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DESCRIPCION
Proteina de fusion de exendin-4 y su analogo, método de preparacion y uso de la misma.
Campo de la invencion

La presente invencidon se refiere a una proteina de fusién, a un método de preparacion y al uso de la misma.
Especificamente, la presente invencion se refiere a una proteina de fusién de accion prolongada de Exendin-4 y su
andlogo, secuencia de nucledtido que codifica la proteina de fusion, vectores, células anfitrion y composiciones
farmacéuticas, a un método de preparacién y al uso de la misma.

Descripcion de la técnica relacionada

La exendin-4 es una hormona peptidica, que comprende 39 aminoacidos y que esta capacitada para estimular
secrecién de insulina. En 2005, una exenatida inyectable, la Byetta® (una exenatida-4 sintética), la cual habia sido
desarrollada por las farmacéuticas Eli Lilly y Emily conjuntamente, fue probada para el tratamiento de la diabetes; sin
embargo, debido a su pequefio peso molecular, la exenatida-4 es propensa a ser limpiada rapidamente por el rifién y
por lo tanto no es capaz de estimular GLP-1R de forma persistente; por lo tanto, solamente se podria conseguir una
eficacia aceptable mediante dos inyecciones por dia, lo que causa muchas inconveniencias para el tratamiento
clinico. En consecuencia, el desarrollo de productos farmacéuticos de exendin-4 de accién prolongada podria ayudar
a mejorar su eficacia sobre la diabetes de tipo 1 y de tipo 2. Los investigadores farmacéuticos estan intentando
prolongar la persistencia de la eficacia de los medicamentos que actdan in vivo como anti-diabéticos mediante
modificacién de sus estructuras moleculares.

Frente al estatus de que la vida media de la GLP-1 o exendin-4 in vivo es corta, los investigadores han desarrollado
proteinas de fusion correspondientes, tal como la proteina de fusion de GLP-1-albumina descrita en el documento
W0O/2002/46227 (también publicada como CN 1483041 A) o el WO/2005/000892 o proteina de fusion de GLP-1-
IgG4 (Kim et al., Diabetes. 2003; 52(3); 751-759), y una proteina de fusiéon obtenida mediante fusion de GLP-1
peptidica similar al glucagén, mutante de GLP-1 con IgG-Fc (CN 1935846 A), pero su actividad ligante in vitro es
relativamente baja y la eficacia de la misma es inferior a la exendin-4. Una invencion ideal es aquella que seria
capaz de prolongar significativamente la vida media del medicamento in vivo, y mantener la eficacia anti-diabética de
la exendin-4, asi como mejorar la sensibilidad del cuerpo a la insulina; por lo tanto, se anima a las personas para
que hagan mayores esfuerzos sobre el desarrollo de factores de accion prolongada de la exendin-4 y su analogo
con eficiencia in vivo estable.

Sumario de la invencion

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar una proteina de fusién de accion prolongada de exendin-4 y
su analogo, con eficacia estable in vivo, secuencias de nucleétido correspondientes, vectores, células anfitrion y
composiciones farmacéuticas, un método de preparacion y el uso de la misma.

La proteina de fusién de exendin-4 y su andlogo en la presente invencion, se obtiene fusionando exendin-4 y su
andlogo con los fragmentos Fc de inmunoglobulina IgG2 mediante enlazador. Esto se usa para el tratamiento de la
diabetes y la obesidad, asi como en cualesquiera otras enfermedades que pudieran beneficiarse de una bajada del
nivel de glucosa en el plasma, la inhibicion de la motilidad gastrointestinal y el vaciado gastrico. Debido a sus cortas
vidas medias, la exendin-4 y su analogo necesitan ser inyectadas diariamente para mantener la eficacia, por lo que
tienen una determinada limitacién en la practica clinica. Con el fin de promover la eficacia terapéutica de este
medicamento, la solicitante ha realizado estudios adicionales y ha desarrollado la proteina de fusién de exendin-4 y
su andlogo en la presente invencién. Y esta proteina de fusion tiene una estabilidad mas alta y una vida media mas
larga in vivo, de modo que podria por lo tanto facilitar la reproduccion y la restauracién de las células de islote B
segun el nivel in vivo de glucosa, incrementar la cantidad de células de islote B, y por lo tanto fomentar la secrecién
de insulina y acelerar la sensibilidad del cuerpo a la insulina, y por lo tanto tener un efecto anti-diabético superior y
un riesgo hipoglucémico minimo; ademas, podria también reducir el peso corporal y puede ejercer también un efecto
hipolipemiante e hipotensor, protegiendo de ese modo el sistema cardiovascular, asi como mejorando el reposo y la
funcion de memoria al actuar sobre el sistema nervioso central para proteger el sistema nervioso.

La presente invencion proporciona una proteina de fusion, la cual se obtiene fusionando hormona peptidica con
proteina de transporte via enlazador, en donde dicha hormona peptidica es exendin-4 o anélogo de exendin-4, y la
citada hormona peptidica esta capacitada para rebajar la glucosa de la sangre; la proteina de transporte citada es el
fragmento FC de la inmunoglobulina IgG2; la citada proteina de fusion esta capacitada para rebajar la glucosa de la
sangre.

La proteina de fusién de exendin-4 y su analogo proporcionados en la presente invencion, se obtienen por fusién de
exendin-4 y su analogo en fragmentos Fc de inmunoglobulina IgG2, a través de un enlazador.

Como parte de la proteina de fusién, la exendin-4 o su analogo es exendin-4 [SEQ ID Num. 1], o un derivado de la
2
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misma.

Se debe apreciar que, en la presente invencion, debe entenderse que la exendin-4 y su analogo incluyen cualquier
derivado de exendin-4, que sea antigénico de DPP-IV o un fragmento del mismo, y que tienen un efecto bioldgico
similar (es decir, efecto hipoglucémico) que sus originales. Los derivados incluyen, aunque sin limitacién, sustitucién
de aminodcido regular, sustitucién directa y modificacién quimica de aminoacido, etcétera.

La citada exendin-4 y su analogo podrian ser la secuencia de exendin-4 mostrada por SEQ ID Num. 1 y sus
derivados. En la que, dicho derivado de exendin-4 es un péptido con 6 o menos diferencias con la secuencia
mostrada por SEQ ID Num. 1, con preferencia los péptidos con 5 0 menos diferencias con la secuencia mostrada
por SEQ ID Num. 1, y més preferiblemente los péptidos con 4, 3, 2 6 1 diferencia(s) con la secuencia mostrada por
SEQ ID Num. 1, es decir, existen 6 0 menos, con preferencia 5 0 menos, mas preferiblemente 4 0 menos, aun mas
preferiblemente 3 o0 menos, incluso mas preferiblemente 2 o0 menos, con mayor preferencia 1 o0 menos diferencia(s)
de sitio de aminoacido entre la citada secuencia derivada de la secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Num.
1y la secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Num. 1.

La citada exendin-4 y su analogo son preferiblemente exendin-4 que tiene la secuencia de aminoacido mostrada por
SEQ ID Num. 1.

Es decir, la hormona peptidica citada comprende la secuencia mostrada por la Férmula I:

His-XaazGIu-GIy-Thr-Phe-Thr-Ser-Aszp-Xaa1°-Ser-Xaa12—Xaa1S-Xaa”-GIu-GIu-GIu-AIa-
Xaa'®-Xaa®-Xaa®'Phe-lle-Xaa®*-Trp-Leu-Xaa*’-Xaa*®Gly-Xaa*’-Xaa®'-Xaa*-Xaa**-Xaa*'-
Xaa**-Xaa®-Xaa®-Xaa®-Xaa® Formula |

En la que:

Xaa® puede ser Gly, Thr, Ala, Ser, Leu lle o Lys;
Xaa'® puede ser Leu, Ala, Ser, Leu, lle, Glu o Lys;
Xaa'? puede ser Lys, Leu, Thr, Ser, Leu, lle o Cys:
Xaa'® puede ser Gin, Thr, Ala, Val, Leu, lle o Lys;
Xaa'* puede ser Met, Tyr, Thr, Ala, Ser, lle o Lys;
Xaa'® puede ser Val, Cys, Ala, Ser, Leu, lle o Lys
Xaa®™ puede ser Arg, Thr, Tyr, Ser, Leu, lle o Lys;
Xaa®' puede ser Leu, Thr, Ala, Asp, Glu, His o Lys;
Xaa®* puede ser Glu, Leu, Thr, Ala, Ser, Lys o lle;
Xaa® puede ser Lys, Ala, Ser, Leu, Thr, lle o Lys;
Xaa®® puede ser Asn, Thr, Ala, Ser, Leu, lle o Lys;
Xaa® puede ser Gly, Thr, Ala, Ser, Leu, He o Arg;
Xaa®' puede ser Pro, Val, Ser, Ala, Leu, He o Lys;
Xaa* puede ser Ser, Thr, Glu, Ser, Asp, Lys o lle;
Xaa® puede ser Thr, Ser, Ala, Met, Leu, lle o Lys;
Xaa® puede ser Gly, Thr, Met, Ser, lle, Leu o Lys;
Xaa® puede ser Ala, Thr, Ala, Glu, Leu, lle o Phe;
Xaa®® puede ser Pro, Ala, Thr, Ser, Leu, lle o Cys;
Xaa®" puede ser Pro, Thr, Ser, Ala, His, Lys o lle;
Xaa® puede ser Pro, Thr, Val, Ser, Leu, Lys o lle;

Xaa® puede ser Ser, Tyr, Ala, Leu, Ser, lle o Lys.

En donde, el citado enlazador es el péptido que tiene la secuencia mostrada por (Gly)m-Xaa-(Gly)n, en la que, m es
un nuamero entero entre 3 y 8, n es un numero entero entre 3 y 8, Xaa es uno cualquiera seleccionado en el grupo
consistente en Gly, Ser, Ala y Thr. La secuencia mostrada por la Féormula | es la secuencia mostrada por SEQ ID
Nam. 23.

En donde, m es preferiblemente un nimero entero entre 4 y 6, n es preferiblemente un nimero entero entre 4 y 6.
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En donde, el citado enlazador tiene con preferencia la secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Ndm. 3.

En donde, de manera mas preferible, la citada proteina de fusién tiene la secuencia de aminoacido mostrada por
SEQ ID NUm. 4.

El fragmento FC de IgG2 como parte de la proteina de fusion, es de origen humano.
La citada igG comprende el fragmento Fc de IgG, o fragmento o derivado de Fc.

La presente invencién proporciona también la secuencia de polinucledtido que codifica la proteina de fusién
mencionada con anterioridad.

La presente invencién proporciona también el vector que comprende la secuencia de polinucleétido.

La presente invencion proporciona también la célula anfitrién transfectada por el vector segun se ha descrito con
anterioridad, y la célula anfitrion segun se ha descrito puede ser la célula CHO o la célula NSO.

Conforme a la célula anfitrion proporcionada por la presente invencion, en donde dicha célula anfitrion se genera
mediante transfeccién de la célula receptora por el vector segliin se ha descrito con anterioridad.

Conforme a la célula anfitrién proporcionada por la presente invencion, en donde la citada célula receptora es la
célula CHO.

Conforme a la célula anfitrién proporcionada por la presente invencion, en donde la citada célula receptora es la
célula NSO.

La presente divulgacién proporciona también un método de preparacion de proteina de fusion de exendin-4 y su
andlogo, que comprende las etapas de transcripcion y traduccion del citado polinucle6tido, asi como purificacion
usando el método de Proteina A.

Esta divulgacion también proporciona un procedimiento de preparacion de proteina de fusidon seglin se ha descrito
con anterioridad, en donde el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(1) transcripcion y traduccion de la secuencia de polinucleétido segun se ha mencionado anteriormente, (2)
purificacién de los productos de traduccién de la secuencia de polinucleétido segun se ha mencionado con
anterioridad, usando el método de Proteina A.

Después de que la proteina de fusion de la presente invencion se haya expresado en la célula anfitrion, se pueden
usar varios métodos de purificacién de proteina y que son también muy conocidos en el estado de la técnica,
mientras que la eleccion del método de purificacion depende del procedimiento de produccion y de la proteina
especifica producida. Por ejemplo, se puede usar matriz de afinidad de proteina A o de proteina G para la
purificacién efectiva de de la proteina de fusién que incluye el fragmento Fc, y se podria usar tampén de bajo o alto
pH para eluir proteina de fusion a partir de la matriz de afinidad.

Los métodos para la caracterizacién de la proteina de fusion de exendin-4 en la presente divulgacion, incluyen: SDS-
PAGE, Westernblot, electroforesis de enfoque isoeléctrico, cromatografia de permeacién de gel, espectrografia de
masas de desorcion/ionizacién de matriz asistida por laser (MALDI-TOF), cromatografia liquida — espectrometria de
masas (LC — MS).

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica, que comprende proteina de fusién de
exendin-4 y su andlogo y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En donde, la composicion farmacéutica segun
se ha descrito comprende la proteina de fusion segin se ha descrito con anterioridad y el excipiente
farmacéuticamente aceptable.

El término “farmacéuticamente aceptable” usado en la presente memoria se define como la molécula y su
composicién que no causan ningun efecto indeseado, alérgico u otros efectos adversos cuando se administran
apropiadamente a un animal y un humano. El “excipiente” usado en la presente memoria debera ser compatible con
la proteina de fusién de la presente invencion, es decir, normalmente no reducira significativamente la eficacia de la
composiciéon del medicamento cuando se mezcla con la proteina de fusién.

La proteina de fusién de la presente invencién podria ser formulada con uno o mas excipientes. La proteina de
fusion de la presente invencion podria ser formulada en formulacién de solucién o en formulacién de polvo liofilizado
inyectable que pudiera ser reconstituido con un diluyente apropiado.

La proteina de fusién activa de la presente invencién podria ser mezclada con tampén medicinal para ajustar el pH
con el fin de proporcionar estabilidad aceptable y pH adecuado para medicacién parenteral; se podria afiadir uno o
mas agente(s) antibiético(s) medicinal(es); se podria afadir una o mas solucién(es) salina(s) medicinal(es) para
ajustar la intensidad o la tension idnica; se podria afadir uno o0 mas excipiente(s) para justar mejor la isotonicidad, tal
como glicerina, etcétera.
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En cuanto al excipiente de la formulacién, el extensor podria consistir en sacaridos, tales como lactosa, glucosa o
sacarosa; almidén, tal como almidon de maiz y almidon de patata; celulosa y sus derivados, tal como
carboximetilcelulosa de sodio, etil celulosa y metil celulosa; polvo de tragacanto; malta; gelatina; talco; lubricante
solido, tal como &cido estedrico y estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceite vegetal, tal como aceite de
cacahuete, aceite de algoddn, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz; poliol, tal como glicol propileno,
glicerol, alcohol de sorbitol, alcohol manosa y polietileno glicol; acido alginico; emulsificante, tal como Tween; agente
de secado tal como lauril sulfato de sodio; agente colorante; agente saborizante; estabilizadores; antioxidante;
conservante, agua libre de pirdgenos; solucién salina isotonica; solucion tampoén de fosfato, etc.

La forma de sal medicinal de la proteina de fusion de la presente invencién esta cubierta por la presente invencion.

Acidos comtnmente utilizados para preparar sal de adicién de acido son los acidos inorgéanicos tales como &cido
clorhidrico, acido bromhidrico, yodato de hidrégeno, acido sulfarico, acido fosférico y acidos organicos, tales como
acido paratoluenosulfénico, acido oxalico, acido citrico, acido succinico, acido acético, etcétera.

Las sales de adicion de alcalis incluyen sales derivadas de bases inorganicas, tal como amonio, hidroxidos de metal
alcalino o alcalino térreo. Los alcalis usados en la preparacién de la solucién salina en la presente invencion incluyen
también hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de amonio, carbonato potasico, etcétera.

La presente invencién proporciona también la via de administracion de la citada composicién farmacéutica, la cual
podria ser administrada como administracion local, aerosol o inyeccidn; la citada inyeccion podria ser administrada
mediante inyeccion intraperitoneal, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular e inyeccién intravenosa.

En donde, la citada composicion farmacéutica se administra como administracién local, aerosol o inyeccion. La
citada inyeccién se administra mediante inyeccion intraperitoneal, inyeccién subcutanea, inyeccién intramuscular e
inyeccién intravenosa.

La dosis hipoglucémica efectiva de esta proteina de fusion se basa en muchos factores, los cuales incluyen, aunque
sin limitacién, el género del sujeto, el peso corporal y la edad, la via de administracion y la biodisponibilidad.

La presente invencion proporciona también el uso de la proteina de fusion, segun se ha descrito, en la produccion de
medicamentos contra la diabetes y la obesidad.

La proteina de fusion de la presente invencion tiene actividad bioldgica. La actividad biolégica se define como la
capacidad in vivo de esta proteina de fusion para enlazar y activar el receptor GLP-1 y respuestas de excitacion. Las
respuestas incluyen, aunque sin limitacién, la secrecion de insulina, la inhibicion de glucagon pancreatico, la
supresion de apetito, la reducciéon de peso corporal, incluyendo una sensacion de saciedad, la supresion de
apoptosis de célula P pancreatica, la induccion de proliferacion y regeneracion de célula P pancreatica. El Ejemplo
4(1) proporciona el experimento in vitro sobre la capacidad de la proteina de fusion para interactuar con, y activar,
los receptores GLP-1 humanos e inducir las células de los islotes para que segreguen insulina. El Ejemplo 4(2)
proporciona datos de la actividad hipoglucémica in vivo de ratones obsesos Ob/ob con diabetes y el modelo de ratén
resistente a la insulina.

La proteina de fusion de exendin-4 y su analogo de la presente invencién muestran una eficacia anti-diabética
importante: mediante el fomento de la produccion y restauracion de células de islotes 3, incrementan la cantidad de
células de islotes B, estimulan la secrecién de insulina, incrementan la sensibilidad del cuerpo a la insulina, y por lo
tanto controlan de manera eficaz el nivel de glucosa en sangre de pacientes con diabetes de tipo 2 e incluso de tipo
1, y consiguen un efecto de tratamiento a largo plazo. La proteina de fusion de la presente invencién ejerce su
actividad biolégica al actuar sobre el receptor “GLP-1”, y podria ser usada para el tratamiento de la diabetes y la
obesidad.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el resultado de la electroforesis de gel de productos enzimaticos digestados del vector pH112-
SP-IgGH/exendin-4/1gG2-Fc;

La Figura 2 muestra el atlas de identificacién inmunolégica de la proteina de fusién de exendin-4;
La Figura 3 muestra el atlas de electroforesis de enfoque isoeléctrico de la proteina de fusion de exendin-4;
La Figura 4 muestra el atlas de cromatografia de gel de la proteina de fusion de exendin-4;

La Figura 5 muestra el resultado de la variacion de concentracién de cAMP en células CHO-hGLP1R tras haber sido
tratadas con proteina de fusion de exendin.4;

La Figura 6 muestra el efecto hipoglucémico de una inyeccién Unica de proteina de fusion de exendin-4 en un
modelo de ratén KK-Ay diabético obeso;
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La Figura 7 muestra el resultado de tolerancia oral de la proteina de fusion de exendin-4 en el modelo de ratén KK-
Ay diabético obeso;

La Figura 8 muestra la influencia de la administracion de proteina de fusién de exendin-4 de largo plazo sobre la
glucosa en sangre en el modelo de ratén KK-Ay diabético obeso;

La Figura 9 muestra la influencia de la administracion de proteina de fusién de exendin-4 de largo plazo sobre la
toma de alimento del raton;

La Figura 10 muestra la influencia de la administracion de proteina de fusion de exendin-4 de largo plazo sobre el
peso corporal del raton;

La Figura 11 muestra el resultado de tolerancia a la glucosa oral dentro de las 24 horas siguientes a la
administracion del tratamiento de proteina de fusion de exendin-4 de largo plazo;

La Figura 12 muestra el resultado de tolerancia a la glucosa oral dentro de las 48 horas siguientes a la
administracion del tratamiento de proteina de fusion de exendin-4 de largo plazo;

La Figura 13 muestra la influencia de la proteina de fusion de exendin-4 sobre la glucosa en sangre del modelo de
ratén db/db diabético obeso.

Descripcion detallada de ejemplos de realizacion

El modo de realizacion de la presente invencion va a ser descrito con los ejemplos que siguen. Sin embargo, debe
apreciarse que la realizacion no se limita a determinados detalles de esos ejemplos, puesto que otras variaciones
son bien conocidas o resultan obvias en base al contenido directamente divulgado y a las reivindicaciones anexas
para los expertos en la materia. Por lo tanto, cualquier tecnologia desarrollada conforme al contenido que antecede
de la presente invencion cae dentro del alcance de la presente invencion. Las referencias citadas en la presente
memoria se incorporan aqui por referencia en su totalidad.

Los métodos experimentales descritos en los ejemplos que siguen son todos ellos tecnologias habituales a menos
que se especifique otra cosa; los reactivos y productos bioldgicos descritos estan todos comercialmente disponibles
a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplo 1. Sintesis de construccion de vector y gen de expresion de proteina de fusion de exendin-4

La construccion de ADN de proteina de fusion de exendin-4 se logra mediante sintesis de gen por reaccion de
cadena de ligasa, y su secuencia de proteina comprende lo siguiente:

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPSGGGGAGGGGVECPPCPAPPV
AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSK

LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*[SEQ ID Num. 4]

En donde, en la secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Ndm. 4, la hormona peptidica consiste en los
aminoacidos 1-39, es decir, la exendin-4, y posee la secuencia mostrada por SEQ ID Num. 1; el enlazador consiste
en los aminoacidos 40-48 y tiene la secuencia mostrada por SEQ ID Num. 3 (en donde Xaa es Ala); la proteina de
transporte consiste en los aminoacidos 49-271, es decir, el fragmento Fc de IgG2.

En primer lugar, se construye el vector que codifica la exendin-4 y la proteina de fusién de 1gG2-Fc humana para
esta proteina de fusion. El dominio IgG2 comprende la parte CH2 y CH3 de la cadena pesada constante de IgG2.

La secuencia peptidica lider SP-IgCH de IgG se fusiona con exendin-4 con el fin de guiar la proteina de fusion
sintetizada hacia el medio de cultivo mediante secrecion. EI cADN que codifica la proteina de fusion SP-
IgGH/Exendin-4/IgG2 (la secuencia de aminoacido para el enlazador existe entre exendin-4 e 1gG2) se sintetiza
mediante un sintetizador automatico de PCR y ADN, y se inserta entre el sitio Hind Ill y Not | del vector pHT112
(adquirido en Yihu Biopharmaceutical Cio., Ltd.) con el fin de construir el vector pHT112-SP-IgGH/Exensina-4/1gG2-
Fc con capacidad de secrecion que comprende la cadena pesada constante de IgG2 (CH2 y CHS3). La secuencia
peptidica de conduccion de secrecion de SP-IgGH se fusiona con la secuencia de exendin-4 con el fin de inducir la
secrecién de la proteina sintetizada en la solucién nutriente de la célula. La Figura 1 muestra el resultado del vector
pHT112-SP-IgGH/Exendin-4/IgG2 reflejado en electroforesis de gel de agarosa tras la digestion por un par de
endonucleasas, Hind lll y Not I. Las endonucleasas, Hind Ill y Not |, suprimen 880 pares de bases del inserto de
ADN, incluyendo el SP-IgGH/Exendin-4(lgG2-Fc.
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Ejemplo 2. Construccion, expresion y purificacion de linea celular de disefio para proteina de fusion de
exendin-4.

1. Construccion de linea celular de disefio para proteina de fusién de exendin-4.

Se cultivaron células de ovario de hamster chino (CHO) en solucion de cultivo completa DMEM (adquirida en
Invitrogen) con un 10% (porcentaje en volumen) de suero fetal de ternero (FCS), y se difundieron sobre una placa de
6 pocillos un dia antes de la transfeccion con 3 x 10° células por pocillo. Para la transfeccion, se hace referencia a la
instrucciéon LIPOFECTAMINE 2000. Transcurridas 48 horas desde la transfeccién, las células se cultivaron
comprimidamente en substrato selectivo (25 pM de metionina sulfoximina (MSX) 25 yM) durante aproximadamente
una semana, a continuacién se vaciaron todas células que estaban muertas, y las células supervivientes fueron
inoculadas en placas de 96 pocillos (50 células/pocillo) para cultivo de compresion adicional. Después de que las
células fueron clonadas, se usé el ensayo ELISA para determinar la cantidad de expresion de proteina en aparte
sobrenadante del cultivo, y los pocillos con expresion alta (la cantidad de expresion excede 200 mg/l) fueron
seleccionados y transfectados en placas de 24 pocillos para cultivo de amplificacion. Se llevé a cabo de nuevo
ELISA para determinar la expresién de proteina en el sobrenadante, y conforme a la referencia (Manual
Experimental Celular, Science Press, 2003), se seleccionaron lineas celulares con alta expresién (cantidad de
expresion superior a 200 mg/l) y continud el cultivo de amplificaciéon, y mediante cultivo de suspension doméstico
gradual, se establecid el banco de células semilla y se llevo a cabo subclonacion con el fin de establecer un banco
de células de trabajo (linea de células de disefio de compuesto de CHO).

2. Purificacion de proteina de fusion de exendin-4

La linea de células de disefio de CHO obtenida con anterioridad, se descongeld e inoculd en un frasco T de 25 cm?,
cada uno con 5 ml de suspension celular, y tras agitar el cultivo durante 4-5 dias, el contenido se amplificé en un
frasco triangular y se cultivd adicionalmente durante 7-10 dias, conforme al procedimiento de la referencia
(Clonacién Molecular, Science Press, 2002), se separ6 el fluido del cultivo celular con proteina de fusién y se purificd
secuencialmente con medios de cromatografia de afinidad de Proteina A (MabSure™, compariia GE), medios de
cromatografia anidnica (Q Sepherose FF, comparia GE), medios de cromatografia catiénica (SP Sepherose FF,
compania GE), y a continuacién se obtuvo proteina de fusién purificada mediante sustitucion en tampén de
formulacion por columna de filtracion de gel G-25.

Ejemplo 3. Analisis sobre la estructura de la proteina de fusion de exendin-4
1.- Ensayo Western Blot

Después de que la proteina de fusién purificada se sometié a electroforesis no reductora, se transfirié la banda
electroforética sobre membrana de PVDF activada con metanol mediante un dispositivo de transferencia (compafia
GE) (corriente: 25 mA, tiempo: 2 h). La membrana de PVDF fue sellada en un 5% en peso de leche desnatada
durante 2 h, a continuacién se incubd en anticuerpo anti IgG2 pre-diluido etiquetado mediante adicién de fosfatasa
alcalina durante 1 h, y se lavé con TBST, el cual se reemplaz6 con producto nuevo cada 5 minutos durante el
lavado, y una vez que el lavado estuvo completo, se anadié substrato de ensayo de luminiscencia CDP-star y la
pelicula se prensé para exposicion y formacion de imagenes. El resultado se ha mostrado en la Figura 2, y la
proteina de fusion muestra positivo para el anticuerpo de IgG2.

2. Ensayo de electroforesis de enfoque isoeléctrico

Se ensayé la proteina de fusién purificada mediante electroforesis de enfoque isoeléctrico con un sistema de
electroforesis rapida (Sistema Phast, GE), para el que se us6 gel previamente preparado con pH 3-10, y cuando se
realizé electroforesis de enfoque isoeléctrico, se manché el gel previamente preparado con solucién Coomasiie. El
resultado ha sido mostrado en la Figura 3. El punto isoeléctrico en la banda principal de proteina de fusién es 5,8, el
cual esta proximo al valor esperado de 6,2.

3. Purificacion de ensayo de cromatografia de gel

La proteina de fusion purificada se analiza mediante cromatografia de gel (columna de cromatografia TSK3000sw)
conforme al procedimiento de la referencia (Clonacion Molecular, Science Press, 2002), con una cantidad de carga
de 10 pg. El resultado ha sido mostrado en la Figura 4, donde la proteina de fusiéon se muestra como un pico Unico,
simétrico en la cromatografia de gel, y el tiempo de retencion es de 8,5 min.

Ejemplo 4. Bioactividad de la proteina de fusion de exendin-4
1.- Actividad in vitro de la proteina de fusion de exendin-4

A. Prueba de secrecion de cAMP de la proteina de fusion de exendin-4 sobre células CHO de receptor GLP-1
humano

La prueba de nivel celular sobre la bioactividad de la proteina de fusién se realiza con células CHO-hGLPIR que
7
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expresan receptor de GLP-1 (segun se ha descrito en la referencia WO/2007/017892), para determinar la
concentracién molar del producto de efecto corriente abajo (el segundo cAMP mensajero) y el rendimiento in vitro de
la LAX09 de la presente invencién (es decir, la proteina de fusién de exendin-4 obtenida segun se ha descrito con
anterioridad y mostrada por SEQ ID Num. 4, como en lo que sigue). Se afiadié substrato de DMEM que contenia el
10% en volumen de FBS en una placa de 96 pocillos transparentes negros, y exendin-4 y LAX09 con una
concentracién de medicamento de 0,01 nM a 1000 nM en substrato, respectivamente; tras incubacion durante 30
minutos, la célula se desintegrd y se comprobéd la concentracion de cAMP intracelular mediante un kit comercial
(Cisbio), cuyo resultado se ha mostrado en la Tabla 1.

Tabla 1. Prueba de relacion de concentracién de cAMP en células que expresan el receptor de GLP-1 humano

Concentracién de medicamento (nM) 0,01 0,1 1 10 100 1000
Concentraciéon de cAMP Exendin-4 2 5 48 135 155 140
LAX09 2 5 31 115 155 153

El ECso de LAX90 es aproximadamente 4,5 nM, y el ECso de exendin-4 es aproximadamente 2,5 nM; los dos casos
son cercanos. Por lo tanto, la LAX09 en la presente invencion podria producir un nivel de activacion de receptor de
GLP-1 similar a la exendin-4. Segun se ha mostrado en la Figura 5.

B. Prueba de combinacién de LAX09 con linea de células de disefio de CHO que expresan GLP-1 R humano

Se llevo a cabo una prueba sobre la combinacion de la actividad de LAX09 con la linea de células de disefio de CHO
(CHO-hGLPIR, como en lo que sigue) que podia expresar persistentemente el receptor de GLP-1 humano, para
determinar la bioactividad de la muestra purificada de la LAX09 de la invencion.

Prueba de combinacién de la linea celular de CHO-hGLP1R: Se realiz6 una cepa de disefio de CHO que expresa
establemente el GLP-1R humano en suspensién de células individuales, y se ajusté la densidad celular a 10.000.000
células/ml mediante PBS; la muestra de LAX09 se diluy6 segin un gradiente de concentracion diferente. En cada
viral se mezclaron 20 pl de suspension celular con muestras de 20 pl con diferentes concentraciones
respectivamente, y se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. Tras lavado con PBS, se afiadieron anticuerpos de
cadena v de inmunoglobulina humana etiquetados con fluoresceina FITC, y se incub6 a 4 °C durante 30 minutos.
Después del lavado con PBS, se afadi6 el 1% de paraformaldehido en PBS, se mezcl6 uniformemente y se cargé la
muestra, se ley6 la intensidad de fluorescencia media de la muestra de cada concentracion en la zona seleccionada
en la citometria de flujo. Segin se ha mostrado en la Tabla 2.

Tabla 2. Prueba sobre combinacion de actividad de LAX09 con células que expresan receptor de GLP-1 humano

Concentracion de masa de LAX09 0 0,098 | 0,246 | 0,614 | 1,536 3,84 9,6 24 60
(Mg/ml)

Intensidad de fluorescencia media 10,19 | 1412 | 17,63 | 21,78 | 38,01 | 57,03 | 81,54 | 94,81 | 121,98

2. Actividad in vivo de la proteina de fusion de exendin-4
A. Modelo diabético obeso de raton KK-Ay

Prueba hipoglucémica de inyeccion unica: Los ratones modelo diabético KK-Ay (adquiridos en Beijing HFK
Bioscience Co., Ltd., igual que en lo que sigue), fueron aleatorizados en 4 grupos que incluian un grupo de control
de PBS y tres grupos experimentales de diferentes gradientes de proteina de fusién de exendin-4 (LAX 09). Tras
ayunar durante 2 h, los animales fueron inyectados con el medicamento a través de la vena caudal, con un volumen
de 200 pl/animal, a continuacion se determind la glucosa en sangre de los ratones a los 0 min, 30 min, 60 min, 120
min, 180 min y 240 min, habiéndose mostrado el resultado en la Figura 6. La LAX09 tuvo el mejor efecto
hipoglucémico a razon de 1 mg/kg, siendo controlada la glucosa en sangre del ratén bajo 10 mmol/l.

Prueba de tolerancia oral a la glucosa: Los ratones modelo diabético KK-Ay fueron aleatorizados en 4 grupos, que
incluian un grupo de control de PBS y tres grupos experimentales de diferentes gradientes de proteina de fusion
(LAX 09) de exendin-4. Tras un ayuno de 16 h, los animales fueron inyectados con el medicamento
subcutaneamente, con un volumen de 200 pl/animal; 6 h mas tarde, se administré glucosa a través del tubo géstrico
de acuerdo con su peso corporal (1 mg/g), y a continuacion se determiné la glucosa en sangre de los ratones a los 0
min, 30 min, 60 min, 120 min, 180 min y 240 min, habiéndose mostrado el resultado en la Figura 7; los ratones del
grupo de 1 mg/kg y del grupo de 0,1 mg/kg tienen la misma buena capacidad de mantener la glucosa en sangre
normal.
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Experimento de administracién de larga duracion: Los ratones modelo diabético KK-Ay fueron aleatorizados en 2
grupos, que incluian un grupo de PBS y un grupo experimental de 1 mg/kg de proteina de fusién (LAX 09) de
exendin-4. El medicamento se administré dos veces por semana, y los ratones se hicieron ayunar durante 6 horas
cada miércoles y fueron testados en cuanto a glucosa rapida en sangre, mientras que se registr6 su toma de
alimento y su variacién de peso.

El resultado ha sido mostrado en la Figura 8; la glucosa rapida en sangre de los ratones del grupo experimental es
significativamente diferente a la del grupo de PBS; la toma de alimento se rebaj6, segun se muestra en la Figura 9, y
el peso se redujo significativamente segin se muestra en la Figura 10. Transcurridas 24 horas desde la medicacion,
el resultado de la prueba de tolerancia oral a la glucosa ha sido mostrado en la Figura 11. Transcurridas 49 horas
después de la medicacion, el resultado de la prueba de tolerancia oral a la glucosa ha sido mostrado en la Figura 12.
Todos estos resultados demuestran una eficacia significativa de la proteina de fusion de exendin-4.

B. Modelo diabético obeso de ratén db-db

Prueba hipoglucémica de inyeccion Unica: ratones del modelo diabético db/db con una edad de 5-6 semanas fueron
aleatorizados en 4 grupos, que incluian un grupo de control de PBS vy tres grupos experimentales de diferentes
gradientes de proteina de fusion (LAX 09) de exendin-4. Tras ayudar durante 2 h, los animales fueron inyectados
con el medicamento a través de la vena caudal, con un volumen de 200 pl/animal, y a continuacion se determind la
glucosa en sangre de los ratones a los 0 min, 30 min, 60 min, 120 min, 180 min y 240 min, habiéndose mostrado el
resultado en la Figura 13; el grupo de 1 mg/kg y el grupo de 0,1 mg/kg tuvieron el mejor efecto hipoglucémico.

Ejemplo 5

Conforme al procedimiento de muestra usado en los ejemplos 1-4, se prepard y se determind la eficacia in vivo e in
vitro de la proteina de fusion segun la Tabla 3.

Tabla 3. Proteina de fusion y su bioactividad relativa

Secuencia de la Secuencia de la Secuencia del Secuencia de proteina Bioactividad
proteina de fusion hormona peptidica péptido enlazador de transporte relativa® (%)
SEQ ID Nim. 5 SEQ ID NUm. 6 SEQ ID Nim. 3 IgG2-Fc 99
SEQ ID Nim. 7 SEQ ID NUim. 8 SEQ ID Nim. 3 lgG2-Fc 98
SEQ ID Nim. 9 SEQ ID Nim. 10 SEQ ID Nim. 3 lgG2-Fc 97
SEQ ID NUm. 11 SEQ ID Nim. 12 SEQ ID Nim. 3 lgG2-Fc 96
SEQ ID Ndm. 13 SEQ ID Nim. 14 SEQ ID Nim. 3 IgG2-Fc 95
SEQ ID Ndm. 15 SEQ ID Nim. 16 SEQ ID Nim. 3 IgG2-Fc 94
SEQ ID Nim. 17 SEQ ID Nim. 18 SEQ ID Nim. 3 lgG2-Fc 93
SEQ ID Nim. 19 SEQ ID Num. 20 SEQ ID Nim. 3 lgG2-Fc 92
SEQ ID NUm. 21 SEQ ID Ndm. 2 SEQ ID Nim. 3 IgG2-Fc 91
SEQ ID Nam. 22 SEQ ID Ndm. 1 SEQ ID Nim. 3 IgG4-Fc 75

* La bioactividad relativa se define como la relacién relativa entre la reduccion de glucosa réapida en sangre (en
comparacién con el grupo de control del ensayo) de la proteina de fusién determinada mediante experimento de
administracion prolongada (ratén modelo diabético KK-Ay) entre el modelo diabético obeso de ratén KK-Ay y el
valor correspondiente de la proteina de fusion purificada obtenida en el ejemplo 2.

Especificamente, la administracién de largo plazo se realiza conforme al protocolo siguiente: los ratones modelo
diabético KK-Ay son aleatorizados en un grupo de control de ensayo (inyectados solamente con PBS) y el grupo
experimental (inyectados con 1 mg/kg de la proteina de fusion de la Tabla 3). El medicamento se administra dos
veces por semana; después de 2 semanas, los ratones se hicieron ayunar durante 6 h y se comprobaron en cuanto
a glucosa en sangre en ayunas, y se calculd el descenso de la glucosa en sangre de un grupo experimental
restando la glucosa en sangre en ayunas del grupo experimental de la del grupo de control de ensayo.

En donde, SEQ ID Num. 6 es diferente de los sitios de aminoacido de SEQ ID Nim. 1 y 2, y tiene la secuencia de
formula I; SEQ ID Num. 8 es diferente de SEQ ID Num. 1 en 3 sitios de aminoacido, y tiene la secuencia de férmula
I; SEQ ID Num. 10 es diferente de SEQ ID Num. 1 en 4 sitios de aminodcido, y tiene la secuencia de férmula I; SEQ
ID NUm. 14 es la secuencia de aminoacido de GLP-1A8G; SEQ ID Num. 16 es diferente de SEQ ID Nim. 2 en 3
sitios de aminoacido; SEQ ID Num. 18 es diferente de SEQ ID NUum. 2 en 3 sitios de aminoéacido; SEQ ID Nam. 20
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es diferente de SEQ ID Num. 2 en 2 sitios de aminoé&cido: Las secuencias 13, 15, 17, 19 y 21 no caen dentro de la
invencion.

Los resultados descritos en lo que antecede muestran que la proteina de fusion proporcionada en la presente
invencion es eficaz para rebajar la glucosa en sangre, y cuando la hormona peptidica es la secuencia de amino
acido mostrada por SEQ ID NUm. 1 y la proteina de transporte es IgG2, podria prolongar significativamente la vida
media in vivo del medicamento y también mantener la eficacia hipoglucémica de la exendin-4, asi como incrementar
la sensibilidad del cuerpo a la insulina. Pero cuando la proteina de transporte es IgG4-Fc, la bioactividad relativa de
la proteina de fusion es mas baja.

Listado de secuencias

<110> BEIJING DONGFANG BIOTECH CO., LTD.

<120> Proteina de fusion de exendin-4 y su analogo, método de preparacién y uso de la misma
<130> P6042739PCT/EP

<150> CN 201010205166.9
<151>2010-06-11

<160> 23
<170> Patentin versiéon 3.2

<210> 1
<211> 39
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<400> 1

His Gly Glu7 Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe lle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser 35

<210>2
<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30
<210> 3
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5) ... (5)

<223> Xaa=Gly; Ser; Ala o Thr
<400> 3

Gly Gly Gly Gly Xaa Gly Gly Gly Gly
1 5
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<210> 4

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1) ... (39)

<223> la hormona peptidica es los aminoacidos 1-39, es decir, exendin-4 y posee la secuencia mostrada por SEQ

ID Ndm. 1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (40) ... (48)

<223> el enlazador es los aminoacidos 40-48 y la secuencia mostrada por SEQ ID Num. 3 (en donde Xaa es Ala)

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (49) ... (271)

<223> la proteina de transporte es los aminoacidos 49-271, es decir, el fragmento Fc de IgG2

<400> 4

ES 2597962 T3
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His

Glu

Ser

val

Phe

65

Pro

Val

Thr

Gly

Ala

Gly

Glu

50

Leu

Glu

Gln

Lys

Glu

Val

Ala
35

Cys

Phe

Val

Phe

Pro
115

Gly

Arg

20

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

100

Arg

Thr

Leu

Pro

Pro

Pro

Cys
85

Trp

Glu
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Phe

Phe

Pro

Cys

Lys

70

Val

Tyr

Glu

Thr

Ile

Ser

Pro

55

Pro

Val

vVal

Gln

Ser Asp

Glu Trp
25

Gly Gly
40

Ala Pro

Lys Asp

Val Asp

Asp Gly

105

Phe Asn
120

12

Leu

10

Leu

Gly

Pro

Thr

val

90

val

Ser

Ser Lys

Lys Asn

Gly Ala

val Ala

60

Leu Met

15

Ser His

Glu val

Thr Phe

Gln

Gly

Gly

45

Gly

Ile

Glu

His

Arg
125

Met

Gly

30

Gly

Pro

Ser

Asp

Asn

110

Val

Glu

15

Pro

Gly

Ser

Arg

Pro

95

Ala

Val

Glu

Ser

Gly

val

Thr

80

Glu

Lys

Ser



val
Cys
145
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
225

Trp

His

Leu

130

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

210

Gly

Gln

Asn

Thr

Ala

Gly

Glu

50

Leu

<210>5

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400>5
His
1
Glu
Ser
Val
Phe
65

Thr

val

Thr

Gly

195

Pro

Ser

Gln

His

Glu

Val

Ala

35

Cys

Phe

Val

Ser

Lys

Glu

180

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
260

Gly

Arg

20

Pro

Pro

Pro

Val
Asn
Gly
165
Glu
Tyr

Asn

Phe
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His

Lys

150

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

. 230

Asn
245

Thr

Thr

Pro

Pro

Pro

Val

Gln

Phe

Phe

Pro

Cys

Lys
70

Gln

135

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

215

Tyr

Phe

Lys

Thr

Ile

Ser

Pro

55

Pro

hsp

Leu

Arg

Lys

Asp

200

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Glu

Gly

40

Ala

Lys

Trp

Pro

Glu

Asn

185

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
265

Asp

Trp

25

Gly

Pro

Asp

13

Leu

Ala

Pro

170

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

250

Ser

Ala

10

Leu

Gly

Pro

Thr

Asn

Pro

155

Gln

Val

val

Pro

Thr

235

Val

Leu

Ser

Lys

Gly

Val

Leu
75

Gly

140

Ile

val

Ser

Glu

Pro

220

val

Met

Ser

Lys

Asp

Ala
60

Met

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp.

205

Met

aAsp

His

Pro

Gln

Gly

Gly

45

Gly

Ile

Glu

Lys

Thr

190

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
270

Met

Gly

30

Gly

Pro

Ser

Tyr

Thr

Leu

175

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

255

Lys

Glu

15

Pro

Gly

Ser

Arg

Lys

Ile

160

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

240

Leu

Glu

Ser

Gly

Val

Thr
80
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Pro Glu

Val Gln

Thr Lys

Val Leu
130

Cys Lys
145

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

Gly Gln
210

Asp Gly
225

Trp Gln

His Asn

<210>6

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> MISC_FEATURE
<2225 (1) ... (39)

<223> diferente de SEQ ID NUm. 1 en 2 amino&cidos

<400> 6

Val

Phe

Pro

115

Thr

val

Thr

Arg

Gly

195

Pro

Ser

Gln

His

Thr Cys
85

Asn Trp
100

Arg Glu

Val val

Ser Asn

Lys Gly
165

Glu Glu
180

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

245

Tyr Thr
260
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vVal

Tyr

Glu

His

Lys

150

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

230

Val

Gln

val

Val

Gln

Gln

135

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

215

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

Phe

120

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

200

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

105

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

185

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
265

14

Val Ser
90

Val Glu

Ser Thr

Leu Asn

Ala Pro
155

Pro Gln
170

Gln Val

Ala val

Thr Pro

Leu Thr
235

Ser Val
250

Ser Leu

His

Val

Phe

Gly

140

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

220

Val

Met

Ser

Glu

His

Arg

125

Lys

Glu

Tyr

Leu

205

Met

Asp

His

Pro

Asp

Asn

110

val

Glu

Lys

Thr

Thr

190

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
270

Pro

95

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

175

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

255

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

160

Pro

Leu

Asn

Ser

240

Leu



His Thr
1

Glu Ala

Ser Gly

<210>7

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400>7
His Thr
1

Glu Ala
Ser Gly

Val Glu
50

Phe Leu
65

Pro Glu
Val Gln
Thr Lys

Val Leu
130

Cys Lys
145

Ser Lys

Glu

Val

Ala
35

Glu

Val

Ala

25

Cys

Phe

val

Fhe

Pro

115

Thr

val

Thr

Gly

Arg

Pro

Gly

Arg

20

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

100

Arg

Val

Ser

Lys

Thr

Leu

Pro

Thr

Leu

Pro

Pro

Pro

Cys

85

Trp

Glu

Val

Asn

Gly
165

ES 2597962 T3

Phe

Phe

Pro

Phe

Phe

Pro

Cys

Lys

70

Val

Tyr

Glu

His

Lys

150

Gln

Thr

Ile

Ser

Thr

Ile

Ser

Pro

55

Pro

Val

val

Gln

Gln

135

Gly

Pro

Ser Asp Ala Ser Lys Gln Met Glu Glu

10

15

Glu Trp Leu Lys Asp Gly Gly Pro Ser

Ser

Glu

Gly

40

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

120

Asp

Leu

Arg

15

25

Asp

25

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

105

Asn

Trp

Pro

Glu

Ala

10

Leu

Gly

Pro

Thr

Vval

90

Val

Ser

Leu

Ala

Pro
170

Ser

Lys

Gly

val

Leu

75

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

155

Gln

Leu

Asp

Ala

Ala

60

Met

His

val

Phe

Gly

140

Ile

Val

Gln

Gly

Gly

45

Gly

Ile

Glu

His

Arg

125

Lys

Glu

Tyr

30

Met

Gly

Gly

Pro

Ser

Asp

Asn

110

Val

Glu

Lys

Thr

Glu

15

Pro

Gly

Ser

Arg

Pro

95

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu
175

Glu

Ser

Gly

val

Thr

80

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

160

Pro



ES 2597962 T3

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
180 185 190

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
195 200 205

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

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
225 230 235 240

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
245 250 255

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

260 265 270
<210> 8
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> NISC_FEATURE
<222> (1) ... (39)
<223> diferente de SEQ ID NUm. 1 en 3 sitios de aminoacido
<400> 8
His Thr Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Leu Gln Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asp Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210>9
<211> 271
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400>9

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

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu lys Asp Gly Gly Pro Ser
20 25 30

16



<210> 10
<211> 39

Ser

val

Phe

65

Pro

val

val

Cys

145

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

225

Trp

His

Gly

Glu

50

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

130

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

210

Gly

Gln

Asn

Ala

35

Cys

Phe

val

Phe

Pro

115

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

195

Pro

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

100

Arg

val

Ser

Lys

Glu

180

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
260

Pro

Pro

Pro

Cys

85

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

165

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

245

Thr

ES 2597962 T3

Pro

Cys

Lys

70

Vval

Tyr

Glu

His

Lys

150

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

230

Val

Gln

Ser Gly Gly

Pro

55

Pro

Val

Val

Gln

Gln

135

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

215

Tyr

Phe

Lys

40

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

120

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

200

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

108

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

185

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
265

17

Gly

Pro

Thr

Vval

Val

Ser

Ala

Pro

170

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

250

Ser

Gly

Val

Leu

- |

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

155

Gln

val

val

Pro

Thr

235

Val

Leu

Ala

Ala

60

Met

His

Val

Phe

Gly

140

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

220

val

Met

Ser

Gly

45

Gly

Ile

Glu

His

Arg

125

Lys

Glu

Tyr

Trp

205

Met

Asp

His

Pro

Gly

Pro

Ser

Asp

Asn

110

val

Glu

Lys

Thr

Thr

190

Glu

Lys

Glu

Gly
270

Gly

Ser

Arg

Pro

95

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

175

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

255

Lys

Gly

Val

Thr

80

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

160

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

240

Leu



10

15

ES 2597962 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1) ... (39)

<223> diferente de SEQ ID NUm. 1 en 4 sitios de aminoéacido

<400> 10
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Leu Thr Met Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asp Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 11
<211> 271
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 11

18



His

Glu

Ser

Val

Phe

65

Pro

val

Thr

val

Ala

Ala

Gly

Glu

50

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

Glu

Cys

Ala
35

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

115

Thr

Gly

Arg

20

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

100

val

Thr

Leu

Pro

Pro

Pro

Cys

85

Trp

Glu

Val

ES 2597962 T3

Phe

Phe

Pro

Cys

Lys

70

Val

Tyr

Glu

His

Thr

Ile

Ser

Pro

55

Pro

Val

vVal

Gln

Gln

Ser

Glu

Gly

40

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

120

Asp

Asp

Trp

25

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

105

Asn

Trp

19

Ala

10

Leu

Gly

Pro

Thr

Val

90

val

Ser

Leu

Ser

Lys

Gly

val

Leu

75

Ser

Glu

Thr

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

60

Met

His

Val

FPhe

Gly

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Ile

Glu

His

Arg

125

Lys

Tyr

Gly

30

Gly

Pro

Ser

Asp

Asn

110

Val

Glu

Glu

15

Pro

Gly

Ser

Pro

95

Ala

val

Tyr

Glu

Ser

Gly

Val

Thr

80

Glu

Lys

Ser

Lys



ES 2597962 T3

130 135 140

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
145 150 155 160

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
165 170 175

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
180 185 190

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
195 200 205

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

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
225 230 235 240

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
245 250 255

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

260 265 270
<210> 12
<211> 39
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1) ... (39)
<223> diferente de SEQ ID NUm. 1 en 6 sitios de aminoéacido
<400> 12
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Leu Thr Tyr Glu Glu
1 5 10 15
Glu Ala Cys Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asp Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 13
<211> 263
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 13

20



Ala
-Gln
Gly
Pro
Asp
65

Gly
Asn
Trp
Pro
145
Glu
Asn
Ile

Thr

Lys
225

Ala

Ala

Gly

Pro

50

Thr

Val

Val

Ser

Leu

130

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

210

Leu

Glu

Ala

Gly

35

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

115

Asn

Pro

Gln

Val

Val

195

Pro

Thr

Gly

Lys

20

Ala

Ala

Met

His

Val

100

Phe

Gly

Ile

Val

Ser

180

Glu

Pro

val

Thr

Glu

Gly

Gly

Ile

Glu

85

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

165

Leu

Trp

Met

Asp

ES 2597962 T3

Phe

Phe

Gly

Pro

Ser

70

Asp

Asn

val

Glu

Lys
150

' Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
230

Thr

Ile

Gly

Ser

55

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

135

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

215

Ser

Gly

Ala

Gly

40

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

120

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

200

Ser

Arg

Asp Val Ser

25

Val

Phe

Pro

Val

Thr

105

val

Cys

Ser

Pro

Val

185

Gly

Asp

Trp

21

10

Leu

Glu

Leu

Glu

Gln

90

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

170

Lys

Gln

Gly

Gln

Val

Cys

Phe

val

75

Phe

Pro

Thr

val

Thr

155

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
235

Ser

Lys

Pro

Pro

60

Thr

Asn

Arg

val

Ser

140

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

220

Gly

Tyr

Gly

Pro

45

Pro

Cys

Trp

Glu

Val

125

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

205

Phe

Asn

Leu

Arg

30

Cys

Lys

val

Tyr

Glu

110

His

Lys

Gln

Met

Pro

190

Asn

Leu

Val

Glu

15

Gly

Pro

Pro

Val

Val

95

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

175

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Gly

Gly

Ala

Lys

Val

80

Asp

Phe

Asp

Leu

160

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
240



10

15

ES 2597962 T3

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

245

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<223> secuencia de aminoacido de GLP-1A8G

Ala Ala Glu Gly Thr Phe Thr Gly

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala

<210> 14
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1) ... (31)
<400> 14
1
<210> 15
<211> 262
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<400> 15
His
1
Gln
Gly
Pro
Thr
65
Val
Val

Thr

Ala

Gly

val

50

Leu

Ser

Glu

Glu

Cys

Ala

35

Ala

Met

His

Val

260

5

20

Gly Thr

Lys Glu
20

Gly Gly

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

85

His Asn
100

Phe

Phe

Gly

Ser

Arg

70

Pro

Ala

Thr

Ile

Gly

val

55

Thr

Glu

Lys

25

Ser Asp

Ala Trp

25

Val Glu

40

Phe Leu

Pro Glu

Val Gln

Thr Lys
105

22

250

10

Ala
10

Leu

Cys

Phe

val

Phe

S0

Pro

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

75

Asn

Arg

Asp Val Ser Ser Tyr

Trp Leu Val Lys Gly

Ser Tyr

Lys Gly

Pro Cys

45

Pro Lys
60

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

255

Leu Glu Gly

15

Arg Gly

30

Leu

Arg

30

Pro

Pro

Val

val

Gln
110

Glu

15

Gly

Ala

Lys

val

Asp

95

Phe

Gly

Gly

Pro

Asp
80

Gly

Asn



10

<210> 16
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Ala
145

Pro

Gln

Thr

Leu

225

Ser

Ser

Thr

Asn

130

Pro

Gln

val

val

Pro

210

Thr

Val

Leu

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) ... (31)
<223> diferente de SEQ ID NUm. 2 en 3 sitios de aminoéacido

<400> 16

<210> 17
<211> 262

Phe

115

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

195

Pro

vVal

Met

Ser

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

180

Trp

Met

Asp

His

Pro
260

Val

Glu

Lys

Thr

165

Glu

Leu

Lys

Glu

245

Gly

ES 2597962 T3

Val

Tyr

Thr
150

Cys

Ser

Asp

Ser

230

Ala

Lys

Ser

Lys

135

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

215

Arg

Leu

vVal

120

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

200

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

185

Gln

Gly

Gln

Thr

Vval

Thr

170

Gly

Pro

Ser

Gln

His
250

val

Ser

Lys

155

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

235

Tyr

Val

Asn

140

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

220

Asn

Thr

His

125

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

205

Leu

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

190

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

175

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
255

Trp

Pro

Glu

160

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

240

Leu

His Thr Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Ala Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1

Gln Ala Cys Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
30

20

5

25

23

10

15



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 17

His

Gln

Gly

Pro

Thr

65

val

Val

Ser

Leu

Ala

145

Pro

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

Gly

Val

50

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

130

Pro

Gln

val

val

Pro
210

Glu

Ser

Ala

35

Ala

Met

His

val

Phe

115

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

155

Pro

Gly

Lys

20

Gly

Gly

Ile

Glu

His

100

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
180

Trp

Met

Glu

Gly

Pro

Ser

Asp

85

Asn

val

Glu

Lys

Thr

165

Thr

Glu

Leu

ES 2597962 T3

Phe

Phe

Gly

Ser

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

150

Leu

Cys

Ser

Asp

Thr

Ile

Gly

Val

55

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

135

Ile

Pro

Asn

Ser
215

Ser

Ala

Val

40

Phe

Pro

Val

Thr

val

120

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

200

Asp

Asp

25

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

105

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

185

Gln

Gly

24

Leu

10

Leu

Cys

Phe

vVal

Phe

90

Pro

Thr

val

Thr

Arg

170

Gly

Pro

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

75

Asn

Arg

val

Ser

Lys

155

Glu

Phe

Glu

Phe

Ser

Lys

Pro

Pro

60

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

140

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
220

Tyr

Gly

Cys

45

Lys

val

Tyr

Glu

His

125

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

205

Leu

Leu

Arg

30

Pro

Pro

Val

Val

Gln

110

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

190

Tyr

Tyr

Glu

15

Gly

Ala

Lys

Val

Asp

95

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

175

Asp

Lys

Ser

Gly

Gly

Pro

asp

80

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

160

Asn

Ile

Thr

Lys



10

15

ES 2597962 T3

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln

225

230

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His

245

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

260

<223> diferente de SEQ ID NUm. 2 en 3 sitios de aminoéacido

<210> 18
<211> 262
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1) ... (30)
<400> 18
His Thr Glu
1
Gln Ala Ser
<210> 19
<211> 262
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<400> 19
His Ala Glu
i
Gln Ala Ile
Gly Gly Ala
35
Pro Val Ala
50
Thr Leu Met
65
Val Ser His

Gly

Lys
20

Gly

Lys

20

Gly

Gly

Ile

Glu

Thr

Glu

Thr

Glu

Gly

Pro

Ser

Asp
85

Phe

Phe

Phe

Phe

Gly

Ser

Pro

Thr

Ile

Thr

Ile

Gly

val

55

Thr

Glu

Ser Asp

Ala Trp
25

Ser Asp

Ala Trp

25

Val Glu

40

Phe Leu

Pro Glu

Val Gln

25

250

Leu

Leu

Leu

10

Leu

Cys

Phe

val

Phe
90

Gly Asn Val Phe Ser Cys

235

240

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

Ser

val

Ser

val

Pro

Pro

Thr

i

Asn

Ser Tyr

Lys Gly

Ser Tyr

Lys Gly

Pro Cys
45

Pro Lys
60

Cys Val

Trp Tyr

Leu

Arg
30

Leu

Arg

Pro

Pro

Val

Val

255

Glu
15

Glu

15

Gly

Ala

Lys

val

Asp
95

Gly

Gly

Gly

Pro

Asp

Asp

80

Gly



ES 2597962 T3

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
100 105 110

Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp
115 120 125

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
130 135 140

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

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
165 170 175

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
180 185 190

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
195 200 205

Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
210 215 220

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
225 230 235 240

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

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260

<210> 20

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1) ... (30)

<223> diferente de SEQ ID NUm. 2 en 2 sitios de aminoacido

<400> 20
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

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

26



<210> 21

<211> 262

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 21

ES 2597962 T3

27



His
Gln
Gly
Pro
Thr
65

Val
Val
Ser
Leu
Ala
145
Pro
Gln

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly

val

50

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

130

Pro

Gln

val

Val

Pro

Glu

Ala

Ala

35

Ala

His

Val

Phe

115

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

195

Pro

Gly

Lys

20

Gly

Gly

Ile

Glu

His

100

Lys

Glu

Tyr

Leu

180

Trp

Met

Thr
Glu
Gly
Pro
Ser
Asp
85

Asn
Val
Glu
Lys
Thr
165
Thr

Glu

Leu
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Phe

Phe

Gly

Ser

Arg

70

Pro

Ala

Vval

Tyr

Thr

150

Cys

Ser

Asp

Thr

Ile

Gly

Vval

55

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

135

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

Ser

Ala

val

40

Phe

Pro

Val

Thr

val

120

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

200

Asp

Asp

Trp

25

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

105

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

185

Gln

Gly

28

Val

10

Leu

Cys

Phe

val

Phe

90

Pro

Thr

val

Thr

Arg

170

Gly

Pro

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

15

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

155

Glu

Phe

Glu

Phe

Ser

Lys

Pro

Pro

60

Cys

Trp

Glu

val

Asn

140

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Tyr

Gly

Cys

45

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

125

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

205

Leu

Leu

Arg

30

Pro

Pro

Val

val

Gln

110

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
190

Tyr

Tyr

Glu

15

Gly

Ala

Lys

val

Asp

95

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

175

Asp

Lys

Ser

Gly
Gly
Pro
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
160
Asn

Ile

Lys
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210 215 220

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
225 230 235 240

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

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
260

<210> 22

<211> 278

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1) ... (39)

<223> la hormona peptidica es los aminoacidos 1-39, es decir, exendin-4, y posee la secuencia mostrada por SEQ
ID Ndm. 1

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (40) ... (48)

<223> el enlazador es los aminoacidos 40-48 y tiene la secuencia mostrada por SEQ ID Num. 3 (en donde Xaa es
Ala)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (49) ... (278)

<223> la proteina de transporte es los aminoacidos 49-271, es decir, el fragmento Fc de IgG4, igual que en
WO/2005/000892

<400> 22

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp lLeu Ser Lys Gln Met Glu Glu

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asp Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly Gly Gly Gly Ala Gly Gly Gly Gly
35 40 45

Ala Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro
50 535 60

Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
65 70 75 80

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
85 90 95

29
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Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu
100

-Val Glu Val His Asn Ala Lys
115

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
130 135

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
145 150

Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
165

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
180

Gln val Ser Leu Thr Cys Leu
195

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
210 215

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
225 230

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
245

Ser Val Met His Glu Ala Leu
260

Ser Leu Ser Leu Gly Lys
275

<210> 23

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

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

<223> Xaa=Gly£-Thr£-Alag-Ser£-Leug-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

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

<223> Xaa=Leu£-Alag-Ser£-LeuL-lle£-Glu o Lys

val Gln
105

Thr Lys

120

Val Leu

Cys Lys

Ser Lys

Pro Ser

185

Val Lys

200

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

His Asn
265

30

Phe

Pro

Thr

val

Ala

170

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

250

His

Asn

Arg

Val

Ser

155

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

235

Gly

Tyr

Trp

Glu

Leu

140

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

220

Phe

Asn

Thr

Tyr

Glu

125

His

Lys

Gln

Met

Pro

205

Asn

Leu

Val

Gln

Val

110

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

130

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
270

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro
160

Arg Glu
175

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

Ser Arg
240

Ser Cys
255

Ser Leu
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (12) ... (12)

<223> Xaa=Lys£-Leug-Thr£-Ser£-LeuL-lle o Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13) ... (13)

<223> Xaa=GIng£~Thr£-Alag-Val£-Leu£-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

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

<223> Xaa=Met£-Try£-Thr£-Alag-Ser£-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19) ... (19)

<223> Xaa=Val£-Cys£-Alag-Ser£-LeuL-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20) ... (20)

<223> Xaa=ArgE-Thr&-Tyr£-Ser£-LeuL-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (21) ... (21)

<223> Xaa=Leu£-Thr£-Alag-AspL£-Glu£-His o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

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

<223> Xaa=GlugL-Leug-Thr£-Alag-Serg-Lys o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (27) ... (27)

<223> Xaa=Lys£-Alag-Ser£-LeuL-~ThrE-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (29) ... (28)

<223> Xaa=AspL£-Thr£-Alag-Serg-LeuL-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30) ... (30)

<223> Xaa=Gly£-Thr£-Alag-Ser£-LeuL-lle o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31) ... (31)

<223> Xaa=Pro£-Val£-Ser£-Alag-LeuL-lle o Lys

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32) ... (32)
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<223> Xaa=Ser£-Thr£-GluL-Ser£-Asp£-Lys o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (33) ... (33)

<223> Xaa=Thr£-Ser£-Alag-Met£-LeuL-lle o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34) ... (34)

<223> Xaa=Gly£-Thr£-Met£-Ser£-lle£-Leu o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (35) ... (35)

<223> Xaa=Alag-Thr£-Alag-Glu£-LeuL-lle o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (36) ... (36)

<223> Xaa=Pro£-Alag-ThrE-Ser£-LeuL-lle o Cys

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (37) ... (37)

<223> Xaa=Pro£-Thr£-Ser£-Alag-His£-Lys o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (38) ... (38)

<223> Xaa=Pro£-Thr£-Val£-Ser£-LeuL-Lys o lle

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (39) ... (39)

<223> Xaa=Ser£-Tyr£-Alag-LeuL-Serg-lle o Lys

<400> 23

His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Glu Glu

1 5

Glu Ala Xaa Xaa Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa

20

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35

25
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REIVINDICACIONES

1.- Una proteina de fusién, que se obtiene por fusién de una hormona peptidica con una proteina de transporte a
través de un enlazador, en donde la hormona peptidica es exendin-4 o el andlogo de exendin-4, y la hormona
peptidica esta capacitada para rebajar la glucosa en sangre; la proteina de transporte es el fragmento Fc de la
inmunoglobulina 1gG2; la proteina de fusion esta capacitada para rebajar la glucosa en sangre; el analogo de
exendin-4 es un péptido que tiene 6 o menos diferencias de sitios de amino&cido con SEQ ID Num. 1; el enlazador
es un péptido que tiene la secuencia mostrada por (Gly)mXaa-(Gly)s, en la que, m es un nimero entero comprendido
entre 3 y 8, n es un numero entero comprendido entre 3 y 8, Xaa es uno cualquiera seleccionado en el grupo
consistente en Gly, Ser, Alay Thr.

2.- La proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en donde la hormona peptidica es exendin-4 que tiene una
secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Num. 1.

3.- La proteina de fusion de la reivindicacion 1 6 2, en donde m es un nimero entero comprendido entre 4y 6, y n es
un namero entero comprendido entre 4 y 6.

4.- La proteina de fusion segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el enlazador tiene la secuencia
de aminoécido mostrada por SEQ ID Ndm. 3.

5.- La proteina de fusidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el fragmento Fc de IgG2 es de
origen humano.

6.- La proteina de fusién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la proteina de fusion tiene la
secuencia de aminoacido mostrada por SEQ ID Num. 4

7.- Secuencia de polinucleétido que codifica la proteina de fusion segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.
8.- Un vector que comprende la secuencia de polinucleotido segun la reivindicacion 7.

9.- Una célula anfitrién, en donde la célula anfitrién se genera por transfeccion de la célula receptora mediante el
vector conforme a la reivindicacion 8.

10.- La célula anfitrion segun la reivindicacion 9, en donde la célula receptora es la célula CHO o la célula NSO.

11.- Una composicién farmacéutica, en donde la composiciéon farmacéutica comprende la proteina de fusion
conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

12.- La composicién farmacéutica conforme a la reivindicacion 11, en donde la composicién farmacéutica se
administra como administracion local, aerosol o inyeccion.

13.- La composiciéon farmacéutica segun la reivindicacion 11 é 12, caracterizada porque la inyeccidon se administra
mediante inyeccion intraperitoneal, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular e inyeccién intravenosa.

14.- Uso de la proteina de fusién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en la produccién de
medicamentos contra la diabetes y la obesidad.
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Prueba de secrecion de cAMP de proteina de fusién de Exendin-4
sobre célula CHO de receptor de GLP-l humano

e

255388

Doble de aumento de cAMP

40 - —eo— exendin4
20 —a— LAX09
0 L] ¥
0.01 0.1 1 10 100 1000

(Concentracion de medicamento, nM)

Fig. 6

Prueba hipoglucémica

200~ -— PEE
- Exendin-4 70ug/Kg
-+ LAX09 1mg/Kg
1501 - LAX09 0.3mg/Kg
‘ -+ LAX09 0.1mg/Kg

Glucosa en sangre

0

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tiempo (minutos)
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Glucosa en sangre (mg/dl)

Nivel de glucosa en sangre (mmol/l)

0

ES 2597962 T3

OGTT de administraciéon mediante inyeccion Gnica
' en ratones KK-ay

LAX09 1mg/Kg
LAX09 0.1mg/Kg
LAX09 0.01mg/Kg
PBS

btee

0

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo (minutos)

Fig. 7

Administracion de largo plazo: glucosa en sangre tras 6 h de

20+

154

10

ayuno siguientes a 48 h después de la administracion

-~ PBS
-» LAX0S9

Tiempo (dias)

Fig. 8
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Porcentaje de peso corporal (%)

Toma de alimento acumulativa (9)

150+
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Toma de alimento acumulativa media de cada ratén

- PBS
- LAX09

0 4 7 10 13 17 20
' Tiempo (dias)

Fig. 9

Peso corporal de ratones KK-ay tras administracion
multiple de LAX09

-~ PBS
-2 LAX09

L) Ll ¥ L . B L]

S A e 2R P

Tiempo (dias)

Fig. 10
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Concentracion de glucosa en sangre (mmol/l)

15+

10+

Administracién de largo plazo: OGTT tras 24 h
siguientes a la quinta administracion

-~ PBS
-= LAX09 1mg/Kg

5' M
n L] B L] L] T L]
o ]
P ¢ B @ P
Tiempo (min)
Fig. 11
Administracién de largo plazo a KK-ay: OGTT tras 48 h
siguientes a la séptima administracién mediante inyeccién

= 400+
°
£
E 300+
e -~ PBS
=)
| =
2]
s 100
o
Q
=
(D c L] L)

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tiempo (minutos)

Fig, 12
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Porcentaje de hipoglucemia (%)

0
v
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Prueba hipoglucémica de ratones db/db

¢ 3 L  § | 4 | ] 1 L | 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo (minutos)

Fig. 13
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