Pro-NH, nebo chybi.

8. Heterologni fuzni protein podle narokl 1, 2 nebo 3,

kde GLP-1 sloucenina zahrnuje sekvenci

vzorce V (SEQ ID NO: 6)

7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr~Phe~Thr-Ser~Asp-Val-Ser

18

Ser-

29

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

30 31 32 33 34 35 36 37

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

Vzorec V (SEQ ID NO: 6)

kde:

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

kde

na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, PB-hydroxyhistidin, homohistidin,
a—fluormethylhistidin nebo a-methylhistidin;

na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;
na pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg

nebo Cys;

na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

na pozici 24 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg

nebo Lys

na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

9. Heterologni futizni protein podle nérokd 1, 2 nebo 3,

GLP-1 slouenina zahrnuje sekvenci

vzorce VIII (SEQ ID NO: 11).
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8 9 10

11

12

13

14
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15

16 17

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

18

19 20 21

22

23

24

25

26

27 28

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

29

30 31 32

33

34

35

36

37

Ile-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa

Vzorec VIII (SEQ ID NO: 11)

kde:

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,

2-aminohistidin, @-hydroxyhistidin, homohistidin,

a-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;
Xaa

na pozici 8 je: Gly, Ala nebo Val;

Xaa na pozici 16 je: Leu nebo Val;
Xaa na pozici 18 je Lys nebo Ser;
Xaa na pozici 19 je: Gln nebo Tyr;
Xaa na pozici 20 je: Met nebo Leu;
Xaa na pozici 22 je: Glu nebo Gln;
Xaa na pozici 23 je: Glu nebo Gln;
Xaa na pozici 25 je: Val nebo Ala;
Xaa na pozici 26 je: Arg nebo Lys;
Xaa na pozici 27 je Leu nebo Glu;
Xaa na pozici 30 je: Glu nebo Ala;
Xaa na pozici 33 je: Val nebo Lys;
Xaa na pozici 34 je: Asn nebo Lys;
Xaa na pozici 36 je: Gly nebo Arg; a
Xaa na pozici 37 je: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-

Pro-Ser nebo chybi.




10. Heteroclogni fézni

GLP-1 sloucenina nemé& vice
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protein podle narokd 1 aZ 9, kde

neZ 6 aminokyselin, které jsou

odlisné od odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0CH,
GLP-1 (7-36)0OH nebo Exendinu-4.

11. Heterologni fuzni
sloucenina nemd& vice neZ 5
odpovidajici aminokyseliny

Exendinu-4.

12. Heterologni fuzni
slouCenina nemé& vice neZ 4
odpovidajici aminokyseliny
Exendinu-4.

13. Heterologni fuzni
sloucenina nemd vice neZ 3
odpovidajici aminokyseliny

Exendinu-4.

protein podle naroku 10, kde GLP-1
aminokyselin, které se 1i8i od

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)O0H nebo

protein podle naroku 11, kde GLP-1
aminokyselin, které se 1i&i od

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0OH nebo

protein podle néaroku 12, kde GLP-1
aminokyseliny, které se 1i%i od

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo

14 .Heterologni fuzni protein podle naroku 13, kde GLP-1

sloucenina nemd vice neZ 2
odpovidajici aminokyseliny

Exendinu-4.

15. Heterologni fuzni

naroktt 1 aZ 14, kde Xaa na

16. Heterologni fuzni
sloucenina nemd vice neZ 2

odpovidajici aminokyseliny

aminokyseliny, které se 1i3i od

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0OH nebo

protein podle kteréhokoliv z

pozici 8 je glycin nebo valin.

protein podle néroku 8, kde GLP-1
aminokyseliny, které se 1i8i od

v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)0H

a Xaa na pozici 8 je glycin nebo valin a Xaa na pozici 30 Jje

alanin, kyselina glutamovi,

histidin.

kyselina aspartovd, serin nebo
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17. Heterologni fuzni protein podle naroku 16, kde Xaa na

pozici 30 je kyselina glutamova.

18. Heterologni fizni protein podle naroku 8, kde GLP-1
slouCenina neméd vice neZ 2 aminokyseliny, které se 1i%i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)OH nebo GLP-1(7-36)0H
a Xaa na pozici 8 je glycin nebo valin a Xaa na pozici 37 je
histidin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan, kyselina aspartova,

kyselina glutamova, serin, threonin, arginin nebo lysin.

19. Heterologni fuzni protein podle naroku 18, kde Xaa na

pozici 37 je histidin.

20. Heterologni fuzni protein podle naroku 8, kde GLP-1
slouCenina nema vice ne? 2 aminokyseliny, které se 1i3i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo GLP1(7~36)0H a
Xaa na pozici 8 je glycin, valin, leucin, isoleucin, serin,
threonin nebo metionin a Xaa na pozici 22 je kyselina
aspartova, kyselina glutamova, lysin, arginin, asparagin,

glutamin nebo histidin.

21. Heterologni flzni protein podle naroku 20, kde Xaa na

pozici 22 je lysin nebo kyselina glutamova.

22. Heterologni fuzni protein podle naroku 8, kde GLP-1
slouéeninou je Vval®-GLP-1(7-37).

23. Heterologni fuzni protein podle naroku 8, kde GLP-1
slou¢eninou je Gly®-GLP-1(7-37).

24. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z narokt

1 aZz 23, kde druhym polypeptidem je lidsky albumin.
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25. Heterologni fuzni protein podle naroku 24, kde druhy
polypeptid mé& sekvenci SEQ ID NO: 34.

26. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
narokl 1 aZ 23, kde druhy polypeptid je fragment albuminu s

N-zakonlenim.

27. Heterologni fuzni protein zahrnujici prvni polypeptid
s N-zakoncCenim a C-zakon€enim flzovany na druhy polypeptid s
N-zakonCenim a C-zakonCenim, kde prvni polypeptid je GLP-1
slouCenina a druhy polypeptid je vybrén ze skupiny, do které
pat?i

a) Fc &&ast imunoglobulinu;

b) analog Fc Casti imunoglobulinu; a

c) fragmenty Fc &asti imunoglobulinu, a
kde C-zakon&eni prvniho polypeptidu je fuzovano na N-

zakon€eni druhého polypeptidu.

28. Heterologni fuzni protein zahrnujici prvni polypeptid
s N-zakonCenim a C-zakonenim flzovany na
druhy polypeptid s N-zakonCenim a C-zakonlenim, kde prvni
polypeptid je GLP-1 sloucenina a druhy polypeptid je vybran
ze skupiny, do které pat?i

a) Fc Cast imunoglobulinu;

b) analog Fc &asti imunoglobulinu; a

c) fragmenty Fc ¢asti imunoglobulinu,
a kde C-zakoncCeni prvniho polypeptidu je fuzovéno na N-

zakoneni druhého polypeptid pfes peptidovy linker.

29. Heterologni fuzni protein podle naroku 28, kde
peptidovy linker je vybrén ze skupiny, do které pat¥i:

a) glycinem bohaty peptid;

b) peptid, ktery m& sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser], , kde

n je 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6; a
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c) peptid, ktery mé& sekvenci [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]s.

30. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
naroktt 27, 28 nebo 29, kde GLP-1 sloulenina zahrnuije sekvenci
vzorce 1 [SEQ ID NO: 2].

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

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

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Phe

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Ile-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

40 41 42 43 44 45

Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa

Vzorec I (SEQ ID NO: 2)

kde:

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

Xaa na pozici 9 je Glu, Asp nebo Lys;

Xaa na pozici 11 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, Val, Glu,

Asp nebo Lys;

Xaa na pozici 14 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,

Asp nebo Lys;

Xaa na pozici 16 je Val, Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Tyr,

Glu, Asp, Trp nebo Lys;

Xaa na pozici 17 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,

Asp nebo Lys;

Xaa na pozici 18 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,

Asp, Trp,

Tyr nebo Lys;




Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

na pozici 19 je Tyr,

na pozici 20 je Leu,

Phe,
Ala,
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Trp, Glu, Asp, Gln nebo Lys;
Gly, Ser, Thr, Ile, Val, Glu,

Asp, Met, Trp, Tyr nebo Lys;

na pozici 21 je Glu,
na pozici 22 je Gly,
Asp nebo Lys;

na pozici 23 je Gln,
na pozici 24 je Ala,
Glu, Asp nebo Lys;
na pozici 25 je Ala,
Asp nebo Lys;

na pozici 26 je Lys,
na pozici 27 je Leu,
na pozici 30 je Ala,
Asp nebo Lys;

na pozici 31 je Trp,
na pozici 32 je Leu,
Asp nebo Lys;

na pozici 33 je Val,
Asp nebo Lys;

na pozici 34 je Asn,
na pozici 35 je Gly,
Asp nebo Lys;

na pozici 36 je Gly,

na pozici 37 je Pro,

Asp nebo Lys;

Ala,

Asn,

Gly,
Gly,
Arg,
Glu,

Gly,

Phe,
Gly,

Gly,

Lys,
Ala,

Arg,
Gly,

Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,

Arg, Glu, Asp nebo Lys;
Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Arg,

Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,
Gln, Glu, Asp nebo His;
Asp nebo Lys;

Ser, Thr, Leu, Ile, Val, ,Glu,

Tyr, Glu, Asp nebo Lys;
Ala, Ser, Thr, Ile, Val, Glu,

Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu,

Arg, Glu, Asp nebo His;
Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,

Lys, Glu, Asp nebo His;
Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,

Glu, Asp nebo Lys nebo chybi;

na pozici 38 je Ser,
nebo chybi;

na pozici 39 je Ser,
chybi;

na pozici 40 je Gly,
na pozici 41 je Ala,
nebo chybi;

na pozici 42 je Ser,

Arg,

Arg,

Asp,
Phe,

Pro,

Lys, Glu, Asp nebo His

Lys, Glu, Asp nebo His nebo

Glu nebo Lys nebo chybi;
Trp, Tyr, Glu, Asp nebo Lys

Lys, Glu nebo Asp nebo chybi;
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Xaa na pozici 43 je Ser, Pro, Glu, Asp nebo Lys nebo chybi;

Xaa na pozici 44 je Gly, Pro, Glu, Asp nebo Lys nebo chybi; a

Xaa na pozici 45 je Ala, Ser, Val, Glu, Asp nebo Lys nebo

chybi;

s podminkou, Ze pokud aminokyselina na pozici 37, 38, 39,

40, 41, 42, 43 nebo 44 chybi, potom kaZdad aminokyselina

touto aminokyselinou rovné&Z chybi.

Za

31. Heterclogni fuzni protein podle narok@ 27, 28 nebo

29, kde GLP-1 sloucenina zahrnuje sekvenci

vzorce II (SEQ ID NO: 3)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

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

29 30 31 32 33 34 35 36 37

Ile-Xaa-Xaa-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa
Vzorec II (SEQ ID NO: 3)

kde:
Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohis
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

tidin,

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 9 je: Thr, Ser, Arg, Lys, Trp, Phe, Tyr,

nebo His;

Glu

Xaa na pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His;

Xaa na pozici 12 Jje: His, Trp, Phe nebo Tyr;

Xaa na pozici 16 je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp,

Val,




Xaa

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr, Glu nebo Ala;

na pozici 18 je: His,

nebo Lys;

na pozici 22 je: Gly,
nebo Cys;

na pozici 23 je: His,
na pozici 24 je: Glu,
na pozici 26 je:; Trp,
na pozici 27 je: Ala,
nebo Lys;

na pozici 30 je: Ala,
na pozici 31 je: Asp,
na pozici 33 je: Asp,
na pozici 34 je: Glu,
na pozici 35 je: Thr,

Gly, Pro,

na pozici 36 je: Thr,

nebo His;

na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser,

Pro,

Asp,

Asp,
Arg,
Tyr,
Gluy,

Glu,
Glu,
Arg,
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Asp,

Glu,

Lys,

Glu, Arg, Ser, Ala

Gln, Asn, Lys, Arg

Glu, Gln nebo Arg;

Ala nebo Lys;

Phe,

His,

Asp,
Ser,

Val,

Asp, Glu nebo His;

Phe,

Lys,

Tyr, Trp, Arg

Ser nebo His;
Thr, Arg,
Ala,

Trp nebo Lys;

Lys, Gly nebo Glu;

Lys nebo Asp;

Ser,

His nebo Glu;

Ser,

Lys,

Asp,

Arg, Trp, Tyr, Phe,

Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu

Glu, Asp, Trp, Tyr,

Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

32. Heterologni fuzni protein podle

naroka 27, 28 nebo

29, kde GLP-1 slou&enina zahrnuje sekvenci

vzorce III

7

(SEQ ID NO: 4)

8 9 10 11 12 13

14

15

le 17

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

18

19 20 21 22 23 24

25

26

27 28

Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Lys-Xaa-Phe

29

30 31 32 33 34 35

36

37

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

+Asp,
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vzorec III (SEQ ID NO: 4)

kde:

Xaa

na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,

2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,

o-fluormethylhistidin nebo o-—methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 11 je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His;

Xaa na pozici 12 je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

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

Xaa na pozici 22: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg nebo Cys;

Xaa na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 24 je: Glu, His, Ala nebo Lys;

Xaa na pozici 25 je: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaa na pozicil 27 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg
nebo Lys;

Xaa na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

Xaa na pozici 33 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly nebo Glu;

Xaa na pozici 34 je: Glu, Lys nebo Asp;

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

Xaa na pozici 36 je: Arg, Glu nebo His;

Xaa na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.
33. Heterologni fuzni protein podle naroku 27, 28 nebo

29, kde GLP-1 slouenina zahrnuje sekvenci
vzorce IV (SEQ ID NO: 5):

7 8 9 10 11 12 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Xaa-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

13

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

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

Vzorec IV (SEQ ID NO: 5)

kde:

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 12 Jje: His, Trp, Phe nebo Tyr;

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

Xaa na pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg
nebo Cys;

Xaa na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 26 je: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaa na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

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

Xaa na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

34. Heterologni fuzni protein podle narokd 27, 28 nebo
29, kde GLP-1 slouenina zahrnuje sekvenci

vzorce V (SEQ ID NO: 6)

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe~-Thr-Ser-Asp-Val-Ser

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

Vzorec V (SEQ ID NO: 6)

kde:

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa na pozici 22 je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys; Arg
nebo Cys;

Xaa na pozici 23 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 24 je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg
nebo Lys

Xaa na pozici 30 je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

Xaa na pozici 37 je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,

Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

35. Heterologni fuzni protein podle naroka 27, 28 nebo

29, kde GLP-1 sloulenina zahrnuje sekvenci

vzorce VIII (SEQ ID NO: 11).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Xaa-Xaa-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa-Ser

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Xaa-Xaa-Xaa-Glu-Xaa-Xaa-Ala-Xaa-Xaa-Xaa-Phe

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

Vzorec VIII (SEQ ID NO: 11)
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kde: ’

Xaa na pozici 7 je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluormethylhistidin nebo a-methylhistidin;

Xaa na pozici 8 je: Gly, Ala nebo Val;

Xaa na pozici 16 je: Leu nebo Val;

Xaa na pozici 18 je Lys nebo Ser;

Xaa na pozici 19 je: Gln nebo Tyr;

Xaa na pozici 20 je: Met nebo Leu;

Xaa na pozici 22 je: Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 23 je: Glu nebo Gln;

Xaa na pozici 25 je: Val nebo Ala;

Xaa na pozici 26 je: Arg nebo Lys;

Xaa na pozici 27 je Leu nebo Glu;

Xaa na pozici 30 je: Glu nebo Ala;

Xaa na pozici 33 je: Val nebo Lys;

Xaa na pozici 34 je: Asn nebo Lys;

Xaa na pozicl 36 je: Gly nebo Arg; a

Xaa na pozici 37 je: Gly, Pro, Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-

Pro-Ser nebo chybi.

36. Heterologni fuzni protein podle narokt 27 aZ 35, kde
GLP-1 slouCenina nem& vice neZ 6 aminokyselin, které jsou
0dlisné od odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H,
GLP-1(7-36)0H nebo Exendinu-4.

37. Heterologni fuzni protein podle néaroku 36, kde GLP-1
sloucenina nemd vice neZ 5 aminokyselin, které se 1iZi od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo

Exendinu-4.

38. Heterologni fuzni protein podle naroku 37, kde GLP-1

sloucenina nemd vice neZ 4 aminokyseliny, které se 1i3i od
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odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo

Exendinu-4.

32. Heterologni fuzni protein podle naroku 38, kde GLP-1
slouCenina neméd vice neZ 3 aminokyselin, které se 1iZi od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)0H nebo

Exendinu-4.

40. Heterologni fuzni protein podle ndroku 39, kde GLP-1
slouCenina nemd vice neZ 2 aminokyseliny, které se 1i&i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP—1(7—37)OH, GLP-1(7-36)OH nebo

Exendinu-4.

41. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z

naroklt 27 aZ 40, kde Xaa na pozici 8 je glycin nebo valin.

42, Heterologni fuzni protein podle nédroku 34, kde GLP-1
slouCenina nemd vice neZ 2 aminokyselin, které se 1i&i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo GLP1(7-36)0H a
Xaa na pozici 8 Jje glycin nebo valin a Xaa na pozici 30 je
alanin, kyselina glutamovd, kyselina aspartovd, serin nebo

histidin.

43. Heterologni fuzni protein podle naroku 42, kde Xaa na

pozici 30 je kyselina glutamova.

44. Heterologni fuzni protein podle naroku 34, kde GLP-1
sloulenina nemd vice neZ 2 aminokyseliny, které se 1i3%i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)0OH
a Xaa na pozici 8 Jje glycin nebo valin a Xaa na pozici 37 je
histidin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan, kyselina aspartova,

kyselina glutamové, serin, threonin, arginin nebo lysin.
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45. Heterologni fuzni protein podle néroku 44, kde Xaa na

pozici 37 je histidin.

46. Heterologni fuzni protein podle naroku 34, kde GLP-1
sloucenina nem& vice neZ 2 aminokyselin, které se 1i3i od
odpovidajici aminokyseliny v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)0H
a Xaa na pozici 8 je glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin,
threonin nebo methionin a Xaa na pozici 22 je kyselina
aspartova, kyselina glutamovéa, lysin, arginin, asparagin,

glutamin nebo histidin.

47. Heterologni fuzni protein podle ndroku 46, kde Xaa na

pozici 22 je lysin nebo kyselina glutamova.

48. Heterologni fuzni protein podle néroku 34, kde GLP-1
slouenina je Val®-GLP-1(7-37).

49, Heterologni fuzni protein podle naroku 34, kde GLP-1
sloudenina je Gly®-GLP-1(7-37).

50. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv =z
narokltt 27 aZz 49, kde druhy polypeptid je Fc &ast Ig vybraného
ze skupiny, do které patf¥fi: IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgE, IgA,
IgD nebo IgM.

51. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
narokl 27 aZ 50, kde druhy polypeptid je Fc &&st 1Ig vybraného
ze skupiny, do které pat¥i: IgGl, IgG2, IgG3, and IgG4.

52. Heterologni fuzni protein podle néaroku 51, kde druhy
polypeptid je &a&st IgGl imunoglobulinu.

53. Heterologni fuzni protein podle nadroku 51, kde druhy

polypeptid je Fc Cast IgG4 imunoglobulinu.
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54. Heterologni fuzni protein podle narokl 50 aZ

53, kde IgG je lidsky.

55. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
ndroktt 27 aZ 54, kde Fc &4st zahrnuje pantovou oblast, CHZ,

CH3 domény.

56. Heterologni fuzni protein podle naroku 52, kde druhy

polypeptid m& sekvenci SEQ ID NO: 32.

57. Polynukleotid kédujici heterologni fuzni protein

podle kteréhokoliv z ndrokid 1 ai 56.
58. Vektor zahrnujici polynukleotid podle naroku 57.

59. Hostitelskd& bufika zahrnujici vektor podle néroku 58.
60. Hostitelskéd bunka, exprimujici alesponl jeden
heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z nérokl 1 aZ

56.

61. Hostitelskéa bufika podle naroku 60, kde uvedena

hostitelska buiika je bunka CHO.

62. Zpusob vyroby heterologniho fuzniho proteinu
zahrnujici kroky transkripce a translace polynukleotidu podle
naroku 57 za podminek, p¥i kterych heterologni fuzni protein

je exprimovan v detekovatelném mnoZstvi.

63. Zplsob normalizace hladiny krevni glukdézy u savcih,
kte¥i to potfebuji, zahrnujici podavéani terapeuticky ucinného
mnoZstvi heterologniho fuzniho proteinu podle kteréhokoliv z

narokt 1 aZ 56.
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64. Zptsob lé&eni pacienta, ktery md diabetes mellitus
nezavisly na inzulinu, zahrnujici podavani terapeuticky
u¢inného heterologniho fuzniho proteinu podle kteréhokoliv z

narokt 1 aZ 5e.

65. Zpusob léCeni obesity zahrnujici podavani
terapeuticky uéinného mnoZstvi heterologniho fizniho proteinu

podle kteréhokoliv z mnarokd 1 aZ 56.

66. PouZiti heterologniho fuzniho proteinu podle z
kteréhokoliv z néarokd 1 aZ 56 pro vyrobu prostfedku k léceni

pacient, ktefi maji diabetes mellitus nezavisly na isulinu.

67. PouZiti heterologniho fuzniho proteinu podle z
kteréhokoliv z néaroktl 1 aZ 56 pro vyrobu prostfedku k léceni

pacientl, kte¥i jsou obézni.

68. Farmaceutickéd formulace prizplspbend pro léceni
pacient®, kte¥i maji diabetes mellitus nezavisly na isulinu,
zahrnujici heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z

nédroku 1 aZ 5o.

69. Heterologni fuzni protein podle narokt 1, 2 nebo 3,
kde GLP-1 sloudenina zahrnuje sekvenci

vzorce I [SEQ.ID NO: 12]
Xaas-Xaag-Glu-Gly-Thr—-Xaa;,-Thr-Ser-Asp-Xaais—Ser
Xaalg-Xaajo-Xaazo—Glu-Xaaz,-Gln-Ala-Xaazs-Lys—-Xaazr—
Phe-Ile-Xaaszo—-Trp-Leu-Xaass—~Lys—-Gly-Arg-Xaass

Vzorec IX (SEQ ID NO: 12)

kde:

Xaas je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
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2-aminohistidin, Pp-hydroxyhistidin, homohistidin,

oa-fluormethylhistidin nebo o-methylhistidin;

Xaag je: Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;
Xaaiz je Phe, Trp nebo Tyr;

Xaaig je: Val, Trp, Ile, Leu, Phe nebo Tyr;
Xaayg je: Ser, Trp, Tyr, Phe, Lys, Ile, Leu, Val;
Xaaigs je Tyr, Trp nebo Phe;

Xaayo je: Leu, Phe, Tyr nebo Trp;

Xaaz; je: Gly, Glu, Asp nebo Lys;

Xaazs je: Ala, Val, Ile nebo Leu;

Xaaz; Je: Glu, Ile nebo Ala;

Xaaszo je: Ala nebo Glu

Xaazs je: Val nebo Ile; a

Xaasz; je: Gly, His, NH; nebo chybi.

70. Heterologni fuzni protein podle naroku 69, kde druhym
polypeptidem je lidsky albumin.
71. Heterologni fuzni protein podle naroku 70, kde druhy

polypeptid mé sekvenci SEQ ID NO: 34.

72. Heterologni fuzni protein podle naroku 69, kde druhy

polypeptid je fragment albuminu s N-zakoncenim.

73. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
narokt 27, 28 nebo 29, kde GLP-1 slouCenina zahrnuje sekvenci
vzorce IX [SEQ ID NO: 12]

Xaar—-Xaag-Glu-Gly-Thr-Xaa;;-Thr-Ser-Asp-Xaa,s-Ser-
Xaajg—-Xaajs—Xaazo—-Glu-Xaaz,—Gln-Ala-Xaazs—Lys-Xaasy—
Phe-Ile-Xaajp—-Trp-Leu-Xaass~Lys—-Gly-Arg-Xaas;

(SEQ ID NO:

Vzorec IX 12)
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kde:

Xaa; je: L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2-aminohistidin, B-hydroxyhistidin, homohistidin,
o-fluormethylhistidin nebo a-methylhistidin ;

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

Xaai, je: Phe, Trp nebo Tyr;

Xaais je: Val, Trp, Ile, Leu, Phe nebo Tyr;

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

Xaays je: Tyr, Trp nebo Phe;

Xaazo jes Leu, Phe, Tyr nebo Trp;

Xaayz je: Gly, Glu, Asp nebo Lys;

Xaays je: Ala, Val, Ile nebo Leu;

Xaay7 je: Glu, Ile nebo Ala;

Xaaso je: Ala nebo Glu

Xaasz je: Val nebo Ile; a

Xaas? je: Gly, His, NH; nebo chybi.

74. Heterologni fuzni protein podle naroku 73, kde druhym

polypeptidem je Fc ¢ast Ig vybraného ze skupiny, do ktere
pat¥i: IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgE, IgA, IgD nebo IgM.

75. Heterologni fuzni protein podle naroku 73 nebo 74,
kde druhym polypeptidem je Fc cast Ig vybraného ze skupiny,

do které patfi: IgGl, IgG2, IgG3 a IgG4.

76. Heterologni fuzni protein podle naroku 75, kde druhym
polypeptidem je Fc C&st IgGl imunoglobulinu.

77. Heterologni fuzni protein podle né&roku 75, kde druhym
polypeptidem je Fc &&st IgG4 imunoglobulinu.

78. Heterologni fuzni protein podle nérokl 73 aZ 78, kde

IgG je lidsky.
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79. Heterologni fuzni protein podle né&roku 75, kde druhy

polypeptid mé& sekvenci SEQ ID NO: 32.

80. Heterologni fuzni protein podle kteréhokoliv z
narokt 69 a? 79, kde GLP-1 sloudenina je vybrédna ze skupiny,
do které patii Gly®-GLP-1(7-37), Val®-Tyr'’-GLP-1(7-37), Val®-
Tyr'?-GLP-1(7-36), Val®-Trp'?-1(7-37), Val®-Leu'®-GLP-1(7-37),
vVal®-vall®-GLP-1(7-37), Val®-Tyr'®-GLP-1(7-37), Gly’-Glu**-GLP-1
(7-37), Val®-Gluy,~GLP-1(7-37), Val®-Leu?*-GLP-1(7-37), Val®-
Pyrl2-Tyrl®-GLP-1(7-37), Val®-Trp*?-Glu*’-GLP-1(7-37), Val®-Tyr'’-
Glu?-GLP-1(7-37), Val®-Tyr'®-Phe'®~-GLP-1(7-37), Val®’-Tyr'°*-Glu**-
GLP-1(7-37), Val®-Trp'®-Glu??~-GLP-1(7-37), Val®-Leu'®-Glu**-GLP-1
(7-37), Val®-Ile'®-Glu?*~GLP-1(7-37), Val®-Phe'*-Glu®*-GLP-1(7-
37), Val®-Trp'®-Glu?*-GLP-1(7-37), Val®-Tyr'*-Glu**~-GLP-1(7-37),
Val®-Phel®-Glu??-GLP-1(7-37), Val®-Ile®-Glu®?-GLP-1(7-37), Val’-
Lys'®-Glu?*~-GLP-1(7-37), Val®-Trp'’-Glu*’*~GLP-1(7-37), Val®-Phe'’-
Clu?2-GLP-1(7-37), Val®-Phe?°-Glu?’~-GLP-1(7-37), Val®-Glu**-Leu®-
GLP-1(7-37), Val®-Glu?*-11e**-GLP-1(7-37), Val®-Glu**-val?*-GLP-1
(7-37), Val®-Glu??-I11e?’-GLP-1(7-37), Val®-Glu®*-Ala®’-GLP-1(7-
37), Val®-Glu??-11e®-GLP-1(7-37), Val®-Asp’~Ile''-Tyr'®-Glu®*-
GLP-1(7-37), Val®-~Tyrl®-Trp'®-Glu®?-GLP-1(7-37), Val®-Trp'°-Glu?**-
Val?-I11e®-GLP-1(7-37), Val®-Trp'®-Glu®?-11e*-GLP-1(7-37), Val’-
Glu?2-val?®-11e¥*-GLP-1(7-37), Val®-Trp*®-Glu??*-val®*-GLP-1 (7-37)
a Val®-Cys®-Lys?*-GLP-1(7-37).




Ala
Pro
Lys
Cys
Asn
Pro
Leu
Cys
Ile
Leu
Thr
Trp
Pro
Thx
Ser

Leu

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

Ser

Pro Lys

Pro Glu

Lys Asp

vVal val

Tyr Val

Glu Glu

Val Leu

Val Ser

Lys Ala

Pro Ser

Leu Val
Ser Asn
Leu Asp
Asp Lys
Met His

Leu Ser

Ser
20

Lys
35

Thr
50

Asp
65

Asp
80

Gln
95

His
110
Asn -
125
Lys
140
Arg
155
Lys
170
Gly
185
Ser
200
Ser
215
Glu
230
Pro

Cys
Gly

Lys

Valf

Gly
TYTr
Gln
Lys
Gly
Glu
Giy
Gln
Asp
Arg
Ala

Gly

Obr.

Asp
Gly
Met
Ser
val
Asn
Asp
Ala
Gln
Glu
Phé
Pro
Gly
Trp
Leu

Lys

1/17 .

Lys
Pro
Ile
His
Glu
Ser
Trp
Leu
Pro.
Met
Tyr
Glu
Ser
Gln

His

Thr
Ser
Ser
Glu
val
Thr
Leu
Pro
Axrg
Thr
Pro
Asn
Phe

Gln

10

His Thr
25

Val Phe
40

Arg Thr
55

Asp Pro
70

His Asn
85

Tyr 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

Asn His Tyrx

[SEQ ID NO:

Cys Pro

Leu Phe

Pro

Glu val

Ala Lys

Val Vval
L?s Glu
Ile Glu
Gln Val

Gln Val

Ile Ala
Lys Thr
Tyr Ser
Val Phe
Thr Gln

32]

. .

hd L d
[ 2N I ) *
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Glu

Thr

o WL

Ld
.
L ]

15
Pro Cys
30
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

Pro
Val

Lys

Ser
Tyr
Lys
Tyxr
Ser
val
Thr
Lys
Sex

Lys

bOL

2800
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@
*
.

L ]
d000
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Asp
Phe
Glu
55 _
}}la
Lys
Cys
Asn
Phe
145
Arg
Ala
Lys
Lys
Ala

235
val

Cys
Ile
Cys
Ala
325
val
val
Cys
Pro
Asn
415
val

val

val

Ala
20

Lys
Asp
Asp
Leu
Ala
110
Pro
His
His
Ala

Leu
200

Cys
Arg
Thr
Ala
Ser
290
Ile
ASp
Phe
val
Ala
380
Leu
Leu
Pro
Gly
Tyxr

470
Ser

His
Ala
His

Glu
75

Cys.

Lys
Ash
Asp
Pro
165
Phe
Asp
Ala
Leu
Asp
255
Asp
Ser
Ala
Phe
Leu
345
Leu
Ala
Vval
Gly
Gln
435
Ser
Leu

ASp

Lys
Leu
40

val
Ser
Thr
Gln
Leu

130
Asn

Thr
Glu
Ser
220
Ser
Leu
Asp
Lys
Glu
310
val
Gly
Leu
Ala
Glu
400
Glu
Val
Lys

Ser

Arg

Sex
vVal
Lys
Ala
val
95

Glu
Pro
Glu
Phe
Glu
185
Leu
Leu
Gln
Thr
Arg
275
Leu
val
Glu
Met
Leu
365
Asp
Glu
Tyx
Serxr
Cys
455
val

val

Glu
Leu
Leu
60

Glu
Ala
Pro
Arg

Glu
150

Tyr
cys

arg

“Gln

Arg
240
Lys
Ala
Lys
Glu
Ser
330
Phe
Arg
Pro
Pro
Lys

420
Thr

Cys
val

Thr

val
25

Ile
Val
Asn
Thr
Glu
115
Leu
Thr
Ala
Cys
Asp
205
Lys
Phe
val
Asp
Glu
295
Asn
Lys
Leu
Leu
His
385
Gln
Phe
Pro
Lys
Leu

475
Lys

Ala
Ala

Asn

Cys
80

Leu
Arg
val
Phe
Pro
170
Gln
Glu
Phe
Pro
His

260
Leu

Cys
Asp
Asp
350
Ala
Glu
Asn
Gln
Thr
440
His
Asn

Cys
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Obr.

His
Phe
45
Glu
Asp
Arg
Asn
Arg
135
Leu
Glu
Ala
Gly
Gly
225
Lys
Thr
Ala
Cys
Glu
315
Vval
Glu
Lys
cys
Leu
405
Asn
Leu

Pro

Gln

Cys

2

10
Arg

Ala
val
Lys
Glu
100
Glu
Pro
Lys
Leu
Ala
190
Lys
Glu
Ala
Glu
Lys
280
Glu

Met

Cys

Thr
370
Ile
Ala
Val
Glu
460

Leu

Thr

Phe
Gln
Thr
65

Ser
Thr
Cys
Glu
Lys
155
Leu
Asp
Ala
Arg

Glu
245

cys
Tyr
Lys
Pro
Lys

33s
Ala

Ala
Lys
Leu
425
Glu

Ala

Glu

Lys
30
Glu

Leu

Phe
120
val

Tyr
Phe
Lys
Ser
210
Ala
Phe
cys
Ile
Pro
300
Ala
Asn
Arg
Glu
Lys
390
Gln
Leu
Val
Lys
Val

480
Ser

Asp
Leu
Phe
His
8s

Gly
Leu
Asp
Leu
Phe
175
Ala

Ser

Phe’

Ala
His
265
Cys
Leu
Asp
Tyr
Arg
355
Val
Asn
Val
Sexr
445
Arg
Leu

Leu

Leu
Gln
50

Ala
Thr
Glu
Gln
val
140
Ala
Ala
Ala
Lys
230
Glu
Gly
Glu

Leu

Leu

320
Ala

His
Thr

Phe

Cys
410
Arg
Arg

Met

val

i5
Gly

Gln
Lys
;.eu
Met
105
His
Met
Glu
Lys
Cys
185
Lys
Ala
Vval
Asp
Asn
285
Glu

Pro

Glu

Glu

Thr
70

Phe
Ala
Lys
Cys
Ile
160
Arg

Leu

Gln

Ser
250
Leu
Gln
Lys
Ser

Ala

© 340

Pro

Leu
375

Asp

Glu

Asn
Pro
465
Glu

Asn

Asp
Glu
Glu
Leun
Thr

430
Leu

Cys
Lys

Arg

Glu
35
Pro

Cys
Cly
Asp

Asp

‘125

Tbr

Ala

Leu
Arg
215
Ala
Lys
Leu
Asp
Serx
305

Leu

Lys

Lys
Phe
395
Phe
Lys
Gly
Ala
Thr

485
Arg

Asn
Phe
val
Asp
90

Ccys
Asp
Ala
Arg
Lys
180
Pro
Leu
Val
Leu
Glu
270
Ser
His
Ala
Asp

Ser
360

Cys
Lys
Glu
Lys
Lys
450
Glu

Pro

Pro




Cys
508
Glu
Ile
Lys
Cys
Ala

Phe
Thx
Lys

Glu

560

Lys

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
Ala
Lys

Ala

Obr.

Val Asp
-Asp
530
Val

Ala
Leu
Val

565

Glu Thr

Leu Gly

Met

3/17

2 pokracovani

495
Glu Thr Tyr val
515

Ile Thr Leu

Cys
Leu
550
Asp Asp Phe Ala

570
Ala Glu

Glu Val Lys

Cys Phe
585
Leu

[SEQ ID

500
Pro Lys Glu Phe Asn Ala
520
Lys Glu Arg Gln
540
Pro Lys Ala Thr
555 '
Val Glu Lys Cys
575
Lys Lys Leu Val

Ser Giu
535

His Lys
Ala Phe

Glu Gly

NO: 34]
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Obr. 5
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Obr. 8
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Obr. 9
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Obr. 10
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Obr. 10
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Obr. 11
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Obr. 12

éAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACC
ggAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
;gQCCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
éigAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
éggGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
gggACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAAT
;ggAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAT
éggGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
iggCCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
zzgTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
gggCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
iggCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
zggTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
gggCAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAT
700

AGT [SEQ ID NO: 33]
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Obr. 13

1

GATGCGCACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTARAGATTTGGGAGAAGA
50

AAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGT
100

GTCCATTTGAAGATCATGTAARATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCA
150 '
AAAACATGTGTTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCA
200

TACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
250

ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAGAGAAATGAA
300

TGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAG
350

ACCAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACAT
400 ‘

TTTTGAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTAT
450

GCCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGA
500

ATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATG
550

AACTTCGGGATGAAGGGAAGQCTTCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGT
600

GCCAGTCTCCAAARATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGC
650

TCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGRAAGTTTCCAAGT
700

TAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTG
750

CTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGARAA
800

TCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAARAACCTCTGT
850 '

TGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCT
900

GACTTGCCTTCATTAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAR
950

AAACTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTATGAAT
1000

ATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGACTTGCC
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Obr. 13 pokradovani

1050

AAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCA
1100

TGAATGCTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGC
1150

CTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAG
1200

TACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCA
1250 '

AGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGE
1300

GCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
1350

GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAARAC
1400

GCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
1450

GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGARACATACGTTCCCAARA
1500

GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTC
1550

TGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGA
1600

AACACAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGARAGCTGTTATGGATGAT
1650

TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTG
1700

CTTTGCCGAGGAGGGTAAAARACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAG
1750

GCTTATAATGAC [SEQ ID NO: 35]
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P¥ehled sekvenci

<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Eli Lilly and Company

GLP-1 FUZNI PROTEINY

X-13981

Us 60/251,954
2000-06-12

35

Verze patentu 3.1
1
31
PRT

Homo sapiens

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

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

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

<222>

20 25 30

2

39

PRT

Uméla sekvence

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY

(2) . . (2)

<223> Xaa na pozici 2 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, val,
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Glu, Asp nebo Lys;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (3) . . (3)

<223> Xaa na pozici 3 je Glu, Asp nebo Lys;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (5) . . {(5)

<223> Xaa na pozibi 5 je Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, Ile, val, Glu,
Asp nebo Lys;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (8)..(8)

<223> Xaa na pozici 8 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, vat, Glu,

Asp nebo Lys;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (10)..(10)

<223> Xaa na pozici 10 je val, Ala, Gly, ser, Thr, Leu, Ile, Tyr,
Glu, Asp nebo Lys;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (11)..(11)

<223> Xaa na pozici 11 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu,
Asp nebo Lys;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (12)..(12)

<223> Xaa na pozici 12 je Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, Ile, val, Glu,

Asp, Lys, Trp nebo Tyr;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (13)..(13)




<223> Xaa na pozici
<220>
<221>
<222>

RUZNE ZNAKY
(14)..(14)

<223> Xaa na pozici

13 je Tyr, Phe, Trp,

14 je Leu, Ala, Gly,

Asp, Met, Lys, Trp nebo Tyr;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY
<222> (15)..(15)
<223> Xaa na pozici

<220>

<221> RUZNE ZNAKY
<222> (16)..(16)
<223> Xaa na pozici

Asp, Trp nebo Lys;

<220>
RUZNE ZNAKY
(17)..(17)

<221>
<222>
<223> Xaa na pozici
<220>
<221>
<222>

RUZNE ZNAKY
(18)..(18)
<223> Xaa na pozici
Glu, Asp nebo Lys:
<220>

<221> RUZNE ZNAKY
<222> (19)..(19)
<223> Xaa na pozici

Asp nebo Lys;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (20)..(20)

15 je Glu, Asp nebo

16 je Gly, Ala, ser,

17 je Gln, Asn, Arg,

18 je Ala, Gly, Ser,

G7u, Asp, Gln nebo Lys;

Ser, Thr, Ile, val, Glu,

Lys;

Thr, Leu, Ile, val, Glu,

Glu, Asp nebo Lys;

Thr, Leu, Ile, val, Arg,

19 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,




<223>

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

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

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

<220>
<2z1>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<220>

<221>
<222>
<223>

eoee
(& X]
L]

toon
L]

4

Xaa na pozici 20 je lys, Arg, Gln, Glu, Asp nebo His;

RUZNE ZNAKY
(21) . . (21)

Xaa na pozici 21 je Leu, Glu, Asp nebo Lys:

RUZNE ZNAKY

(24) . . (24)

Xaa na pozici 24 je Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,
Asp nebo Lys;

RUZNE ZNAKY
(25)..(25)
Xaa na pozici 25 je Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp nebo Lys;

RUZNE ZNAKY

(26) . . (26)

Xaa na pozici 26 je Leu, Gly, Ala, ser, Thr, Ile, val, Glu,
Asp nebo Lys;

RUZNE ZNAKY

(27)..(27)

Xaa na poziei 27 je Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Glu,
Asp nebo Lys;

RUZNE ZNAKY
(28)..(28)
Xaa na pozici 28 je Asn, Lys, Arg, Glu, Asp nebo His;

RUZNE ZNAKY

(29)..(29)

Xaa na pozici 29 je Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val, Glu,
Asp nebo Lys;
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<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (30)..(30)

<223> Xaa na pozici 30 je Gly, Arg, Lys, Glu, Asp nebo His;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (31)..{31)

<223> Xaa na pozici 31 je Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, Ile, Val,
Glu,

Asp nebo Lys nebo chybi;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222>

<223> Xaa na pozici 32 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp nebo His nebo
chybi;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (33)..(33)

<223> Xaa na pozici 33 je Ser, Arg, Lys, Glu, Asp nebo His nebo
chybi;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (34)..(34)

<223> Xaa na pozici 34 je Gly, Asp, Glu nebo Lys nebo chybi;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (35)..(35)

<223> Xaa na pozici 35 je Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp nebo Lys
nebo chybi;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (36)..(36)

<223> Xaa na pozici 36 je Ser, Pro, Lys, Glu nebo Asp nebo

chybi;




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

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

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

<400>
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RUZNE ZNAKY
(37)..(37)
Xaa na pozici 37 je Ser, Pro, Glu, Asp nebo Lys nebo

chybi;

RUZNE ZNAKY

(38)..(38)

Xaa na pozici 38 je Gly, Pro, Glu, Asp nebo Lys nebo
chybi;

RUZNE ZNAKY
(39)..(39)
¥aa na pozici 39 je Ala, Ser, val, Glu, Asp nebo Lys nebo

chybi ;

2

His Xaa Xaa Gly Xaa Phe Thr Xaa Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

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

<220>

<223>

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

35

32
PRT

Uméla sekvence

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY
(1) .. (1)

Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo chybi.




<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (2)..(2)

<223> Xaa na pozici 2 je Gly, Ala, val, Leu, Ile,

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (3)..(3)

<223> Xaa na pozici 3 je Thr, Ser, Arg, Lys, Txp,

nebo His;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (5)..(5)

<223> Xaa na pozici 5 je Asp, Glu, Arg, Thr, Ala,

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (6)..(6)

<223> Xaa na pozici 6 je His, Trp, Phe nebo Tyr;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (10)..(10)

<223> Xaa na pozici 10 je Leu, Ser, Thr, Trp, His,
Tyr, Glu nebo Ala;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (12)..(12)

<223> Xaa na pozici 12 je His, Pro, Asp, Glu, Arg,
Lys:

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (13)..(13)

<223> Xaa na pozici 13 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn,
Arg nebo Cys;

<220>

Ser nebo Thr;

Phe, Tyr, Glu

Lys nebo His;

Phe, Asp, Val,

Ser, Ala nebo

Lys,




<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

<220>

RUZNE ZNAKY
(17)..(17)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(18)..(18)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(20)..(20)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(21)..(21)
Xaa na pozici

Lys;

RUZNE ZNAKY
(24)..(24)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(25)..(25)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(27)..(27)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(28)..(28)

Xaa na pozici

17

18

20

21

24

25

27

28

je

je

je

je

je

je

je

Jje

His,

Glu,

Trp,

Ala,

Ala,

Asp,

Asp,

Glu,

Asp, Lys, Glu, Gln nebo Arg;

Arg, Ala nebo Lys;

Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu nebo His;
Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg nebo
Glu, Asp, Ser nebo His;

Glu, Ser, Thr, Arg, Trp nebo Lys;
Arg, val, Lys, Ala, Gly nebo Glu;
Lys nebo Asp;




<221> RUZNE ZNAKY

<222> (29)..(29)

<223> Xaa na pozici 29 je Thr, ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Gly, Pro, His nebo Glu;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (30)..(30)

<223> Xaa na pozici 30 je Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu

nebo His;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY.

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na pozici 31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His,Gly nebo chybi.

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (32)..(32)

<223> Xaa na pozici 31 je Pro nebo chybi.

<400> 3
Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Leu Glu Gly
1 5 10 15

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Phe Ile Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30

<210> 4
<211> 32
<212> PRT

<213> Uméld sekvence

<220>

<223> synteticky konstrukt
<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (1)..(1)

<223> Xaa na pozici 1 je L-~histidin, D-histidin nebo chybi.




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

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Cys;

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

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

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

10

RUZNE ZNAKY
(2) . . (2)

Xaa na pozici 2 je Gly,

RUZNE ZNAKY
(5)...(5)

Xaa na pozici 5 je Asp,

RUZNE ZNAKY
(6)..(6)

Xaa na pozici 6 je His,

RUZNE ZNAKY
(10} ..(10)
Xaa na pozici 10 je Leu,

Glu nebo Ala;

RUZNE ZNAKY
(16)..(16)
Xaa na pozici 16 je Gly,

RUZNE ZNAKY
(17)..(17)

Xaa na pozici 17 je His,

RUZNE ZNAKY
(18)..(18)

Xaa na pozici 18 je Glu,

RUZNE ZNAKY
(19)..(19)

Xaa na pozici 19 je Asp,

XN

esee
(X ]
L]
.
L XX ¥

Ala, Vval, Leu, Ile,

Glu, Arg, Thr, Ala,

Trp, Phe nebo Tyr;

Ser, Thr, Trp, His,

Asp, Glu, Gln, Asn,

Asp, Lys, Glu nebo

His, Ala nebo Lys;

Lys, Glu nebo His;

Ser nebo Thr;

Lys nebo His;

Phe,

Lys,

Gln;

Asp, Val,

Arg nebo




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

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Gly,

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Phe,

<220>
<221>

RUZNE ZNAKY
(21)..(21)
Xaa na pozici
Lys;
RUZNE ZNAKY
(24)..(24)
Xaa na pozici
RUZNE ZNAKY
(27)..(27)
Xaa na pozici
RUZNE ZNAKY
(28) ..(28)
Xaa na pozici
RUZNE ZNAKY
(29)..(29)
Xaa na pozici
Pro, His nebo
RUZNE ZNAKY
(30)..(30)
Xaa na pozici
RUZNE ZNAKY
(31)..(31)
Xaa na pozici
His, Gly nebo

RUZNE ZNAKY

11

21 je Ala,

24 je Ala,

27 je Asp,

28 je Glu,

29 je Thr,
Glu;

30 je Arg,

Glu, His,

Glu, Asp,

Arg, Val,

Lys nebo

Ser, Lys,

Glu nebo

Phe, Tyr, Trp, Arg nebo
Ser nebo His;

Lys, Ala, Gly nebo Glu;
Asp;

Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
His;

31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,

chybi.
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<222> (32)..(32)

<223> Xaa na pozici 32 je Pro nebo chybi.

<400> 4
Xaa Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

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

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> synteticky konstrukt
<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (1)..(1)

<223> Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo chybi.

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (2)..(2)

<223> Xaa na pozici 2 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Met nebo

Thr;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY
<222> (6)..(6)

<223> Xaa na pozici 6 je His, Trp, Phe nebo Tyr;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (10)..(10)

<223> Xaa na pozici 10 je Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val,
Glu nebo Ala;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY




<222>
<223>

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Gly,

<220>
<221>
<222>
<223>
Phe,

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

<400>

Xaa Xaa Glu Gly Thr

1

(16)..(16)
Xaa na pozici

Cys;

RUZNE ZNAKY
(17)..(17)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(20)..(20)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(24)..(24)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(29)..(29)

Xaa na pozici

Pro, His nebo

RUZNE ZNAKY
(31)..(31)

Xaa na pozici

His, Gly nebo

RUZNE ZNAKY

(32)..(32)

Xaa na pozici

5

5

([ EX X ]
L X ]
L X ]

L]
L X ]
-
L ]
L J
L XX X]

13

16 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg nebo

17 je His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

20 je Asp, Lys, Glu nebo His;

24 je Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

29 je Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp,
Glu;

31 je Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
chybi.

32 je Pro nebo chybi.

Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
10 15
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Xaa Ala Ala Xaa Glu Phe Ile Xaa Trp Leu val Lys Xaa Arg Xaa Xaa

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Cys;

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Lys;

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

20 25 30

6
32
PRT

Uméla sekvence

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY
(1)..(1)

Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo chybi.

RUZNE ZNAKY
(2)..(2)
Xaa na pozici 2 je Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

RUZNE ZNAKY
(16)..(1l6)
Xaa na pozici 16 je Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg nebo

RUZNE ZNAKY
(I7)..(17)
Xaa na pozici 17 je His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

RUZNE ZNAKY
(18)..(18)
Xaa na pozici 18 je Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg nebo

RUZNE ZNAKY
(24)..(24)

Xaa na pozici 24 je Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;




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

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

<400>

15

RUZNE ZNAKY
(31)..(31)

Xaa na pozici 31 je Lys, Arg , Thr, Ser, Glu, Asp, Trp,

Tyr, Phe, His, Gly, Gly-Pro nebo chybi.

RUZNE ZNAKY
(32)..(32)

Xaa na pozici 32 je Pro nebo chybi.

6

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10

15

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

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

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

<222>
<223>

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

<220>
<221>
<222>

20 25

9
31
PRT

Uméld sekvence

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY

(1)..(1)

Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo

RUZNE ZNAKY

(2)..(2)

Xaa na pozici 2 je Ala, Gly, Val, Thr, Ile,
a alfa-methyl-Ala;

RUZNE ZNAKY
(15)..(15)

30

chybi.
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<223> Xaa na pozici 15 je Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly;

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (21)..(21)

<223> Xaa na pozici 21 je Glu, Gln, Ala, Thr, Ser a Gly;

<400> 7
Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Xaa Gly
1 5 10 15

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

<210> 8
<211> 30
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> synteticky konstrukt

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (19)..(19)

<223> ¥aa na pozici 19 je Lys nebo Arg;

<220>

<221> MOD_RES
<222> (27)..(27)
<223> ACETYLACE

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (30) . . (30)

<223> Xaa na pozici 30 je Gly:;

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACE
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<400> 8

Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Setr Ser Tyr Leu Glu Gly Gln

1 5

10 15

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

25

30

20
<210> 9
<211> 39
<212> PRT
<213> Umé&la sekvence

<220>
<223>

synteticky konstrukt

<400> 9
His Ser Asp Gly Thr Phe Thr
1 5

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
20

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

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

<220>
<223>

<400>

35
10
39

PRT

Umélad sekvence

synteticky konstrukt

10

Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
10 15

Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
25 30

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu

1

5

10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20

25 30




18

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

<210>
<211>
<z212>
<213>

<220>
<223>
<224>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>

35

11
39
PRT

Uméla sekvence

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY
(L) . . (1)

Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo

RUZNE ZNAKY
(2)..(2)
Xaa na pozici 2 je Gly, Ala nebo Val;

RUZNE ZNAKY
(10) .. (10)

Xaa na pozici 10 je Leu nebo Val;

RUZNE ZNAKY
(12) . . (12)

Xaa na pozici 12 je Lys nebo Ser;

RUOZNE ZNAKY
(13)..(13)

Xaa na pozici 13 je Gln nebo Tyr;

RUZNE ZNAKY
(14)..(14)

Xaa na pozici 14 je Met nebo Leu;

chybi.




<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

RUZNE ZNAKY
(16)..(16)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(17)..(17)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(19)..(19)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(20)..(20)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(21)..(21)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(24)..(24)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(27) (27)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(28)..(28)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(30)..(30)

16

17

19

20

21

24

27

28

je

je

je

je

Jje

je

je

je

19

Glu

Glu

Val

Arg

Leu

Glu

Val

Asn

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

Gln;

Gln;

Ala;

Lys;

Glu;

Ala;

Lys;

Lys;




<223>

<220>
<221>
<222>
<Z23>

<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>

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(31)..(31)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
{(32)..(32)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(33)..(33)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(34)..(34)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(35)..(35)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(36)..(36)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(37)..(37)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(38)..(38)

30

31

32

33

34

35

36

37

je

je

je

Jje

je

je

je

je

20

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Ala

Pro

Pro

nebo Arg; a

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

nebo

Pro;

chybi.

chybi.

chybi.

chybi.

chybi.

chybi.
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<223>

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

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

<400>

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(39)..(39)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(39)..(39)

Xaa na pozici

11

Xaa Xaa Glu Glu Thr

1

5

Xaa Ala Xaa Xaa Xaa

20

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

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

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

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

<220>
<221>

35

i2
31
PRT

Umé&la sekvence

21

38 je Pro nebo

39 je Pro nebo

39 je Ser nebo

Phe Thr Ser Asp

Phe Ile Xaa Trp

25

Xaa Xaa

synteticky konstrukt

RUZNE ZNAKY
(1)..(1)

chybi.

chybi.

chybi.

Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa

10 15

Leu Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa
30

Xaa na pozici 1 je L-histidin, D-histidin nebo chybi.

RUZNE ZNAKY
(2)..(2)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY

2 je Ala, Gly,

Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;




<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

(6)..(6)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(10)..(10)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(12)..(12)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(13)..(13)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(14)..(14)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
{(16)..(1e6)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(19)..(19)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(21)..(21)

Xaa na pozici

RUZNE ZNAKY
(24)..(24)

6

10

12

13

14

16

19

21

je

je

je

je

je

je

je

je

22

Phe,

val,

Ser,

Tyr,

Leu,

Gly,

Ala,

Glu,

nebo

Trp

Trp,

Trp,

Trp nebo

Phe,

Tyr

Glu, Asp

Ile

val,

Ile nebo

Ile,

Tyx,

Tyr;

Leu,

Phe,

Phe;

nebo

nebo

nebo

Ala;

Phe nebo Tyr;
Lys, Ile, Leu,
Trp:
Lys:;

Leu;

Val;




23

<223> Xaa na pozici 24 je Ala nebo Glu;

<220>
<221> RUZNE ZNAKY
<222> (27)..(27)

<223> Xaa na pozici 27 je Val nebo Ile; a

<220>

<221> MOD_RES

<222> {30..(30)

<223> AMIDACE

<220>

<221> RUZNE ZNAKY

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na pozici 31 je Gly, His nebo chybi.

<400> 12
Xaa Xaa Glu Gly Thr Xaa Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Xaa

1 5 10 15

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

<210> 13




" <211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
gis val Glu Gly ;hr

Gln

Ala

Asn

cys

65

Ala

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

His

Lys

Leu

Ala

His

Phe

50

Pro

Lys

His

Thr

Asn

130

Leu

Glu

Pro

Ala

Leu
210

616
PRT

Umé&la sekvence

Synteticky konstrukt

13

Ala

Lys

35

Lys

Phe

Thr

Thr

Tyr

115

Glu

val

Glu

Tyr

Ala

195

Pro

Ala

Glu

Cys

Leu

100

Gly

cys

Arg

Thr

Phe

180

Phe

Lys

Glu

Glu

Leu

ASp

val

85

Phe

Glu

pPhe

Pro

Phe

165

Tyr

Thr

Leu

phe

pPhe

val

val

His

70

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

150

Leu

Ala

Glu

AsSp

Thr
I1g
Ala
Leu
55

val
Asp
Asp
Ala
Gln
val
Lys
Pro
Cys

Glu
215

ser

Ala

His

40

Ile

Lys

Glu

Lys

Asp

Lys

Glu

200

Leu

24

ASp

Trp.

25

Arg

Ala

Leu

ser

Leu

105

Cys

Lys

val

Tyr

Leu

185

GlIn

Arg

val

10

Leu

Phe

Phe

val

Ala

90

Cys

Cys

Asp

Met

Leu

170

Leu

Ala

Asp

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

val

Lys

Ala

Asn

75

Glu

Thr

Ala

Asp

cys

155

TYyr

Phe

Ala

Glu

Lys

ASp

Glin

60

Glu

Asn

val

Lys

Asn
140

Thr

Glu

Phe

Asp

Gly

Gly

Leu

45

Tyr

val

Cys

Ala

Pro

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

Arg
30

Gly
Leu
Thr
Asp
Thr
110
Glu
Asn
Phe
Ala
Lys

Ala

Ala

15

Gly

Glu,

Glin

Glu

Lys

Leu

Pro

Leu

His

Arg

Arg

Ala

Ser

Asp

Glu

Gln .

Phe
80

ser
Arg
Glu
Pro
ASp
160
Arg
Tyr

Cys

Ser




Ala

225

Ala

Ala

His

Ala

305

Ile

Ala

Ala

His

Glu

385

Tyr

Asn

Lys

val

Gly

Glu

Lys

Phe

Glu

Thr

Ala

Ala

Lys

Pro

370

Thr

Ala

Leu

Phe

Ser

450

Ser

ASp

Gln
Lys
Phe
Glu
275
Leu
Lys
Glu
Asp
358
Asp
Thr
Lys
Ile
Gin
Thr
Lys

Tyr

Arg

Ala

Ala

260

cys

Ala

Glu

val

Phe

340

val

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

Pro

Cys

Leu

Leu

245

Glu

Cys

Lys

Cys

Glu

325

val

Phe

ser

Glu

Phe

405

Gln

Ala

Thr

Cys

ser
485

Lys

230

Ala

val

His

Tyr

cys

310

Asn

Glu

Leu

val

Lys

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

val

Cys

val

Ser

Gly

Ile

295

Glu

ASp

Ser

Gly

val

375

Cys

Glu

Cys

Leu

val
455

His

val

Ala

Ala

Lys

ASp

280

Cys

Lys

Glu

Lys
Met
360
Leu
Cys
Phe
Glu
val
440
Glu

Pro

Leu

25

ser Leu Gln

Arg

Leu

265

Leu

Glu

Pro

Met

345

Phe

Leu

Ala

Lys

Leu

425

Arg

val

Glu

Asn

Leu

250

val

Leu

Asn

Leu

Pro

330

val

Leu

Leu

Ala

Pro

410

Phe

Tyr

Ser

Ala

Gln
490

235

Ser

Thr

Glu

Gln

Leu

315

Ala

Cys

TYyr

Arg

Ala

395

Leu

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

Lys
Gln
Asp
cys
Asp
Glu
ASP
Lys
Glu
Leu
380
Asp
val
Gln
Lys
Asn
460

Arg

Cys

Phe Gly Glu

Arg
Leu
Ala
285
ser
Lys
Leu
Asn
TYFr
365
Ala
Pro
Glu
teu
Lys
Leu

Met

val

Phe pPro
255

Thr Lys
270

Asp Asp

Ile ser

sSer His

Pro Ser
335

Tyr Ala
350

Ala Arg
Lys Thr
His Glu
Glu Pro

415

Gly Glu
430

val Pro
Gly Lys

Pro Cys

Leu His
495

Arg

Lys

val

Arg

Ser

Cys

320

Leu

Glu

Arg

Tyr

Cys

400

Gln

Tyr

Gln

val

Ala ’

480

Glu




Lys

val

val

Cys

545

val

Ala

ASp

Ala

Thr
Asn
Pro
530
Thr
Glu
val

Asp

ser
610

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

<220>
<223>
<400>

Pro

515

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

595

GIn

14

631
PRT

val
500
Arg
Glu
ser
val
Asp
580
Glu

Ala

Ser

Pro

Phe

Glu

Asp

Thr

Ala

ASp Arg
Cys Phe
Asn Ala

535
Lys Glu
His Lys
Phe Ala

Cys Phe

Leu Gly

Uméléa sekvence,

val

Ser

520

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala

600

Leu

26

Thr
505
Ala
Thr
Gln
Lys
Phe
585

Glu

Synteticky konstrukt
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His val Glu Gly ghr Phe Thr Ser Asp
1 )

GIn Ala Ala Lys Glu phe Ile Ala Trp
20 25

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

570

val

Glu

val
10

Leu

Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
35 40

His Lys Ser Glu val Ala Hgs Arg phe
5

50

Phe Lys Ala Leu val Leu Ile Ala Phe
65 70

Lys

Ala

Cys
Glu
Thr
555
Thr
Glu

Gly

Ser
val
Gly
Asp

Gln
75

Ccys
val
Phe
540
Lys
Lys
Lys

Lys

Ser
Lys
Gly
Leu

60

Tyr

Thr

Asp

His

Gln

Glu

Cys

Lys
605

Tyr
Gly
Gly
45

Gly

Leu

Glu
510
Glu
Ala
Thr
GlIn

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
80




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

GlIn

Lys

Phe

Glu

290

Leu

Lys

Glu

Glu

Cys

Leu
115

‘Gly

cys

Arg

Thr

Phe

195

Phe

Lys

Arg

Ala

Ala

275

Cys

Ala

Glu

val

ASp
val
100
Phe
Glu
Phe
Pro
Phe
180
Tyr
Thr
Leu
Leu
Trp
Glu
cys
Lys

Cys

Glu
340

His

85

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

165

Leu

Ala

Glu

Asp

Lys

245

Ala

val

His

TYyr

Cys

325

Asn

val

Asp

Asp

Ala

Gln

150

val

Lys

Pro

Cys

Glu

230

Cys

val

Ser

Gly

Ile

310

Glu

Asp

Lys

Glu

Lys

Asp

His

ASp

Lys

Glu

Cys

215

Leu

Ala

Ala

Lys

295

cys

Lys

Glu

Leu

Ser

Leu

120

cys

Lys

val

Tyr

Leu

200

Gln

Arg

Ser

Arg

Leu

280

Leu

Glu

Pro

Met

27

val

Ala

105

Cys

Cys

Asp

Met

Leu

185

Leu

Ala

Asp

Leu

Leu

265

val

Leu

Asn

Leu

Pro
345

Asn

90

Glu

Thr

Ala

ASp

Cys

170

Tyr

Phe

Ala

Glu

GlIn

250

Ser

Thr

Glu

Gln

Leu

330

Ala

Glu
Asn
val
Lys
Asn
155
Thr
Q]u
Phe
Asp
Gly
Lys
Gln
Asp
Cys
315

Glu

Asp

val

Cys

Ala

Gln

140

Pro

Ala

Ile

Ala

Lys

220

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

300

ser

Lys

Leu

Thr ¢lu pPhe Ala

Asp

Thr

125

Glu

Asn

Phe

Ala

Lys

205

Ala

Ala

Gly

Phe

Thr

285

Asp

Ile

Ser

Pro

Lys
110
Leu
Pro

Leu

His

Arg

Ala

ser

Glu

Pro

270

Lys

ASp

ser

His

ser
350

95

Ser

Arg

Glu

Pro

Asp

Arg

Tyr

cys

ser

Arg

255

Lys

val

Arg

Ser

Cys

335

Leu

Leu
Glu
Arg
Arg
160
ASn
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

ASp

ASp

ASp

ASp

Thr

Lys

Ile

Gin

450

Thr

Lys

Tyr

Pro

530

Lys

Leu

Leu

Met

Lys
610

]

Phe

355

val

Tyr

Ley

val

Pro

Cys

Leu

val
515

ser

val

ASp

595

Glu

val

Phe

Ser

Glu

Phe

420

Gln

Ala

Thr

Cys

Ser

500

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

ASp

Thr

Glu

Leu

val

Lys

Asp

ASn

Leu

Leu

Lys

val

ASp

Cys

ASn

Lys

565

His

Phe

Cys

ser

Gly

val

390

Cys

Glu

Cys

Leu

val

470

His

val

Arg

Phe

Ala

550

Glu

Lys

Ala

Phe

Lys

Met

375

Leu

Cys

phe

Glu

val

455

Glu

Pro

Leu

val

sSer

535

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala
615

Asp

360

Phe

Leu

Ala

Lys

Leu

440

Arg

val

Glu

Asn

Thr

520

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

600

Glu

28

val

Leu

Leu

Ala

Pro

425

Phe

TY"r

ser

Ala

GlIn

505

Lys

Leu

phe

Ile

Ala

585

val

Glu

Cys
Tyr
Arg
Ala
410
Leu
Glu
Thr
Arg
LysS
Leu
Cys
Glu
Thr
Lys
570
Thr

Glu

Gly

Lys

Glu

Leu

395

ASp

val

Gln

LYS

AsSn

475

Arg

Cys

cys

val

Phe

555

LysS

Lys

Lys

Lys

AsSn
TYyr
380
Ala
Pro
Glu
Leu
Lys
460
Leu
Met
val
Thr
AsSp
540
His
GlIn
Glu

Cys

Lys
620

Tyr
365

Ala

Lys

‘His

Glu

Gly

val

Gly

Pro

Leu

Glu

525

Glu

Ala

Thr

Gin

cys

605

Leu

Ala

Arg

Thr

Glu

Pro

430

Glu

Pro

Lys

Cys

His

510

Ser

Thr

ASD

Ala

Leu

590

Lys

val

Glu

Arg

Tyr

Cys

415

Gin

Tyr

GIn

val

Ala

495

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

575

Lys

Ala

Ala

Ala
His
Glu
400
Tyr
Asn

Lys

val

Lys
val
val
%
val
Ala
Asp

Ala




Ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu
625 630

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

<220>
<223>
<400>
gis Gly Glu Gly

Gln

Ser

Gly

Arg

65

Ala

Leu

Ser

Leu

Cys

145

Lys

val

Ala

Gly

ser

50

Phe

Phe

val

Ala

Cys

130

Cys

Asp

Met

15
640
PRT

Um&la Sekvence
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Synteticky konstrukt

15

Ala

Ala

35

Gly

Lys

Ala

ASn

Glu

115

Thr

Ala

ASp

Cys

Lys

20

Pro

Gly

Asp

Gln

Glu

100

Asn

val

Lys

Asn

Thr
180

Thr

5

Glu

Pro

Gly

Leu

Tyr

val

Cys

Ala

Glin

Pro

165

Ala

Phe Thr

Phe

Pro

Gly

Gly

70

Leu

Thr

AsSp

Thr

Glu

150

Asn

Phe

ile

Ser

Ser

55

Glu

Gln

Glu

Lys

Leu

135

Pro

Leu

His

ser Asp
Ala ;gp
G
Asp Ala
Glu Asn
GIn Cys
Phe Ala

105
ser Leu
120
Arg Glu
Glu Arg

Pro Arg

Asp Asn
185

val
10

Leu
Gly
His
Phe
Pro
90

Lys
His
Thr
AsSn
Leu
170

Glu

Ser

val

Gly

Lys

Lys

75

Phe

Thr

Thr

Tyr

Glu

155

val

Glu

Ser

Lys

Gly

Ser

60

Ala

Glu

Cys

Leu

Gly

Cys

Arg

Thr

Tyr
Gly
Ser
45

Glu

Leu

Asp

val

Phe

125

Glu

Phe

Pro

Phe

Leu

Arg

30

Gly

val

val

His

Ala

110

Gly

Met

Leu

Glu

Leu
190

Glu
15

Gly
Gly
Ala
Leu
val
95

Asp

ASp

Ala

Gln

val

175

Lys

Glu

Ser

Gly

His

Ile

80

Lys

Glu

Lys

Asp

His

160

Asp

Lys




Tyr

Leu

Gin

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

teu

Pro

val

370

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe
450

Tyr
195
Phe
Ala
Glu
GIn
ser
275
Thr
Glu

GIn

Leu

Tyr
Arg
Ala
Leu

435

Glu

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

260

Gln

ASp

Cys

Asp

Glu

340

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

val

Gln

Ile

Ala

Lys

Lys

245

Phe

Arg

Leu

Ala

sSer 3

325

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

405

Pro

Glu

Leu

Ala
Lys:
Ala
230
Ala
Gly

phe

Thr

ser

Pro

Tyr

Ala

390

Lys

His

Glu

Gly

Arg

Arg

Ala

ser

Glu

Pro

Lys

Asp

Ser

His

ser

Ala

375

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu
455

Arg
200
Tyr
cys
Ser
Arg
Lys
280
val
Arg
Ser
Cys
Leu
360
Glu
Arg
Tyr
Cys
Gln

440

Tyr

30

His

Lys

Leu

Ala

Ala

265

Ala

His

Ala

Lys

Ile

345

Ala

Ala

His

Glu

Tyr

Asn

Lys

Pro

Ala

Leu

LyS

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

330

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

410

Ala

Leu

Phe

Tyr

Ala

Pro

235

Glin

Lys

Phe

Glu

Leu

315

Lys

Glu

ASp

AsSp

ASp

Thr

Lys

Ile

Gln

Phe

Phe

220

Lys

Arg

Ala

Ala

cys

300

Ala

Glu

val

Phe

val

380

TYyr

Leu

val

Lys

Asn
460

TYyr

205

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

285

Cys

Lys

cys

Glu

val

365

Phe

Ser

Glu

Phe

Gin

445

Ala

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

270

val

His

Tyr

Cys

Asn

350

Glu

Leu

val

Lys

Asp

430

AsSn

Leu

Pro

Cys

Glu

Cys

255

val

sSer

Gly

Ile

Glu

335

Asp

Ser

Gly

val

cys

Leu

Glu

Cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

400

Cys

Phe

val




Arg

val

Glu

Asn

Thr

Ala

545

Thr

GIn

Lys

Phe

Glu

625

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

<220>
<223>
<400>

Tyr

Ser

Ala

GIn

Leu

Phe

Ile

Ala

val

610

Glu

31

val
470

Thr Thr Pro Thr Leu val

475

Lys Lys Pro GIn val ser

Glu
480

Leu
485

Arg Asn Gly val ser

490

His
495

Lys Gly Lys Cys Cys Lys Pro

Met Glu

505

Pro Ala

val
510

Lys Arg Cys Asp Tyr Leu Ser val Leu

Glu
520

Leu val His Thr

515

cys Leu Lys Pro val ser val

525

Asp Arg

Cys Cys Thr Glu ser Leu val Phe

535

AsSn Arg Pro Cys Ser

Glu val Glu Thr

Glu
560

Asp Tyr val pPro Lys phe Ala

555

Asn

Glu
575

Thr Glu

570

His Ala Ile

565

Thr Phe Asp Cys Leu Ser Lys Arg

Glu His

590

val val

585

Lys Lys GIn Thr Ala Leu Leu Lys Lys Pro

Thr Glu GIn

595

Lys Leu Lys Ala val pPhe Ala Ala

600

Met Asp

Glu Lys Cys Glu Phe Ala

620

Cys Lys Ala Asp Asp Lys Cys
615

Gly Lys Lys Leu val Ala Ala Gin Ala

630

ser Ala Leu Gly Leu

640

16 -
624
PRT

Unéla sekvence

Synteticky konstrukt
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser rys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

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

3




ser

Arg

Ala

65

Leu

Ser

Leu

Cys

Lys

145

val

Tyr

Leu

Gln

Ar

22

Ser

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

Asn

Glu

Thr

115

Ala

Asp

cys

TYyr

Phe

195

Ala

Glu

Glin

ser

Thr

275

Glu

Pro

Asp

Gln

Glu

Asn

100

val

Lys

ASn

Thr,

Glu
180
Phe
Asp
Gly
Lys
Gin
260

ASp

cys

Pro

Leu

Tyr

val

85

Cys

Ala

Gln

Pro

Ala

165

Ile

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

Ser

Glu

55

Gln

Glu

Lys

Leu

Pro

135

Leu

His

Arg

Arg

Ala

215

Ser

Glu

Pro

Lys

295

32

Asp Ala
40

Glu Asn

GIn Cys
Phe Ala

Leu
105

ser

Glu

Arg

Pro

Arg

Asn

ASp

His
185

Arg

Tyr

Lys
200

Cys Leu
ser Ala
Arg Ala

Ala
265

Lys

val His

280

Arg Ala

His

Phe

Pro

Thr

Asn

Leu

Glu

170

Pro

Ala

Leu

Lys

phe

250

Giu

Thr

Asp

Lys

Lys

Phe
75

Thr

Thr

Tyr

Glu

val

155

Glu

Tyr

Ala

Pro

Gln

235

Lys

Phe

Glu

Leu

Ser

Ala

60

Glu

cys

Leu

Gly

Cys

140

Arg

Thr

Phe

Phe

Lys

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

LysS

val
val
His

Ala

Leu
Glu
Leu
Ala
190
Glu
ASp
Lys
Ala
val
270
His

Tyr

Ala

Leu

val

Asp

95

Asp

Ala

Gln

val

Lys

175

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

GIn

AsSn

Leu

Pro

val

Leu

370

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr

450

ser

Ala

Gln

Lys

Leu

530

Phe

Ile

Gln

Leu

Ala

Cys

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
AsSn
Arg
Cys

500

Cys

val

Phe

Lys

ser

ASn
Tyr
Ala
Pro
405
Glu
Leu
Lys
Leu
Met
485
val
Thr
ASp
His

GIn
565

Ile

310

Ser

Pro

TYyr

Ala

Lys

390

His

Glu

Gly

val

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala

550

Thr

Ser

His

Ser

Ala

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

455

Lys

Cys

His

Ser

Thr

535

Asp

Ala

33

Ser Lys Leu

Cys
Leu
Glu
360
Arg
Tyr
Cys
Gln
Tyr
440
GIn
val
Ala

Glu

Leu

520

Tyr

Ile

Leu

Ile
Ala
345
Ala
His
Glu
Tyr
Asn
425
Lys
val
Gly
Glu
Lys
505
val
val

Cys

val

Ala

330

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

410

Leu

Phe

Ser

Ser

Asp

490

Thr

AsSn

Pro

Thr

Glu
570

Glu
315

Glu val

Asp Phe

Asp val

Asp Tyr

380

Thr
395

Leu

Lys val

ITe Lys

GIn Asn

Thr Pro

460

Lys Cys

Tyr Leu

Pro val

Arg Arg

Glu

Lys
540

Leu Ser

555

Leu val

A0

Cys

Glu

val

Phe

365

ser

Glu

Phe

Glin

Ala

445

Thr

Cys

ser

Ser

Pro

525

Phe

Glu

Lys

cys
Asn
Glu
350
Leu
val

Lys
ASp
Asn
430
Leu
Leu
Lys
val

ASp
510
cys
AsSn

Lys

His

Glu

Asp

Ser

Gly

val

Cys

Glu

415

Cys

Leu

val

His

val

495

Arg

Phe

Ala

Glu

Lys
575

Lys

Met

Leu

Cys

400

Phe

Glu

val

Glu

Pro

480

Leu

val

Ser

Glu

Arg

Pro




Lys Ala Thr %%8 Glu GIn Leu Lys

phe val ggg Lys Cys Cys Lys Ala

Glu Glu Gly Lys Lys Leu val
610

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

<220>

<223>

<400>

17
640
PRT

615

Um&lad sekvence

17

Synteticky

His Gly Glu Gly Thr
1 5

Glu

Ser

Gly

Arg

65

Ala

Leu

ser

Leu

Cys
145

Ala

Gly

Ser

50

Phe

Phe

val

Ala

Cys

Cys

val

Ala

35

Gly

Lys

Ala

Asn

Glu

115

Thr

Ala

Arg Leu
20

Pro Pro
Gly Gly
ASp Leu
Gln Tyr

85

Glu val
100
Asnh Cys

val Ala

Lys Gln

600

Ala

konstrukt

Phe Thr ser

Phe
Pro
Gly
Gly
70

Leu
Thr
Asp
Thr

Glu
150

Ile

Ser

ser

55

Glu

Glin

Glu

Lys

Leu

135

Pro

Glu

Gly

40

ASp

Glu

Glin

Phe

Ser

120

Arg

Glu

34

Ala
585

i,

[
[ XXX X2

oo @
s

val Met Asp Asp Phe Ala Ala
590

Asp Asp Lys Giu Thr

Ala Ser Gln Ala

Asp

Trp

25

Gly

Ala

Asn

Cys

Ala

105

Leu

Glu

Arg

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

Asn

Gly

ser

60

Ala

Glu

cys

Leu

605

Ala

Gln

Gly

Ser

45

Glu

Leu

ASp

val

Phe

125

Glu

Phe

Cys pPhe Ala

Leu Gly Leu

Met

Gly

30

Gly

val

val

His

Ala

110

Gly

Met

Leu

Glu

15

Pro

Gly

Ala

Leu

val

95

Asp

Asp

Ala

Gln

Glu
ser
Gly
His
Ile
80
Lys
Glu
Lys

Asp

His
160




LysS

val

TYr

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 Asn

Thr
180

Cys

Tyr Glu

195

Phe phe

Ala Asp

Glu Gly

GIn Lys

Ser Gln

275

Thr Asp

Glu Cys
Gln Asp

Glu
340

Leu

Ala

Asp
355

Cys Lys
Tyr Glu
Leu

Arg

Ala

Pro

165

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

325

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

405

Pro

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

230

Ala

Gly

Phe

Thr

AsSp

310

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

390

Lys

His

Leu

His

Arg

Arg

Ala

ser

Glu

Pro

Lys

ASp

ser

His

Ser

Ala

375

Arg

Thr

Glu

ASp

35

Pro Arg Leu
170

Asn Glu

185

His Pro

Arg
200

Tyr Lys Ala

Cys Leu Leu

Ser Ala Lys

Ala Phe

265

Arg

Lys Ala Glu

val His Thr

Arg Ala Asp

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

235

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

315

Ser Leu

Lys
330

Ile Ala

345

Cys

Leu Ala Ala

360

Glu Ala Lys

Arg His Pro

Thr
410

Tyr Glu

Cys Tyr Ala

425

Lys

Glu

Asp

ASp

ASp

395

Thr

Lys

Arg Pro Glu val
175

Thr Phe Leu

190

Lys

Phe Tyr Ala Pro

205

phe Thr Glu

220

Cys

Lys Leu Asp Glu

Arg Leu Lys Cys

255

Ala val

270

Ala Trp

Glu val

285

Ala ser

Cys His Gly

Cys
300

Ala Lys Tyr Ile

Glu
335

Glu Cys Cys

Glu Asn

350

val Asp

val Glu

365

Phe Ser

val Phe

380

Leu Gly

Tyr Ser val val

Leu Glu Lys Cys

415

val Phe Glu

Asp

Lys

Glu

Cys

Leu

240

Ala

Ala

Lys

ASp

Cys

320

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

400

Cys

Phe




Lys

Leu

Glu

Asn

Thr

Ala

545

Thr

GlIn

Lys

Phe

Glu
625

Pro

Phe

450

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

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
Glin
Lys
ASh
Arg
500
Cys
Cys
val
Phe
Lys
580
Lys

Lys

Lys

Glu

Leu

LYys

Leu

485

Met

val

Thr

Asp

His

565

GlIn

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

val

470

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
630

Pro

Glu

455

Pro

Lys

Cys

His

Ser

535

Thr

Asp

Ala

Leu

Umeéld sekvence

GIn

440

Tyr

Glin

val

Ala

Glu

520

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

600

Ala

Ala

Synteticky konstrukt

36

Asn

Lys

val

Gly

Glu

505

Lys

val

val

cys

val

585

Ala

AsSp

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

490

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

570

Glu

val

AsSp

Ser

Ile

Gln

Thr
475

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys

555

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
635

Lys

Asn

460

Pro

Cys

Leu

val

Arg

540

Glu

Ser

val

ASp

Glu

620

Ala

Gin

445

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

525

Pro

Phe

Glu

Lys

Ala

Asn

Leu

Leu

Lys

val

510

ASp

Cys

Asn

Lys

His

590

Phe

Cys

Leu

cys

Leu

val

His

495

val

Arg

Phe

Ala

Glu

575

Lys

Ala

Phe

Gly

Glu
val
Glu
480
Pro
Leu
val
Ser
Glu
560
Arg
Pro
Ala

Ala

Leu
640




<400> 18

His val Glu
1

Gly Thr
Y 5

Gln

Glu

Pro

AsSp

Tyr

ASp

Leu

145

Arg

Lys

AsSp

Lys

Ser

225

ser

Ser

Ala

Pro

Glu

50

Asp

ASp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

AsSn

Ile

Thr

210

Lys

Cys

Leu

Ala

Thr

val

val

Ser

115

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

195

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

20

ser

Leu

Leu

ser

Glu

100

Thr

Asn

Pro

.GIn

val

180

val

Pro

Thr

val

Leu
260

Glu

Cys

Gly

Met

His

85

val

Tyr

Gly

Ile

val

165

ser

Glu

Pro

val

Met

245

Ser

Phe

Phe

Asp

Gly

Ile

70

Glu

His

Arg

Lys

Glu

150

Tyr

Leu

Trp

val

230

His

Pro

Thr Ser

37

Asp val
10

ser Ser Tyr

Lteu Glu
15

Ile

Lys

Pro

55

Ser

Asp

Asn

val

Glu

135

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

215

Lys

Glu

Gly

Ala

Thr

40

ser

Arg

Pro

Ala

val

120

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

200

Asp

Ser

Ala

Lys

Trp

25

His

val

Thr

Glu

Lys

105

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

185

Asn

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

Phe

Pro

val

90

Thr

val

Cys

ser

Pro

170

val

Gly

Asp

Trp

His
250

val

Cys

Leu

Glu

75

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

GIn

Gly

Lys

Pro

Phe

60

val

Phe

Pro

Thr

val

140

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

220

Gln

His

Gly

Pro

45

Pro

Thr

Asn

Arg

val

125

ser

Lys

Glu

Phe

Glu

205

Phe

Gly

TYr

Arg

30

Cys

Pro

cys

Trp

Glu

110

Leu

Asn

Gly

Glu

TYr

190

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

Pro

Lys

val

Tyr

95

Glu

His

Lys

Glin

Met

175

Pro

Asn

Leu

val

Gln
255

Gly
Ala
Ala
Pro
val
80

val
Gln

Gln

Ala

Pro

160

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

240

Lys




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

<220>
<223>
<400>

19
272
PRT

Umé&la sekvence

Synteticky
19

konstrukt

His val Glu
1

GIn

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

Ala

Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

115

Leu

LysS

Lys

ser

Lys

Gly
Lys
20

Pro
Pro
Phe
val
Phe
100
Pro
Thr

val

Ala

Ar
180

G1y'

Thr

5

Glu

Pro

Pro

Pro

Thr

85

Asnh

Arg

val

Ser

Lys

g Glu

Phe

Phe Thr ser

Phe

Pro

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

150

Gly

Glu

Tyr

Ile
ser
Pro
55

Lys
val
Tyr
Glu
His
135
Lys
Gln

Met

Pro

Ala

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Gln

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
200

38

Asp
Trp
25

Glu
Pro

Lys

val

TYr

ASp

Leu

Arg

Lys

Asp

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

Tyr

Gly

Cys

45

Gly

Met

His

val

Tyr

125

Gly

Tle

val

Ser

Glu
205

Leu
30°
Asp
Gly
Ije
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




Asn Gly GIn Pro Glu Asn
210

Asn
215

TYI

ser Asp Gly Ser phe Phe Leu Tyr
225 230

Arg Trp Gln Gln g]g Asn val phe
4

Leu His Asn_gég Tyr Thr GIn Lys

<210> 20
<211> 264

<212>
<213>

PRT

<220>

<223>

<400> 20
His val Glu Gly
1

Gln

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

ASp

Ala Ala

Pro Lys
35

Glu Leu
50

Asp Thr

Asp val

Gly val

Asn Ser

115

Trp Leu
130

Leu

Leu

Ser

Glu

100

Thr

Asn

Glu

Cys

Gly

Met

His

val

Tyr

Gly

Phe

Asp

Gly

Ile

70

Glu

His

Arg

Lys

Uméla sekvence

Ile

Lys

Pro

55

Ser

Asp

Asn

val’

Glu
135

Synteticky konstrukt

Ehr Phe Thr ser

Ala
Thr
40

Ser
Arg
Pro
Ala
val
120

Tyr

39

Lys

ser

Ser

Ser
265

Asp

Trp

25

His

val

Thr

Glu

Lys

105

Ser

Lys

Thr

Lys

cys

Leu

val

10

Leu

Thr

Phe

Pro

val

90

Thr

val

Cys

Thr Pro pro val

Leu
235

ser

Ser

Ser

val

Cys

Leu

Glu

75

Lys

Lys

Leu

Lys

220

Thr

val

Leu

Ser

Lys

Pro

Phe

60

val

Phe

Pro

Thr

val

140

val

Met

Ser

Tyr

Gly

Pro

45

Pro

Thr

Asn

Arg

val

125

Ser

Asp

His

Pro
270

Leu

Arg

30

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

110

Leu

Asn

Leu
Lys
Glu
255

Gly

Glu
15

Gly
Pro
Lys
val
Tyr
95

Glu

His

Lys

Asp
Ser
240

Ala

Lys

Glu
Ala
Ala
Pro
val
80

val
GIn

Gln

Ala




Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
145 150

Arg Glu Pro Gln v21 Tyr Thr Leu
165

Lys Asn Gln val Ser Leu Thr cys
180

Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
195 200

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
210 215

Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
225 230

Ser Cys ser val ggg His Glu Ala

Ser Leu ser Leu Ser Pro Gly Lys
260

<210> 21
<211> 272
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Synteticky konstrukt
<400> 21

gis val Glu Gly ghr Phe Thr ser

GIn Ala Ala Eys Glu Phe Ile Ala
0

Ser Gly Ala Pro pro Pro Ser Ala

35 40

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
50 55

val phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
65 70

40

Ile
Pro
Leu
185
AsSn
ser
Arg

Leu

Asp
Trp
25

Glu

Pro

Lys

ser

Pro

170

val

Gly

Asp

Trp

His
250

val

10

Leu

Pro

Glu

ASp

Lys

Gin

Gly

Gln

235

Asn

Ser

val

Lys

Leu

Thr
75

Ala Lys

Arg Glu

Gly Phe

Pro Glu

205

ser phe
220
Gin Gly

His Tyr

ser Tyr

Lys Gly

ser Cys

Leu Gly

60

Leu Met

Gly

ﬁ1u

Tyr
190

Asn

pPhe

Asn

Thr

Leu
Arg
30

ASp

Gly

Ile

Gln

Met

175

Pro

Asn

Leu

val

Glin
255

Glu
15

Gly
Lys

Pro

Ser

Pro

160

Thr

Ser

TYyr

TYyr

Phe

240

Lys

Glu

ser

Thr

Ser

Arg
80




Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

145

Ile

Pro

Leu

Asn

ser

225

Arg

Leu

Pro

val

Thr

val

130

Cys

Ser

Pro

val

Gly

210

Asp

Trp

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

195

Gin

Gly

GIn

Asn

val

Phe

100

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
260

Thr Cys val

85

Ash

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp
Glu
Leu
Asn
150
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
230

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gin

Met

Pro

Asn

215

Leu

val

GlIn

val

val

Glin

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

200

Tyr

Tyr

Phe

Lys

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

<220>
<223>
<400>

22
272
PRT

Unéla sekvence

Synteticky konstrukt
22

41

val
105
Tyr
Asp
Let{
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

Ser
265

ASp
90

Gly

ASnh

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

Lys

cys

Leu

val

val

Ser

lL.eu

Ala

155

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

125

Gly

ITe

val

Ser

Glu

205

Pro

val

Met

Ser

Glu

His

110

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

190

Trp

val

AsSp

His

Pro
270

His Gly Glu Gly Thr phe Thr ser asp Xg] Ser Ser Tyr Leu
1 5 _

Asp

95

Asn

val

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

255

Gly

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

Cys

Ser

ASp

Ser

240

Ala

Lys

Glu Glu
15




Gln
Ser
His
val
65
Thr
'G1u
Lys
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
ser

225

Arg

Ala

Gly

Thr
50

Phe .

Pro

val

Thr

val

130

Cys

Ser

Pro

val

Gly

ASp

Trp

Ala

‘Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

115

Leu

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Leu His Asn

<210>

23

Pro
Phe
val
Phe
100
Pro
Thr

val

Ala

Pro
Ser
Glin

His
260

Glu

Ser

Pro

Pro

Thr

85

Asn

Arg

val

Ser

Lys

165

Glu

Phe

Glu

Phe

Phe

Gly

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

150

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

230

Asn

Thr

Ile

Ala

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

215

Leu

val

GIn

Ala

Ala

40

Ala

Pro

vai

val

Gln

120

Glin

Ala

Pro

Thr

Ser

200

Tyr

Tyr

Phe

Lys

42

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

ASp

Leu

Arg

AsSp

Lys

Ser

Ser

Ser
265

Leu
Pro
Glu
AsSp
Asp
90

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
170
Asn
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu

val

Lys

Leu

Thr

75

val

val

Ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

Leu
235

Ser

Ser

Lys

Ser

Leu

60

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

GlIn

val

val

Pro

220

Thr

val

Leu

Gly
Cys
45

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

Trp

val

ASp

His

Pro
270

Gly
Lys
Pro
Ser
Asp
95

ASn
val
Glu
Lys
Thr
175

Thr

Glu

ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

TYyr

Thr

160

Leu

Cys

ser

Leu "Asp

Lys

Glu
255

Gly

Ser
240

A1a

Lys




<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

287

PRT
Uméla sekvence

23

Syntéticky konstrukt

His Gly Glu Gly Ehr phe Thr ser
1 .

Gln

ser

ser

Thr

65

Phe

Pro

val.

Thr

val

145

Cys

ser

Pro

val

Ala
Gly
cys
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
ser

Lys
210

Ala

Ala .

35

Gly

Pro

Phe

val

Phe

115

Pro

Thr

val

Ala

Giy
Pro
Pro
Thr
100
Asn
Arg
val
Ser
Lys

Glu

Phe

Glu
Pro
Gly
Cys
Pro
85

Cys
Trp
Glu
ey
ASn
165
Gly

Glu

Tyr

Phe
Pro
Ser
Pro
70

Lys
val
Tyr
Glu
His
150
Lys
Glin

Met

Pro

Ile

Ser

Ala

55

Ala

Pro

val

val

GIn

135

Glin

Ala

Pro

Thr

ser
215

Ala

Gly

40

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Leu

Arg

Lys

200

Asp

43

ASp

Trp

25

Gly

Pro

Glu

Asp

Asn

Trp

Pro

Glu

185

Asn

Ile

val

10

Leu

Gly

Lys

Leu

Thr

90

val

val

Ser

Leu

Ala

170

Pro

Gln

Ala

Ser
val
Gly
Ser
Leu
75

Leu
Ser
Glu
Thr
AsSn
155
Pro
Gln

Va}

val

ser Tyr Leu

Lys

Ser

Met

His

val

Tyr

140

Gly

Ile

val

Ser

Glu
220

Glu
15

Glu

Gly Arg

Gly Ser

Gly

45

Asp

Gly

Ile

Glu

His

125

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

205

Trp

30

Gly

Lys

Pro

Ser

val

Glu

Lys

Thr

190

Thr

Glu

Gly
Thr
Ser
Arg
95

Pro
Ala
vai
Tyr
Thr
175
Leu

Cys

Ser

Gly
His
val
80

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
160
Ile
Pro
Leu

Asn




Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
225 230

44

Thr Thr

Asp Gly Ser phe ;he Leu Tyr ser
45

Trp 61n GIn Gly Asn val phe Ser
260

His Asn g;g Tyr Thr G1ln Lys ser

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

<220>
<223>
<400>

280

24
284
PRT

Uméla sekvence

Synteticky konstrukt
24

?is Gly Glu Gly ghr Phe Thr ser

Gln

Ser

Ser

Ser

65

Pro

Thr

Asn

Arg

Ala

Gly

Gly

50

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
130

Ala
Ala
35

Gly
Pro
Lys
val
Tyr
115

Glu

Lys
20

Pro
Gly
Ala
Pro
val
100

val

Gln

Glu
Pro
Gly
Pro
Lys
85

val
Asp

Phe

Phe

Pro

Ser

Glu

70

Asp

Asp

Gly

ASn

Ile

ser

Ala

55

Phe

Thr

val

val

ser
135

Ala

Gly

40

Glu

Leu

Leu

ser

Glu

120

Thr

Lys
Cys

265

Leu

Asp
Trp
25

Gly
Ser
Gly
Met
Gln
105

val

Tyr

Leu
250

Ser

Ser

val
10

Leu
Gly
Lys
Gly
Ile
90

Glu

His

Arg

Pro
23S
Thr

val

Leu

Ser

val

Gly

Tyr

Pro

75

ser

ASp

Asn

val

Pro val

Leu Asp Ser
240

val

Met

ser

Ser

Lys

Ser

Gly

60

Ser

Arg

Pro

Ala

val
140

Asp Lys

His

Pro
285

Tyr

Gly

Gly

45

Pro

val

Thr

Glu

Lys

125

ser

Glu

Gly

Leu
Arg
30

Gly
Pro
Phe
Pro
val
110

Thr

val

Ser
255
Ala

Lys

Glu
15

Gly
Gly
Cys
Leu
Glu
95

Gln

Lys

Ley

Arg

Leu

Glu

Ser

Gly

Pro

Phe

80

val

Phe

Pro

Thr




val Leu

145

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

210

Glu
225

Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr

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

<220>
<223>
<400>

His

Lys

Gln

Met

195

Pro

Asn

Leu

val

275

25
302
PRT

Gln
Gly
Pro
180
Thr
Ser
Tyr
Tyr

Phe
260

Thr Gln Lys

Asp

Leu

165

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

245

Ser

ser

Trp

150

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

230

Arg

Cys

Leu

Unmélsd sekvence

Leu

Ser

Pro

GIn

Ala

215

Thr

Leu

Ser

ser

Asn

Ser

Gln

val

200

val

Pro

Thr

val

Leu
280

Synteticky konstrukt

25

gis Gly Glu Gly ;hr Phe Thr ser

Gln Ala Ala %gs Glu Phe Ile Ala

Ser Gly Ala Pro Pro Pro ser Gly
35 40

Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly
50 55

45

Gly
Ile
g
ser
G?u
Pro
val
Met

265

Ser

AsSp
Trp
25

Gly

Gly

Lys

Glu
170

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

250

His

Leu

val
10
Leu

Gly

Gly

Glu

155

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

235

Lys

Glu

Gly

ser

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

220

Asp

Ser

Ala

Lys

ser

Lys

Gly Ser

Ser Gly

60

Lys

Ile

Pro

Leu

205

Asn

ser

Arg

Leu

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
255

Asn

Glu
15

Gly
Gly

Gly

val
160
Ala
Gln
Gly
Pro
ser
240

Glu

His

Glu

ser

Gly

Ser




Gly

65

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

Phe

val

Phe

130

Pro

Thr

val

Ala

Arg

‘G1y

Pro

Ser

GIn

Hﬁs
290

<210>
<211>
<212>

Gly

Pro

Pro

Thr

115

AsSn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

275

Tyr

26
294
PRT

Gly ser Ala Glu

Cys
Pro
100
Cys
Trp
Glu
Ley
Asn
180
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
260

Asn

Thr

Pro

85

Lys

val

TYyr

Glu

His

165

Lys

GIn

Met

Pro

Asn

245

Leu

val

GIn

70

Ala

Pro

val

val

GlIn

150

Gin

Ala

Pro

Thr

Ser

230

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

215

ASp

Lys

Ser

ser

ser
295

46

Pro.Lys Ser Cys Asp Lys Thr His

Glu

Asp

ASp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

200

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

280

Leu

l.ey
Thr
105
val
va]
Ser
Leu
Ala
185
Pro
GlIn
Ala
Thr
Leu
265

Ser

Ser

Leu

90

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

170

Pro

Gln

val

val

Pro

250

Thr

val

Leu

75

Gly

Met

His

val

Tyr

155

Gly

Ile

val

ser

Glu

235

Pro

val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

140

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leuw

220

Trp

val

ASp

His

Pro
300

Pro

Ser

val

Glu

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

285

Gly

Ser
Arg
110
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
190
Leu
Ccys
ser

ASp

ser

270

Ala

Lys

val

95

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn -

Ser
255

Arg

Leu

Thr

80

Phe

Pro

val

Thr

val

160

Cys

ser

Pro

val

ASp

Trp

His




<213>

<220>
<223>
<400>

Umélé sekvence

Synteticky konstrukt

26

47

gis Gly Glu Gly

GIn

Gly

Gly

Thr

val

val

Ser

145

Leu

Ala

Pro

GIn

Ala
225

Ala

Gly

Gly

50

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

130

Thr

Asn

Pro

GlIn

val

210

val

Ala

Gly

35

ser

Cys

Gly

Met

His

115

val

Tyr

Gly

Ile

val

195

Ser

Glu

Lys
20

Ser
Gly
Asp
Gly
Ile
100
Glu
His
Arg
Lys
Glu
180
Tyr

Leu

Trp

Thr
5
Glu
Gly
Gly
Lys
Pro
85
Ser
Asp
Asn
val
Glu
165
Lys
Thr

Thr

Glu

Phe

pPhe

Gly

Gly

Thr

70

ser

Arg

Pro

Ala

val

150

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
230

Thr ser

Asp val

Ile

Gly

Gly
58

His

val

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

Leu

215

AsSn

Ala

Gly

40

Ser

Thr

Phe

Pro

val

120

Thr

val

Cys

Ser

Pro
200

val

Gly

Trp

25

ser

Gly

Cys

Leu

Glu

105

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

GlIn

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 Tyr Leu Glu

Lys

Gly

Gly

60

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

140

Leu

ASn

Gly

Glu

Tyr

220

Asn

Gly

Gly

45

Ser

Pro

Lys

val

TYr

125

Glu

His

Lys

Gln

Met

205

Pro

Asn

Arg

30

Ser

Ala

Ala

Pro

val

110

val

Gin

Gln

Ala

Pro

190

Thr

ser

Tyr

15

Gly

Gly

Glu

Pro

Lys

95

val

Asp

Tyr

AsD

Leu

175

Arg

Lys

Asp

Lys

Glu
Gly
Gly
Pro
Glu
80
ASp
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
| Asn

Ile

Thr
240




48

Thr Pro Pro val Leu Asp ser Asp Gly ggg Phe Phe Leu

Leu Thr val Sgg Lys Ser Arg Trp Gln

245

265

ser val Met His Glu Ala Leu His Asn
275 280

Ser Leu ser Pro Gly Lys

290

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

<220>
<223
<400>

27
280
PRT

Synteticky

27

His Gly GTu Gly Thr
1 5

GIn Ala
Ser Gly
Glu pro
50
Pro Glu
65
Lys Asp
val Asp

Asp Gly

Tyr Asn
130

Ala

Ala

35

Lys

Leu

Thr

val

val

115

Ser

Ser

Leu

Leu

ser

100

Glu

Thr

Glu

Pro

Cys

Gly

Met

.85

His

val

Tyr

Um&lsd sekvence

konstrukt

Phe Thr Ser Asp

Phe

Pro

Asp

Gly

70

Ile

Glu

His

Arg

Ile

ser

Lys

Pro

Ser

Asp

ASh

val
135

Ala Trp
25

Ser Ser
40

Thr His
Ser val
Arg Thr

Pro Glu
105

Ala Lys
120

val Ser

GlIn

His

val

10

Leu

Gly

Thr

pPhe

Pro

90

val

Thr

val

Gly Asn val

H

Tyr Thr GIn

Ser ser

val Lys

Ala Pro

Cys Pro

60
Leu Phe
75
Glu val
Lys pPhe

Lys Pro

Leu Thr
140

285

Tyr

Gly

Pro

45

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

val

Tyr
Phe

270

Lys

Leu

Arg

30

Pro

Cys

Pro

Cys

Trp

110

Glu

Leu

ser Lys

255

ser Cys

Ser

Glu

15

Gly

Ser

Pro

Lys

val

95

Tyr

Glu

His

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

Pro

80

val

val

Gln

Glin




Asp

145

Leu

Arg

Lys

ASp

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

210

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

195

Ala

Thr

Leu

‘ser

Ser

275"

Asn
Pro
56
val
val
Pro
hr
val

260

Leu

Gly
Ile
165
val
Ser
Glu
Pro
val
245

Met

ser

Lys
150

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

230

Asp

His

Pro

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

<220>
<223>
<400>

28
287
PRT

Uméla sekvence

Synteticky konstrukt

28

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

215

Leu

Lys

Glu

Gly

Tyr

Thr

Leu

Asp

Ser

Ala

Lys
280

49 |

Lys
Ile
Pro
185
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
265

His Gly Glu Gly ghr Phe Thr ser Asp
1

Cys
Ser
170
Pro
val
Gly
Asp
Trp
250

His

val
10

GIn Ala val Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu
. 20 25

ser

LyS

GIn

Gly

Gin

Asn

ser

Ile

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Géy Gly Gly Gly
35 4

Ser §Ay Gly Gly Gly ser §1a Glu Pro Lys
5

ser

val
Ala
Arg
Gly
Pro
220
Ser

GIn

His

Ser
Lys
Ser

Cys
60

Ser

Lys

Glu

Phe

205

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr
Gly
Gly
45

ASp

AsSn

Gly

Glu

190

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
270

Leu
Arg
30

Gly

Lys

Lys

Gln

175

Met

Pro

Asn

Leu

val

255

GlIn

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

Gly

225

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

His Asn

<210>
<211
<212>
<213>

Pro

Phe

val

Phe

115

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gin

His

275
29
272
PRT

Pro
Pro
Thr
100
Asn
Arg
val
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro
85

Cys

Trp

Glu

Ley

Asn

165

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

245

Asn

Thr

Pro

70

Lys

val

Tyr

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

230

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

val

Gln

135

Glin

Ala

Pro

Thr

Ser

215

TY"r

Tyr

Phe

Lys

Uméla sekvence

Pro

Lys

val

Asp

Leu

Arg

50

Glu

ASp

Asp

Gly
Asn
Trp
Pro

Glu
185

Lys-Asn

200

Asp

Lys

Ile

Thr

Ser Lys

Ser Cys

265

Ser Leu
280

Leu

Thr

920

val

val

Ser

Leu

Ala

170

Pro

GlIn

Ala

Thr

Leu

250

Ser

Ser

Leu

75

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

155

Pro

GlIn

val

val

Pro

235

Thr

val

Leu

Gly

Met

His

val

Tyr

140

Gly

Ile

val

Ser

Glu

220

Pro

val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

125

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

205

Trp

val

Asp

His

Pro
285

Pro

Ser

Asn

val

Glu

Lys

Thr

190

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

270

Gly

Ser

Arg
95

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

175

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

255

Ala

Lys

val

80

Thr

Glu

Lys

Ser

Pro

Leu

Asn

Ser

240

Arg

Leu




<220>
<223>

<400>

29

His Gly Glu
1

Glu

Ser

His

val

65

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Ie

Pro

Leu

Asn

Ser

225

Arg

Ala

Gly

Thr

50

Phe

Pro

val

Thr

val

130

cys

ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

val

Ala
35

Cys

Leu.

Glu

Lys

Lys

115

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Gly Thr
5

Arg
20

Pro
Pro
Phe
val
Phe
100
Pro
Thr
val
Ala
Arg
Gly
Pro

Ser

GlIn

Leu
Pro
Pro
Pro
Thr
85

Asn
Arg
val
ser
%
Glu
Phe
G?u
Phe

Gly

Synteticky konstrukt

51

Phe Thr Ser Asp Leu

Phe

Pro

Cys

Pro

70

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

150

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

230

Asn

Ile

Ser

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Glin

Met

Pro

Asnh

215

Leu

val

Glu

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Gln

120

GIn

Ala

Pro

Thr

Ser

200

Tyr

Tyr

Phe

Trp
25

Glu
Pro

Lys

val

Asp
Leu
Arg
Lys
185
Asp
Lys

sSer

Ser

10

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

90

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

170

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
250

Ser Lys Gln

Lys

Lys

Leu

Thr

75

val

val

Ser

Leu

Ala

155

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

235

ser

Asn

Ser

Leu

60

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

140

Pro

Glin

val

val

Pro

220

Thr

val

Gly
Cys
45

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

Glu
255

Glu

ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

cys

ser

Asp

Ser

240

Ala




<220>
<223>
<400>

30

272

PRT

Umé&la Sekvence

30

Synteticky

gis Gly Gly Gly ghr Phe

Glu Ala

Ser G1y

His Thr
50

val phe
65

Thr pro
Glu val
Lys Thr
Ser val

130

LYsS Cys
145

Ile ser

Pro pro

val

Ala

35

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Arg
20

Ser
Pro
Phe
val
Phe
100
Pro
Thr
val

Ala

Arg

Leu Phe
Ser Gly
Pro Cys
Pro Pro

70

Thr Cys
85

Asn Trp
Arg Glu
val Leu
Ser Asn
150

Lys Gly

Glu Gy

Thr

Ile

Ala

Pro

55

Lys

val

Tyr

Glu

His

135

Lys

Gln

Met

konstrukt

Ser

Glu

Ala

40

Ala

Pro

val

val

Gln

120

Gln

Ala

Pro

Thr

Asp

Trp

25

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

ASp

Leu

Arg

Lys
185

Leu Ser
10

Leu Lys
Pro Lys
Glu Leu
ASp Thr

75

Asp val
90

Gly val
AsSn Ser
Trp Leu
Pro Ala

155

Glu Pro
170

Asnh Gln

Lys GlIn

Asn Gly

Ser Cys
45

Leu Gly
60

Leu Met
Ser His
Glu val
Thr Tyr

125

Asn Gly
140
Pro Ile

Gin val

val sSer

Met Glu
15

Gly Pro
30

Asp Lys
Gly Pro
Ile ser
Glu Asp

95

His Asn
110

Arg val
Lys Glu
Glu Lys
Tyr Thr

175

Leu Thr
190

Glu

Ser

Thr

Ser

Arg

80

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

160

Leu

Cys




Leu val Lys
195

Asn Gly GIn
210

ser Asp Gly
225

Arg Trp Gln

Leu His Asn

Gly Phe Tyr

Pro Glu Asn

Ser Phe Phe
230

Gin Gly Asn
245

His Tyr Thr
260

Pro

AsSn

215

Leu

val

Gln

ser

200

Tyr

TYP

Phe

Lys

53

Asp

Lys

ser

ser

Ser
265

Ile

Thr

Lys

Cys
250

Leu

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

<220>
<223>
<400>

31
287
PRT

Ume&la sekvence

synteticky konstrukt
31

gis Gly Glu Gly Ehr Phe Thr Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

val Arg Leu Phe Ile Glu

20

Ala
35

Pro Pro Pro Ser Gly

40

Leu
10

Asp

Trp Leu

25

Gly Gly

Ser Gly
50

Gly

Gly

Gly

ser

Ala
55

Glu

Pro

Lys

Thr
65
Phe

Pro

val

cys

Leu

Glu

Lys

Pro Ala Pro

70

Pro Pro Cys

Phe Pro Pro Pro

85

Lys Lys

Thr val val val

100

val cys

Phe val

115

Asn Trp Tyr

Glu Leu

Thr
90

Asp

val

val

Ala

Thr

Leu
235

Ser.

ser

Ser

Lys

Gly

ser

Leu

75

Leu

Ser

Glu

val

Pro

220

Thr

val

lLeu

Lys

Asn

ser

Cys

Gly

Met

His

val

Glu

205

Pro

val

Met

Ser

GIn

Gly

Gly

45

Asp

Gly

Ile

Glu

His
125

Trp

val

Asp

His

Pro
270

Met

Gly

30

Gly

Lys

Pro

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Glu
15

Pro
Gly
Thr
Ser
Arg
95

Pro

Ala

Ser
Asp
ser
240

Ala

Lys

Glu

Ser

Gly

His

val

80

Thr

Glu

Lys




Thr

val

145

Cys

Ser

Pro

val

Gly

ASp

Trp

His

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

LyS

Gln

Gly

Gln

Asn

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

<400>

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

GIn

His

275

32
232
PRT

HOmo

32,

Ala Glu Pro
1

Ala Pro Glu

Lys Asp Thr
35

val Asp val

50

Arg

val

Ser

LysS

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Leu

Asn

165

Gly

Glu

TYr

AsSn

Phe

245

AsSn

Thr

sapiens

Lys
Lys
20

Lys

Ser
5
Gly

Met

Ser His

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

ASn

230

Leu

val

Glin

Cys

Gly

Ile

Glu

Gin

GlIn

Ala

Pro

Thr

ser

215

Tyr

Tyr

pPhe

Lys

ASp

Pro

ser

ASp
55

Tyr
ASp
Leyu
Arg
200
Asp.
LyS
ser

ser

ser
280

Lys
Ser
Arg
40

Pro

54
AsSn
Trp
Pro
Glu
Asv
Ile
Thr
Lys
Cys

265

Leu

Thr
val
25

Thr

Glu

ser

Leu

Ala

170

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

250

Ser

Ser

His

10

Phe

Pro

val

Thr

ASD

155

Pro

GIn

val

val

Pro

235

Thr

val

Leu

Thr

Leu

Glu

Lys

Tyr

140

Gly

Ile

val

Ser

Glu

220

Pro

val

Met

Ser

cys

Phe

val

Phe
60

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
205
Trp
val
Asp
His

Pro
285

Pro
Pro
Thr
45

Asn

val
Glu
Lys
%
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

270

Gly

Pro
Pro
30

Cys

Trp

val

TYyr

Thr

175

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

255

Ala

Lys

Lys

val

Tyr

Ser

Lys

ITe

Pro

Leu

Asn

Ser

240

Arg

Leu

Pro

Pro

val

val




Asp Gly val
65

Tyr Asn Ser

ASp Trp Leu

Ala
115

Leu Pro

Glu
130

Arg Pro

Lys Asn GIn

Asp Ile Ala

Lys Thr Thr

Ser Lys Leu

195

ser Cys Ser

210

Ser
225

Leu Ser
<210>
<211>
<212>
<213>

33
703
DNA

Homo

<400> 33
gagcccaaat

99gggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca

ggcaaggagt

Glu

Thr

Asn

100

Pro
Gln
val
val
Pro
180
Thr

val

Leu

His
70

val

TYr

Arg
85

Gly Lys
Ile Glu
val Tyr

Leu
150

Ser

Glu
165

Trp
Pro val
val Asp
His

Met

ser Pro
230

sapiens

cttgtgacaa aactcacaca
cagtcttcct cttcccccca
tcacatgcgt ggtggtggac
tggacggcgt ggaggtgcat
cgtaccgtgt ggtcagegtc

acaagtgcaa ggtctccaac

Asn

val

Glu

Lys

Ala

val

Tyr

Thr

120

Thr
135
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu
215

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

55
Lys Thr

Lys

val
90

Ser. Leu

Cys Lys

Ser Lys

Pro Pro Ser

Leu val Lys

Asn Gly GIn

Ser
185

Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn

tgcccacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtce

aaaaccctece

Pro Arg Glu

Thr val Leu

val Asn

110

ser

Ala Lys Gly

Arg Glu Glu

140

Gly phe Tyr

Pro Glu Asn

Phe
190

Ser Phe

GIn Gly Ash

His Thr

220

Tyr

gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
Caaagccgcg
tgcaccagga

cagcccccat

Glu Gln

80

His GlIn

95

Lys Ala

GIln Pro

Met Thr

Pro Ser

160

Asn

Tyr
175

Leu Tyr

val phe

Gln Lys

tgaactcctg
gatctccegg
ggtcaagttce
g9gaggagcag
ctggctgaat

cgagaaaacc

60
120
180
240
300
360




56

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa ccacaggtgt acaccctgec cccatceccgg 420
gaggagatga ccaagaacca ggtcagcctg acctgectgg tcaaaggctt ctatcccagce 480
gacatcgceg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acagctacaa gaccacgcct 540
ccegtgetgg actccgacgg ctccttctte ctctatagca agctcaccgt ggécaagagc . 600
aggtggcagc aggggaacgt cttctcatge tccgtgatge atgaggctct gcacaaccac 660
tacacgcaga agagcctctc cctgtctceg ggtaaatgat agt 703

<210> 34
<211> 585
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

ésp Ala His Lys ?er Glu val Ala His Agg Phe Lys Asp Leu ggy Glu
1

Glu Asn phe Lys Ala Leu-val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln

GIn Cys ggo Phe Glu Asp His v81 Lys Leu val Asn g}u val Thr Glu
4

Phe éga Lys Thr Cys val éga Asp Glu Ser Ala ggu Asn Cys Asp Lys

Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr val Ala Thr Leu
65 70 75 80

Arg Glu Thr Tyr g}y Glu Met Ala Asp Cys Cys Ala Lys GiIn ggu Pro
90

Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu GIn His Lys ASp Asp Asn Pro Asn Leu
100 105 110

Pro Arg Leu val Arg Pro Glu val Asp val Met Cys Thr Ala Phe His
115 120 125

Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg
130 135 140

Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe phe Ala Lys Arg
145 150 : 155 160

Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala
4 165 170 175




Cys

ser

Arg

Lys

val

Arg

Ser

Cys

Leu

305

Glu

Arg

Tyr

Cys

Gln
385

Tyr

Gin

val

Leu
Ala
Ala
210
Ala
His
Ala
Lys
Ile
290
Ala
Ala
His
Glu
Tyr
370
Asn
Lys

val

Gly

Leu

Lys

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

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

ser

Glu

Phe

Glin

390

Ala

Thr

Cys

ASp

Lys

Ala

215

val

His

Tyr

Cys

Asn

295

Glu

Leu

val

Lys

ASp

Asn

Leu

Leu

Lys

Glu

Cys

200

val

ser

Gly

Ile

Glu

280

Asp

Ser

Gly

val

cys

360

Glu

cys

Leu

val

His
440

57

Leu
185

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

265

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

345

Cys

Phe

Glu

val

Glu

425

Pro

Arg
sSer
Arg
Leu
Leu
250
Glu
Pro
Met
ASp
Phe
330
Leu
Ala
Lys
Leu
Arg
410
val

Glu

Asp

Leu

Leu

val
235
Leu
ASh
Leu
Pro
val
315
Leu
Leu
Ala
Pro
Phe
395
Tyr

ser

Ala

Glu
Gln
Ser
220
Thr
Glu
Gln
Leu
Ala
300
Cys
Tyr
Arg
Ala
Leu
380
Glu
Thr

Arg

Lys

Gly

Lys

205

Gln

Asp

Cys

ASp

Glu

285

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

365

val

Asn

Lys

Asn

Arg

Lys

180

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

430

Met

Gly

Phe

Thr

ASp

255

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

335

Lys

His

Glu

Gly

val

415

Gly

Pro

.G1 u
Pro
240
Asp
ser
His
ser
Ala
320
Arg
Thr
Glu
Pro
Glu
400
Pro

Lys

Cys




Ala

Glu

465

Leu

TYP

Ile

Leu

Lys

Glu
450

Lys
va
val
Cys
val

530

Ala

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

515

Glu

val

Tyr Leu

Pro val

Arg

Lys
500

Leu Ser

val

Leu

Met Asp

Ser

ser

470

Pro

Phe

Glu

Lys

val

455

ASp

Cys

Asn

Lys

His

535

Phe

val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Ala

545

Ala Asp Asp

Ala Ala ser
<210>
<211>
<212>

<213>

35
1762
DNA

Homo

<400> 35
gatgcgcaca

gcecttggtgt
aaattagtga
aattgtgaca
cgtgaaacct
tgcttcttge
gatgtgatgt
gaaattgcca
tataaagctg

aagctcgatg

Glu

Lys
565

Gln A1a

580

sapiens

agagtgaggt
tgattgcctt
atgaagtaac
aatcacttca
atggtgaaat
aacacaaaga
gcactgettt
gaagacatcc
cttttacaga

aacttcggga

Ala

Cys Phe

Leu Gly

tgctcatcgg
tgctcagtat
tgaatttgca
taccctrttt
ggctgactgce
tgacaaccca
tcatgacaat
ttacttttat

atgttgccaa
tgaagggaag

Ala

58

Leu Asn Gln

val

Thr Lys

Ala
490

Ser Leu

Glu Thr Phe

505

Arg Gln Ile

Pro Lys Ala

val
555

Ala Phe

Glu Glu

570

Leu
585

tttaaagatt
cttcagcagt
aaaacatgtg
ggagacaaat
tgtgcaaaac
aacctcececc
gaagagacat
gcceccggaac
gctgctgata
gcttegtctg

Leu

460

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

540

Glu

cys

cys

val

Phe

Lys

Lys

Lys

val Leu His

Thr Glu ser

480

Glu Thr

485

ASp

His Ala

510

Asp

GIn Thr Ala

Glu GIn Leu

cys Lys

Gly Lys

tgggagaaga
gtccatttga
ttgctgatga
tatgcacagt
aagaacctga
gattggtgag
ttttgaaaaa
tccttttcrt
aagctgectg

ccaaacagag

Lys

Cys
560

Leu val

575

aaatttcaaa
agatcatgta
gtcagctgaa
tgcaactctt
gagaaatgaa
accagagdgtt
atacttatat
tgctaaaagg
cctgttgeca
actcaagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600




L

gccagtetec
cagagatttc
gtccacacqgg
gccaagtata
aaacctctgt
gacttgectt
gaggcaaagg
tactctgteg
tgtgccgetg
gtggaagagc
tacaaattcc
ccaactcttg
cctgaagcaa
tgtgtgttgc
ttggtgaaca
gagtttaatg
agacaaatca
aaagagcaac
gctgacgata

gctgecttag

aaaaatttgg
ccaaagctga
aatgctgeca
tcfétgaaaa
tggaaaaatc
cattagctgce
atgtcttect
tgctgetgcet
cagatcctca
ctcagaattt
agaatgcgct
tagaggtctc
aaagaatgcc
atgagaaaac
ggcgaccatg
ctgaaacatt
agaaacaaac
tgaaagctgt
aggagacctg

gcttataatg

agaaagagct
gtttgcagaa
tggagatctg
tcaagattcg
ccactgcatt
tgattttgtt
gggcatgttt
gagacttgcc
tgaatgctat
aatcaaacaa
attagttcgt
aagaaaccta
ctgtgcagaa
gccagtaagt
cttttcagct
caccttccat
tgcacttgtt
tatggatgat
ctttgccgag

ac

59

ttcaaagcat
gtttccaagt
cttgaatgtg
atctccagta
gccgaagtgg
gaaagtaagg
ttgtatgaat
aagacatatg
gccaaagtgt
dattgtgagc
tacaccaaga
ggaaaagtgg
gactatctat
gacagagtca
ctggaagtcg
gcagatatat
gagctcgtga
ttcgcagett

gagggtaaaa

gggcagtage
tagtgacaga
ctgatgacag
aactgaagga
aaaatgatga
atgtttgcaa
atgcaagaag
aaaccactct

tcgatgaatt

_tttttgagca

aagtacccca
gcagcaaatg
ccgtggtect
ccaaatgctg
atgaaacata
gcacactttc
aacacaagcc
ttgtagagaa

aacttgttgce

tcgectgage
tcttaccaaa

ggcggacctt

atgctgtgaa.

gatgcctgct
aaactatgcet

gcatcctgat

agagaagtgc

taaacctctt
gcttggagag
agtgtcaact
ttgtaaacat
gaaccagtta
cacagaatcc
cgftcccaaa
tgagaaggag
caaggcaaca
gtgctgcaag

tgcaagtcaa

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1762
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