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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft heterologe Fusionsproteine, die einen therapeutischen Peptidwirk-
stoff und einen konstanten Teil der schweren Kette eines Immunglobulins (Fc) umfassen, der die Wirkung hat,
dass einer die in vivo Halbwertszeit des therapeutischen Peptidwirkstoffs verlangert. Diese heterologen Fusi-
onsproteine kénnen zur Behandlung von humanen Erkrankungen, wie auch einer Vielzahl an anderen Zustan-
den und Stérungen verwendet werden.

[0002] Viele aktive therapeutische Peptide schauen in den klinischen Tests vielversprechend zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen aus. Jedoch war die Brauchbarkeit einer Therapie, die diese Peptide umfasst,
dadurch limitiert, dass viele Peptide wenig aktiv sind, in vivo schnell geklart werden oder in vivo extrem kurze
Halbwertszeiten aufweisen. Es wurden verschiedene Ansatze unternommen, um die Eliminierungshalbwerts-
zeit dieser Peptide zu verlangern oder die Clearance dieser Peptide aus dem Kérper zu verringern, wahrend
die biologische Aktivitat aufrechterhalten bleibt. Ein Ansatz umfasst die Fusion eines aktiven therapeutischen
Peptids an den konstanten Teil der schweren Kette eines Immunglobulins (Fc). Immunglobuline weisen in vivo
typischerweise lange Halbwertszeiten im Kreislauf auf. Beispielsweise haben IgG Molekile eine Halbwertszeit
beim Menschen von bis zu 23 Tagen. Der Fc Teil des Immunglobulins ist teilweise fir diese in vivo Stabilitat
verantwortlich. Diese heterologen Fusionsproteine nutzen die Stabilitat aus, die durch den Fc Teil eines Im-
munglobulins bereitgestellt wird, wahrend sie die biologische Aktivitat der Peptide konservieren.

[0003] Die WO 97 00 319 A beschreibt chimere Proteine, die Leptin oder eine Mutante oder Variante hiervon
fusioniert an eine humane Immunglobulindoméane umfassen. Die WO 96 04 388 A beschreibt I6sliche Proteine
mit einer humanen Interleukin (IL4) und/oder humanen Interleukin 13 (IL13) Antagonist- oder partiellen Anta-
gonistaktivitat, die eine IL4 Mutante oder Variante fusioniert an zumindest eine humane, konstante Immunglo-
bulindomane oder ein Fragment hiervon umfassen. Die WO 28 267 A beschreibt Fusionsproteine, die ein Pep-
tid mit CTLA4 Aktivitat fusioniert an eine konstante Immunglobulinregion umfassen.

[0004] Obwohl dieser Ansatz fir Peptidtherapeutika moglich ist (siehe beispielsweise WO 02 46 227, die he-
terologe Fusionsproteine beschreibt, die eine GLP-1 Verbindung und den Fc Teil eines Immunglobulins oder
Analogons oder Fragments hiervon umfasst) besteht eine allgemeine Sorge beziglich der Bildung eines hal-
ben Antikérpers, unerwiinschter Effektorfunktion, Glykosylierungsstellen und einer heterogenen Expression.

[0005] Angal et al., Mol. Immun. 81993) 30 (1): 105-108 beschreibt, wie humanes Immunglobulin G4 (IgG4)
in zwei molekularen Formen existiert: Dem H,L, Tetramer und dem HL "Halbantikdrper" aufgrund der Hetero-
genitat der Disulfidbricken zwischen den schweren Ketten. Es wurde festgestellt, dass eine einzelne Substi-
tution eines Rests an der Position 241 (Kabatnummerierungssystem) zur Bildung eines homogenen Antikdr-
pers fihrt. Reddy et al., J. Immun. (2000) 164: 1925-1933 beschreibt den monoklonalen CD4 Antikorper Cle-
noliximab, der ein modifiziertes IgG4 umfasst, das zwei Substitutionen einzelner Reste enthalt, die so angelegt
sind, dass sie die Disulfidbriicken zwischen den schweren Ketten stabilisieren und die restliche Fc Rezeptor-
bindung abgeschnitten wird.

[0006] Die vorliegende Erfindung versucht die Probleme zu liberwinden, die oben durch die Identifizierung
und Substitution von Aminosauren an verschiedenen Positionen des Fc Teils des Molekiils beschrieben sind,
welche halbe Antikorper reduzieren oder verringern oder die Effektorfunktion eliminieren. Zusatzlich liefert die
vorliegende Erfindung auch die Identifizierung und Substitution von Aminosauren an verschiedenen Positionen
des Fc Teils des Molekills, die keine Glykosylierungsstellen aufweisen und eine verringerte Heterogenitat wah-
rend der Expression liefern. Ferner ist es erwuinscht, dass die Identifizierung und Substitution von Aminosauren
an verschiedenen Positionen des Fc Teils des Molekiils keine Immunreaktion nach einer wiederholten und ver-
langerten Verabreichung des heterologen Fusionsproteins induziert.

[0007] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung umfassen heterologe Fusionsproteine, die ein aktives,

therapeutisches Peptid umfassen, das an den Fc Teil eines Immunglobulins fusioniert ist, wobei der Fc Teil die
Sequenz der SEQ ID Nr. 1 umfasst:
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Xaa .-Glu-Scr-Lys—Tyr-GIy-Pro-Pro-Cys—Pro-Prn-Cys-Pro—AIa-Pro-
Xaag-Xaa;7-Xaag-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Leu-Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-
Lys-Asp-Thr-Leu-Met-lle-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Vai-Thr-Cys-Val-
Val-Val-Asp-Val-Ser-Gln-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-Gln-Phc-Asn-Trp-
Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-
Glu-Glu-Glin-Phe-Xaagy-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-
Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-Cys-Lys-
Val-Ser-Asn-Lys-Gly-Leu-Pro-Scr-Scr-llc-Glu-Lys-Thr-lIle-Ser-
Lys-Ala-Lys-Gly-Gin-Pro-Arg-Glu-Pro-Gin-Val-Tyr-Thr-Leu-Pro-
Pro-Ser-Gln-Glu-Glu-Met-Thr-Lys-Asn-GIn-Val-Ser-Leu-Thr-Cys-
Leu-Val-Lys-Gly-Phe-Tyr-Pro-Ser-Asp-lle-Ala-Val-Glu-Trp-Glu-
Ser-Asn-Gly-Gin-Pro-Glu-Asn-Asn-Tyr-Lys-Thr-Thr-Pro-Pro-Val-
Lcu-Asp-Scr-Asp-Gly-Ser-Phe-Phe-Leu-Tyr-Ser-Arg-Leu-Thr-Val-
Asp-Lys-Ser-Arg-Trp-Gln-Glu-Gly- Asn-Val-Phe-Ser-Cys-Ser-Val-
Met-His-Glu-Ala-Leu-His-Asn-His-Tyr-Thr-Gln-Lys-Ser-Leu-Ser-
Leu-Ser-Leu-Gly-Xaayy (SEQ ID NO:1)

worin

Xaa an der Position 1 flir Ala steht oder fehlt,

Xaa an der Position 16 fir Pro oder Glu,

Xaa an der Position 17 fir Val, oder Ala,

Xaa an der Position 18 flir Ala,

Xaa an der Position 80 flir Asn oder Ala steht, and
Xaa an der Position 230 fur Lys steht oder fehlt.

[0008] Der Peptidteil und der Fc Teil der vorliegenden Erfindung werden direkt oder Gber einen Linker anein-
ander fusioniert. Ein Beispiel flr einen Linker ist ein G-reicher Peptidlinker mit der Sequenz
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 2). Andere Beispiele fir Linker
umfassen unter anderem
Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (1.5 L) (SEQ ID
NO: 4),
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser (2 L) (SEQ ID NO: 6),
Asp-Ala-Ala-Ala-Lys-Glu-Ala-Ala-Ala-Lys-Asp-Ala-Ala-Ala-Arg-Glu-Ala-Ala-Ala-Arg-Asp-Ala-Ala-Ala-Lys
(SEQ ID NO: 7) and Asn-Val-Asp-His-Lys-Pro-Ser-Asn-Thr-Lys-Val-Asp-Lys-Arg (SEQ ID NO: 8).

[0009] Der C-Terminus des Peptidteils und der N-Terminus des Fc Teils werden miteinander fusioniert. Alter-
nativ dazu werden der N-Terminus des Peptidteils und der C-Terminus des Fc Teils miteinander fusioniert. Zu-
satzlich wird der C-Terminus des Peptidteils mit dem N-Terminus des Fc Teils fusioniert und der N-Terminus
eines weiteren Peptidmolekils wird mit dem C-Terminus des Fc Teils fusioniert, was zu einem Peptid-Fc-Peptid
Fusionsprotein flihrt.

[0010] Die vorliegende Erfindung umfasst auch Polynukleotide, einschlieRlich der heterologen Fusionsprote-
ine der vorliegenden Erfindung, wie auch Vektoren und Wirtszellen, die solche Polynukleotide umfassen. Die
heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kdnnen zur Behandlung von Patienten verwendet
werden, die an humanen Erkrankungen leiden, wie auch an einer Vielzahl an deren Zustédnden und Stérungen.

[0011] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung umfassen einen aktiven, therapeutischen
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Peptidteil und einen Fc Teil. Der Fc Teil umfasst Substitutionen an die humane 1gG4 Sequenz, die das hetero-
loge Fusionsprotein bereitstellen, das die in vivo Stabilitat im Vergleich zum aktiven therapeutischen Peptid er-
hoht, das nicht an die Fc Sequenz fusioniert ist.

[0012] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung enthalten einen Fc Teil, der sich vom hu-
manen |gG4 ableitet, umfassen aber insbesondere Substitutionen im Vergleich zur humanen Wildtypsequenz.
Wie hierin verwendet hat der Fc Teil eines Immunglobulins die Bedeutung, die dem Ausdruck im Gebiet der
Immunologie herkémmlich zugeordnet wird. Genauer gesagt bezieht sich der Ausdruck auf ein Antikdrperfrag-
ment, das nicht die zwei Antigenbindungsregionen (die Fab Fragmente) vom Antikérper enthalt. Der Fc Teil
besteht aus der konstanten Region eines Antikdrpers von beiden schweren Ketten, die liber nicht-kovalente
Wechselwirkungen und Disulfidbriicken assoziieren. Der Fc Teil kann die Scharnierregionen enthalten und sich
Uber die CH2 und CH3 Doméanen zum C-Terminus des Antikdrpers erstrecken. Der Fc Teil kann ferner eine
oder mehrere Glykosylierungsstellen umfassen.

[0013] Es gibt 5 Typen humaner Immunglobuline mit unterschiedlichen Effektorfunktionen und pharmakoki-
netischen Eigenschaften. IgG ist das stabilste der flinf Typen mit einer Serumhalbwertszeit von etwa 23 Tagen.
Es gibt 4 IgG Subklassen (G1, G2, G3 und G4), die jeweils unterschiedliche Funktionen haben, welche als Ef-
fektorfunktionen bekannt sind. Diese Effektorfunktionen werden allgemein durch die Wechselwirkung mit dem
Fc gamma Rezeptor (FcyR) oder durch Bindung einer Subkomponente des Komplements 1 (C1q) vermittelt,
das die schwere Kette von Immunglobulin G oder Immunglobulin M erkennt und bindet und den klassischen
Komplementweg initiiert. Die Bindung an FcyR kann zu einer Antikérper-abhangigen, zellvermittelten Cytolyse
fuhren, wahrend die Bindung an die Komplementfaktoren zu einer durch Komplement vermittelten Lyse flhren
kann. Bei dem Entwurf von heterologen Fusionsproteinen. worin der Fc Teil allein fur die Fahigkeit zur Ausdeh-
nung der Halbwertszeit verwendet wird, ist es wichtig, jede Effektorfunktion zu minimieren. Daher leiten sich
die heterologen Fusionsproteinen der vorliegenden Erfindung von der humanen IgG4 Fc Region ab, da diese
eine verringerte Fahigkeit zur Bindung von FcyR und den Komplementfaktoren im Vergleich zu anderen IgG
Subtypen aufweist. Von IgG4 wurde jedoch gezeigt, dass es Zielzellen beim Menschen dezimiert [Issacs et al.,
(1996) Clin. Exp. Immunol. 106: 427-433]. Da die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung
Zellen in verschiedenen Organen des Korpers angehen, kénnte die Verwendung einer von IgG4 stammenden
Region in einem heterologen Fusionsprotein eine Immunantwort gegen die Zellen Uber eine Wechselwirkung
des heterologen Fusionsproteins mit den auf den Zielzellen vorhandenen Rezeptoren auslésen. Daher enthalt
die IgG4 Fc Region, die Teil der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung ist, Substitutionen,
die die Effektorfunktion eliminieren. Der IgG4 Fc Teil der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfin-
dung enthalt die folgenden Substitutionen: Alanin oder Valin anstelle von Phenylalanin am Rest 234 und Alanin
anstelle von Leucin am Rest 235 (EU Nummerierung, E. A. Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of Im-
munological Interest, 5. Ausgabe, Herausgeber US Department of Health and Human Services, Bethesda, MD,
NIH Veroffentlichung Nr. 91-3242). Zusatzlich kann Prolin anstelle von Glutamat am Rest 233 verwendet wer-
den. Die Reste 233, 234 und 235 entsprechenden Position 16, 17 und 18 in SEQ ID Nr. 1. Ferner ist die Ent-
fernung der N-gebundenen Glykosylierungsstelle in der IgG4 Fc Region durch die Substitution von Asn durch
Ala am Rest 297 (EU Nummerierung), was der Position 80 der SEQ ID Nr. 1 entspricht, ein weiterer Weg um
sicherzustellen, dass die restliche Effektoraktivitat im Zusammenhang mit einem heterologen Fusionsprotein
eliminiert wird.

[0014] Zusatzlich enthalt der IgG4 Fc Teil der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung eine
Substitution, die die Dimerbildung der schweren Kette stabilisiert und die Bildung von halben IgG4 Fc Ketten
verhindert. Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung existieren vorzugsweise als Dimere,
die Uber Disulfidbindungen und verschiedene nicht-kovalente Wechselwirkungen verbunden sind. Wildtyp
IgG4 enthalt ein Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys (SQ ID Nr. 3) Motiv, das am Rest 224 (EU Nummerierung beginnt.
Dieses Motiv in einer einzelnen, aktiven, therapeutischen Peptid-Fc-Kette bildet Disulfidbriicken mit dem ent-
sprechenden Motiv in einer weiteren aktiven, therapeutischen Peptid-Fc-Kette. Jedoch verursacht die Anwe-
senheit von Serin im Motiv die Bildung von einkettigen, heterologen Fusionsproteinen. Die vorliegende Erfin-
dung umfasst heterologe Fusionsproteine, worin die IgG4 Sequenz weiter so modifiziert wird, dass das Serin
an der Position 228 (EU Nummerierung) durch Prolin substituiert ist (Aminosaurerest 11 in SEQ ID Nr. 1).

[0015] Der C-terminale Lysinrest, der im nativen Molekil vorkommt, kann im Fc Teil des IgG4 Derivats der
hierin diskutierten heterologen Fusionsproteine deletiert sein (Position 230 der SEQ ID nr. 1, wobei das dele-
tierte Lysin als Des-K bezeichnet wird). Heterologe Fusionsproteine, die in einigen Zelltypen exprimiert werden
(wie NSO Zellen), worin das Lysin durch das C-terminale Kodon kodiert wird, sind dadurch heterolog, dass ein
Teil der Molekiile das Lysin als C-terminale Aminosaure aufweist und bei einem Teil das Lysin deletiert ist. Die
Deletion kommt durch die Proteasewirkung wahrend der Expression in einigen Saugerzelltypen zustande. Um
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diese Heterogenitat zu vermeiden, ist es bevorzugt, dass dem heterologen Fusionsexpressionskonstrukt ein
C-terminales Codon fur Lysin fehlt.

[0016] Es ist bevorzugt, dass die C-terminale Aminosaure des aktiven therapeutischen Peptidteils mit dem
N-Terminus des IgG4 Fc Analogteils tber einen Glycin-reichen Linker fusioniert ist. Die in vivo Funktion und
Stabilitat der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kann durch die Anfigung von kleinen
Peptidlinkern optimiert werden, um potentiell unerwiinschte Domanenwechselwirkungen zu vermeiden. Ferner
liefert ein Glycin-reicher Linker eine strukturelle Flexibilitat, so dass der aktive therapeutische Peptidteil pro-
duktiv mit dem Rezeptor auf die Zielzellen wirken kann. Diese Linker kdnnen jedoch signifikant das Risko er-
héhen, dass das heterologe Fusionsprotein in vivo immunogen ist. Daher ist es bevorzugt, dass die Lange
nicht I&dnger als notwendig ist, um unerwiinschte Domanenwechselwirkungen zu vermeiden und/oder die bio-
logische Aktivitat und/oder Stabilitat zu optimieren. Der bevorzugte Glycin-reiche Linker umfasst die Sequenz:
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID Nr. 2). Obwohl mehrere Kopien dieses
Linkers in den heterologen Fusionsproteinen der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen, ist es be-
vorzugt, dass eine einzelne Kopie dieses Linkers verwendet werden kann, um das Risiko der Immunogenitat
zu minimieren, das mit einer langeren und wiederholten Verabreichung assoziiert ist.

[0017] Ein aktives, therapeutisches Peptid kann ohne Beschrankung ein Enzym, ein Enzyminhibitor, ein An-
tigen, ein Antikorper, ein Hormon, ein Faktor, der bei der Kontrolle der Gerinnung beteiligt ist, ein Interferon,
ein Cytokin, ein Wachstumsfaktor und/oder Differenzierungsfaktor, ein Faktor, der bei der Erzeugung/Resorp-
tion von Knochengeweben beteiligt ist, ein Faktor, der bei der zellularen Motilitat oder Migration beteiligt ist, ein
bakterizider oder antifungaler Faktor, ein chemotaktischer Faktor, ein cytostatischer Faktor, ein Plasma- oder
interstitielles Adhasionsmolekul oder extrazellulare Matrizes oder alternativ dazu jede Peptidsequenz sein, die
ein Antagonist oder Agonist der molekularen und/oder interzellularen Wechselwirkungen ist, die in den Patho-
logien der zirkularen und interstitiellen Kompartimente beteiligt sind, beispielsweise der Bildung von arteriellen
und vendsen Thromben, Krebsmetastasen, Tumorangiogenese, entziindlichem Schock, Autoimmunerkran-
kungen, Knochen- und Osteoartikularpathologien und dergleichen. Beispiele fiir aktive, therapeutische Peptide
umfassen unter anderem G-CSF, GM-CSF, Eosinophilen(EOS)-CSF, Makrophagen(M)-CSF, Multi-CSF, Eryth-
ropoetin (EPO), IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-18, c-Kit Ligand, Fibroblas-
tenwachstumsfaktor (FGF) 21, Stammzellfaktor (SCF), Mastzellwachstumsfaktor, Erythroid-potentierende Ak-
tivitat (EPA), Lactoferrin (LF), Ferritin H-Untereinheit (das hei3t saures Isoferritin), Prostaglandin (PG) E1 und
E2, Tumornekrosefaktor (TNF) a und 8 (das heif3t Lymphotoxin), Interferon (IFN) a (1b, 2a und 2b), B, w und
y, transformierender Wachstumsfaktor(TGF)-, Aktivin, Inhibin, Leukamiehemmfaktor, Oncostatin M, Makro-
phageninflammationsprotein (MIP) 1a (das hei3t Stammzellinhibitor), Makrophageninflammationsprote-
in(MIP)-1B8, Makrophageninflammationsprotein(MIP)-2a (das heiRt GRO-B), GRO-a, MIP-2-3 (das heil3t
GRO-y), Blutplattchenfaktor 4, chemotaktischer und aktivierender Faktor fir Makrophagen, IP-10, Calcitonin,
Wachstumshormon, PTH, TR6, BLyS, BLyS Einkettenantikérper, Resistin, Wachstumshormon freisetzender
Faktor, VEGF-2, KGF-2, DSLAM, KDI, TR2, Glucagon-ahnliches Peptid 1 (GLP-1), Exendin 4 und Neuropep-
tidhypophysenadenylatcyclase-aktivierendes Polypeptid (PACAP) oder einer der Rezeptoren PAC-1, VPAC-1
oder VPAC-2 oder aktive Analoge, Fragmente oder Derivate eines der vorher erwahnten Peptide.

[0018] Die Nomenklatur, die hierin zur Bezeichnung spezifischer, heterologer Fusionsproteine verwendet
wird, wird folgendermalien definiert: L bezieht sich auf einen Linker mit der Sequenz
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID Nr. 2). Die Nummer unmittelbar vor
dem L bezieht sich auf die Anzahl an Linkern, die den aktiven, therapeutischen Peptidteil vom Fc Teil trennen.
Ein Linker der als 1.5 L angegeben ist, bezieht  sich auf  die Sequenz
Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID Nr. 4).
Ein Linker, der als 2 L angegeben ist, bezieht sich auf die Sequenz
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID Nr. 6). IgG4 bezieht auf ein Analogon der humanen IgG4 Fc Sequenz, die als SEQ
ID Nr. 1 angegeben ist. Substitutionen im IgG4 Fc Teil des heterologen Fusionsproteins sind in Klammern an-
gegeben. Die Wildtypaminosaure wird durch die herkdbmmliche Abklrzung angegeben, gefolgt von der Positi-
on im Zusammenhang der gesamten IgG4 Sequenz unter Verwendung des EU Nummerierungssystems, ge-
folgt von der Aminosaure, die an der Position durch ihre Abklirzung angegeben ist.

[0019] Obwohl heterologe Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung durch verschiedene Verfahren herge-
stellt werden konnen sind aufgrund der GrélRe des heterologen Fusionsproteins rekombinante Verfahren be-
vorzugt. Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung, wie sie hierin beschrieben und beansprucht wird, werden
die folgenden allgemeinen Molekularbiologieausdriicke und Abklrzungen im folgenden definiert.
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[0020] "Rasenpaar" oder "bp", wie es hierin verwendet wird, bezieht sich auf DNA oder RNA. Die Abklirzun-
gen A, C, G und T entsprechen jeweils den 5'-Monophosphatformen der Desoxyribonukleotide (Desoxyadeno-
sin, Desoxycytidin, Desoxyguanosin und Thymidin), wenn sie in DNA Molekulen vorkommen. Die Abkirzun-
gen U, C, G und A entsprechen jeweils den 5'-Monophosphatformen der Ribonukleotide Uridin, Cytidin, Gua-
nosin und Adenosin, wenn sie in RNA Molekilen vorkommen. In einer doppelstrangigen DNA kann sich Ba-
senpaar auf die Partnerschaft von A mit T oder C mit G beziehen. In einem DNA/RNA Heteroduplex kann sich
Basenpaar auf eine Partnerschaft von A mit U oder C mit G beziehen. (Siehe obige Definition von "komple-
mentar").

[0021] "Verdau" oder "Restriktion" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mit einem Re-
striktionsenzym, das nur an bestimmten Sequenzen in der DNA wirkt ("sequenzspezifische Endonukleasen").
Die verschiedenen Restriktionsenzyme, die hierin verwendet werden, sind im Handel erhaltlich und ihre Reak-
tionsbedingungen, Cofaktoren und andere Erfordernisse werden verwendet, wie wenn sie dem Fachmann be-
kannt sind. Geeignete Puffer und Substratmengen fiir bestimmte Restriktionsenzyme werden durch den Her-
steller angegeben oder kénnen leicht in der Literatur gefunden werden. "Ligation" bezieht sich auf das Verfah-
ren zur Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei doppelstrangigen Nukleinsaurefragmenten.
Falls nichts anderes angegeben ist, kann die Ligation unter Verwendung bekannter Puffer und Zustande mit
DNA Ligase, wie T4 DNA Ligase, erreicht werden.

[0022] "Plasmid" bezieht sich auf ein extrachromosomales (gewohnlich) selbstreplizierendes, genetisches
Element.

[0023] "Rekombinanter DNA Klonierungsvektor", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf jedes auto-
nom replizierende Mittel, wie unter anderem Plasmide und Phagen, die ein DNA Molekul umfassen, in das ein
oder mehrere zusatzliche DNA Segmente angefligt werden konnen oder wurden.

[0024] "Rekombinanter DNA Expressionsvektor" bezieht sich, wie er hierin verwendet wird, auf jeden rekom-
binanten DNA Klonierungsvektor, worin ein Promotor zur Kontrolle der Transkription der eingebauten DNA ein-
gebaut wurde.

[0025] "Transkription" bezieht sich auf das Verfahren, worin Information, die in einer Nukleotidsequenz an
DNA enthalten ist, in eine komplementare RNA Sequenz Uberflihrt wird.

[0026] "Transfektion" bezieht sich auf die Aufnahme eines Expressionsvektors durch eine Wirtszelle unab-
hangig davon, ob kodierende Sequenzen tatsachlich exprimiert werden. Es sind mehrere Transfektionsverfah-
ren dem Fachmann bekannt, beispielsweise Calciumphosphat Co-Fallung, Liposomentransfektion und Elek-
troporation. Erfolgreiche Transfektion wird im allgemeinen erkannt, wenn ein Hinweis auf die Funktionsfahig-
keit des Vektors in der Wirtszelle auftritt.

[0027] "Transformation" bezieht sich auf die Einflilhrung von DNA in einen Organismus, so dass die DNA ent-
weder als extrachromosomales Element oder durch chromosomale Integration replizierbar ist. Verfahren zur
Transformation von bakteriellen und eukaryontischen Wirten sind in der Technik gut bekannt, wie Kerninjektion,
Protoplastenfusion oder durch Calciumbehandlung unter Verwendung von Calciumchlorid sind in J. Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989) zusammengefasst. Allgemein wird der Ausdruck Trans-
formation anstelle des Ausdrucks Transfektion verwendet, wenn DNA in Hefe eingefiihrt wird.

[0028] "Translation" bezieht sich, wie sie hierin verwendet wird, auf ein Verfahren, worin die genetische Infor-
mation der Boten RNA (mRNA) verwendet wird, um die Synthese einer Polypeptidkette zu spezifizieren und
steuern.

[0029] "Vektor" bezieht sich auf eine Nukleinsdureverbindung, die zur Transfektion und/oder Transformation
von Zellen bei der Genmanipulation verwendet wird, welche Polynuketidsequenzen tragt, die geeigneten Pro-
teinmolekilen entspricht, die bei einer Kombination mit geeigneten Kontrollsequenzen, der zu transfizieren-
den/transformierenden Wirtszelle spezifische Eigenschaften verleiht. Plasmide, Viren und Bakteriophagen
sind geeignete Vektoren. Kiinstliche Vektoren werden durch Scheiden und Verbinden von DNA Molekiilen aus
unterschiedlichen Quellen unter Verwendung von Restriktionsenzymen und Ligasen konstruiert. Der Ausdruck
"Vektor", wie er hierin verwendet wird, umfasst rekombinante DNA Klonierungsvektoren und rekombinante
DNA Expressionsvektoren.

[0030] "Komplementar" oder "Komplementaritat" bezieht sich, wie sie hierin verwendet wird, auf Basenpaare
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(Purine und Pyrimidine), die Uber eine Wasserstoffbindung in einer doppelstrangigen Nukleinsaure assoziie-
ren. Die folgenden Basenpaare sind komplementar: Guanin und Cytosin, Adenin und Thymin und Adenin und
Uracil.

[0031] "Primer" bezieht sich auf ein Nukleinsaurefragment, das als initiierendes Substrat fir eine enzymati-
sche oder synthetische Elongation wirkt.

[0032] "Promotor" bezieht sich auf eine DNA Sequenz, die eine Transkription von DNA zu RNA steuert.

[0033] "Sonde" bezieht sich auf eine Nukleinsdureverbindung oder ein Fragment hiervon, das mit einer an-
deren Nukleinsaureverbindung hybridisiert.

[0034] "Singalsequenz" bezieht sich auf eine Sequenz an Aminosauren, die enzymatisch oder chemisch un-
ter Bildung des gewtinschten Polypeptids von Interesse entfernt werden kénnen.

[0035] "Sekretionssignalesequenz" bezieht sich auf eine Sequenz an Aminosauren, die im allgemeinen an
der N-terminalen Region eines gréReren Polypeptids vorkommt und deren Funktion die Initiation der Assozia-
tion des Polypeptids mit den Zellmembrankompartimenten, wie endoplamatisches Reticulum und Sekretion
des Polypeptids durch die Plasmamembran ist.

[0036] Humane IgG4 Wildytpproteine kénnen aus einer Vielzahl an Quellen erhalten werden. Beispielsweise
kénnen diese Proteine aus einer cDNA Bank erhalten werden, die aus Zellen hergestellt wird, welche die
mRNA von Interesse an einem detektierbaren Niveau exprimieren. Genbanken kénnen mit Sonden gescreent
werden, die unter Verwendung der veréffentlichen DNA oder Proteinsequenzen fir das bestimmte Protein von
Interesse entworfen wurden. Beispielsweise sind konstante Regionen der leichten oder schweren Kette des
Immunglobulins beschrieben in Adams et al., (1980) Biochemistry 19: 2711-2719, Goughet et al. 81980) Bio-
chemistry 19: 2802-2710, Dolby et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6027-6031, Rice et al. (1982)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 7862-7862, Falkner et al. (1982) Nature 298: 286-288 und Morrison et al.
81984) Ann. Rev. Immunol. 2; 239-256 beschrieben.

[0037] Das Screenen einer cDNA oder genomischen Bank mit der ausgewahlten Sonde kann mittels Stan-
dardverfahren ausgeflihrt werden, wie sie in Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laborstory Manual, Cold
Spring Harbor Laborstory Press, NY (1989) beschrieben sind. Ein alternatives Verfahren zur Isolierung eines
Gens, das fir ein Immunglobulinprotein kodiert, ist die Verwendung der PCR Methodik [Sambrook et al., siehe
obige Literaturstelle, Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laborstory Manual, Cold Spring Harbor Laborstory
Press, NY (1995)]. PCR Primer kénnen auf der Grundlage veréffentlichter Sequenzen entworfen werden.

[0038] Im allgemeinen konnen die Volllangenwildtypsequenzen, die aus einer bestimmten Genbank kloniert
wurden, als Matrize zur Erzeugung der IgG4 Fc Analogonfragmente der vorliegenden Erfindung dienen, die
die Fahigkeit behalten, dem aktiven, therapeutischen Peptid eine langere Plasmahalbwertszeit zu verleihen,
das Teil des heterologen Fusionsproteins ist. Die IgG4 Fc Analogfragmente kénnen unter Verwendung von
PCR Techniken mit Primern hergestellt werden, die entworfen wurden, um an Sequenzen zu hybridisieren, die
den gewtlinschten Enden des Fragments entsprechen. Die PCR Primer kdnnen auch so entworfen werden,
dass sie Restriktionsenzymstellen erzeugen, um die Klonierung in Expressionsvektoren zu erleichtern.

[0039] DNA, die die aktiven therapeutischen Peptide der vorliegenden Erfindung kodiert, kann auf eine Viel-
zahl an unterschiedlichen Verfahren hergestellt werden, einschlieRlich Klonierungsmethoden, wie denen, die
oben beschrieben sind, wie auch chemisch synthetisierte DNA. Die chemische Synthese kann attraktiv sein,
wenn das kodierte Peptid kurz ist. Die Aminosauresequenz fir die aktiven, therapeutischen Peptide sind im
allgemeinen bekannt und veroéffentlicht (Lopez et al., (1983), Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80: 5485-5489, Bell
et al., (1983), Nature, 302: 716-718, G. Heinrich et al. (1984) Endocrinol., 115: 2176-281, M. Ghiglione et al.
(1984) Diabetologia 27: 599-600].

[0040] Das fiir ein heterologes Fusionsprotein kodierende Gen kann dann durch die Ligation der DNA, die flr
ein aktives, therapeutisches Protein kodiert, im Leserahmen zur DNA konstruiert werden, die fir die hierin be-
schriebenen IgG Fc Proteine kodiert. Die DNA, die fiir ein aktives, therapeutisches Protein und IgG Fc Frag-
mente kodiert, kann entweder vor der Ligation oder im Zusammenhang mit einer cDNA mutiert werden, die flr
ein vollstandiges, heterologes Fusionsprotein kodiert. Es sind eine Vielzahl an Mutagenesetechniken in der
Technik gut bekannt. Das Gen, das fiir das aktive, therapeutische Protein kodiert und das Gen, das fir das
IgG4 Fc Analogprotein kodiert, kbnnen auch im Leserahmen durch eine DNA zusammengebracht werden, die
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fur ein G-reiches Linkerpeptid kodiert. Ein Beispiel flr eine DNA Sequenz, die fir eines der heterologen Fusi-
onsproteine der vorliegenden Erfindung kodiert, namlich Gly®-Glu®*-Gly**-GLP-1(7-37)-1L-IlgG4 (S228P,
F234A, L235A, Des K) wird als SEQ ID nr. 5 bereitgestellt:

CACGGCGAGGGCACCTTCACCTCCGACGTGTCCTCCTATCTCGAGGAGCAGG
CCGCCAAGGAATTCATCGCCTGGCTGGTGAAGGGCGCCGGCGGTGGTGGTGG
| CICCGGAGGCGGUGGCTCTGGIGGCGGTGGCAGCGCTGAGTCCAAATATGGT
. CCCCCATGOCCACCCTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTCTT
© CCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAA
" CTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAG
GAG‘CAGTTCAACAGCACGTACCGT GCTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTIC
. COGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGE
. CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGT
CAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCT
. GGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCICATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGT
ACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGT (SEQ ID NO:S)

[0041] Die Wirtszellen werden mit Expressions- oder Klonierungsvektoren, die hierin fir heterologe Fusions-
proteinproduktion beschrieben sind, transfiziert oder transformiert und in Nahrmedien kultiviert, die die zur In-
duktion von Promotoren, Selektion von Transformanden oder Amplifikation der Gene geeignet sind, die fur die
gewinschten Sequenzen kodieren. Die Kulturbedingungen, wie Medien, Temperatur, pH und dergleichen kén-
nen durch den Fachmann mit einfachen Experimenten selektiert werden. Im allgemeinen kénnen Prinzipien,
Protokolle und praktische Techniken zur Maximierung der Produktivitat der Zellkulturen in Mammalian Cell Bi-
otechnology: A Practical Approach, M. Butler, Herausgeber (IRL Press, 1991) und Sambrook et al., siehe obige
Literaturstelle gefunden werden. Verfahren zur Transfektion sind dem Fachmann bekannt, beispielsweise
CaPO, und Elektroporation. Allgemeine Aspekte der Transformation von Saugerzellwirtssystemen wurden in
US Nr. 4 399 216 A beschrieben. Transformationen in Hefen werden typischerweise gemafl dem Verfahren
von Solingen et al., J. Bad. 130 (2): 946-947 (1977) und Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (8):
3829-3833 (1979) ausgefiihrt. Jedoch kénnen auch andere Verfahren zur Einfihrung von DNA in Zellen ver-
wendet werden, wie Kernmikroinjektion, Elektroporation, bakterielle Protoplastenfusion mit intakten Zellen
oder Polykationen, beispielsweise Polybren oder Polyomethin. Fir verschiedene Techniken zur Transformati-
on von Saugerzellen sieche Keown et al., Methods in Enzymology 185: 527-537 (1990) und Mansour et al., Na-
ture 336 (6197): 348-352 (1988).

[0042] Geeignete Wirtszellen zur Klonierungs- oder Expression der Nukleinsdure (beispielsweise DNA) in
den Vektoren hierin umfassen Hefe oder hdhere Eukaryontenzellen.

[0043] Eukaryontische Mikroben, wie filamentdse Pilze oder Hefe sind geeignete Klonierungs- oder Expres-
sionswirte fur heterologe Fusionsproteinvektoren. Saccharomyces cerevisiae ist ein herkémmlich verwendeter
Wirtsorganismus der niederen Eukaryonten. Andere umfassen Schizosaccharomyces pombe [Beach und Nur-
se, nature, 290: 140-143 (1981), EP 0 139 383 A vom 2. Mai 1995], Muyveromyces Wirte [US 4 943 529 A,
Fleer et al., Bio/Technology 9 (10): 968-975 (1991)], wie beispielsweise K. lactis (MW98-8C, CBS683,
CBS4574) [de Louvencourt et al., J. Bacteriol. 154 (2): 737-742 (1983)], K. fiagilis (ATCC 12 424), K. bulgaricus
(ATCC 16 045), K wickeramii (ATCC 24 178), K. waltii (ATCC 56 500), K. drosophilarum (ATCC 36 906) [Van
den Berg et al., BiolTechnology 8 (2): 135-9 (1990)], K. thermotoierans, und K. marxianus, yarrowia (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 wie Schwanniomyces occidentulis (EP 0 394 538 A vom 31. Oktober 1990) und fi-
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lamentdse Pilze, wie beispielsweise Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91 00 357 A vom 10. Januar
1991) und Aspergillus Wirte, wie A. nidulans [Ballance et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 112 (1): 284-289
(1983)], Tilburn, et al., Gene 26 (2-3): 205-221 (1983), Yelton, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (5):
1470-1474 (1984)] und A. niger [Kelly und Hynes, EMBO J. 4 (2): 475-479 (1985)]. Methylotrophe Hefen wer-
den aus der Gattung ausgewahlt, die besteht aus Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces,
Torulopsis und Rhodotoruia. Eine Liste der spezifischen Spezies, die fiir diese Klasse beispielhaft sind, konnen
gefunden werden in C. Antony, The Biochemistry of Methylotrophs 269 (1982).

[0044] Geeignete Wirtszellen zur Expression der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung
werden von multizellularen Organismen abgeleitet. Beispiele fiir Nichtvertebratenzellen umfassen Insektenzel-
len, wie Drosophila S2 und Spodoptera Sp., Spodoptera high 5, wie auch Pflanzenzellen. Beispiele fiir brauch-
bare Wirtszelllinien umfassen NSO Myelomzellen, Chinesische Hamsterovar (CHO), SP2 und COS Zellen.
Spezifischere Beispiele umfassen die Affennierenlinie CV1, die durch SV40 transformiert ist (COS-7, ATCC
CRL 1651), humane, embryonale Nierenlinie [293 oder 293 Zellen, die fir ein Wachstum in Suspensionskultur
subkloniert sind, Graham et al., J. gen. Virol., 36 81): 59-74 (1977)], Chinesische Hamsterovarzellen/DHFR
[CHO, Urlaub und Chasin, Proc. Natl., Acad. Sci. USA, 77 (7): 4210-4220 (1980)], Maussertolizellen [TM4, Ma-
ther, Biol. Reprod. 23 81): 243-252 (1980)], humane Lungenzellen (W138. ATCC CCL 75), humane Leberzel-
len (Hep G2, HB 8065) und Mausbrusttumor (MMT 060562, ATCC CCL51). Eine bevorzugte Zelllinie zur Her-
stellung der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung ist die NSO Myelomzelllinie, die von der
European Collection of Cell Cultures (ECACC, Katalognummer 85110503) erhaltlich ist und in G. Galfre und
C. Milstein ((1981) Methods in Enzymology 73 (13): 3-46 und Preparation of Monoclonal Antibodies: Strategies
and Precedures, Academic Press, N. Y., N. Y.) beschrieben ist.

[0045] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kénnen direkt rekombinant oder als Pro-
tein mit einer Signalsequenz oder anderen zusatzlichen Sequenzen hergestellt werden, die eine spezifische
Spaltstelle am N-Terminus des reifen, heterologen Fusionsproteins erzeugen. Im allgemeinen kann die Signal-
sequenz eine Komponente des Vektors sein oder kann Teil der fiir das heterologe Fusionsprotein kodierenden
DNA sein, die in den Vektor inseriert ist. Fiir die Sekretion in der Hefe kann die Signalsequenz beispielsweise
die Invertasesignalsequenz der Hefe, die Signalsequenz des alpha Faktors (einschlief3lich Saccharomyces
und Kluyveromyces cc-Faktor Signalsequenzen, wobei die letzteren in US 5 010 182 A beschrieben sind) oder
die Signalsequenz der sauren Phosphatase, die Signalsequenz der C. albicans Glucoamylase (EP 0 363 179
A) oder die Signalsequenz sein, die in WO 90 13 646 A beschrieben ist. Bei der Saugerzellexpression kdnnen
Saugersignalsequenzen zur Steuerung der Sekretion des Proteins verwendet werden, wie Signalsequenzen
aus sekretierten Polypeptiden derselben oder verwandten Spezies wie auch virale Sekretionssignalsequen-
zen.

[0046] Sowohl Expressions- als auch Klonierungsvektoren enthalten eine Nukleinsduresequenz, die es dem
Vektor ermoglicht, in einer oder mehreren ausgewahlten Wirtszellen zu replizieren. Expressions- und Klonie-
rungsvektoren enthalten typischerweise ein Selektionsgen, das auch Selektionsmarker genannt wird. Typische
Selektionsgene kodieren Proteine, die (a) eine Resistenz gegenliber Antibiotika oder anderen Toxinen verlei-
hen, beispielsweise Neomycin, Methotrexat oder Tetracyclin, (b) autotrophe Defizienzen komplementieren
oder (c) entscheidende Nahrstoffe liefern, die nicht aus komplexem Medium verfiigbar sind, beispielsweise das
Gen, das fir die D-Alaninrazemase von Bacillen kodiert.

[0047] Beispiele flr geeignete Selektionsmarker flir Sdugerzellen sind jene, die die Identifizierung von Zellen
erlauben, welche zur Aufnahme der fiir das heterologe Fusionsprotein kodierenden Nukleinsaure kompetent
sind, wie DHFR oder Thymidinkinase. Eine geeignete Wirtszelle ist, wenn das Wildtyp DHFR verwendet wird,
die CHO Zelllinie, die beziglich der DHFR Aktivitat defizient ist, welche hergestellt und vermehrt wird, wie dies
beschrieben ist [Urlaub und Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77 (7): 4216-4220 (1980)]. Ein geeignetes
Selektionsgen zur Verwendung in Hefe ist das trpl Gen, das im Hefeplasmid YRp7 vorkommt [Stinchcomb, et
al., Nature 282 (5734): 39-43 (1979); Kingsman, et al., Gene 7 (2): 141-52 (1979); Tschumper, et al., Gene 10
(2): 157-66 (1980)]. The trpl Gen liefert einen Selektionsmarker fiir einen mutierten Stamm der Hefen dem die
Fahigkeit zum Wachsen in Tryptophan fehlt, beispielsweise, ATCC Nr. 44076 oder PEPC1 [Jones, Genetics
85: 23-33 (1977)].

[0048] Die Expressions- und Klonierungsvektoren enthalten gewoéhnlich einen Promotor, der funktionsfahig
an die fur das heterologe Fusionsprotein kodierende Nukleinsaure gebunden ist, um die mRNA Synthese zu
steuern. Es sind Promotoren fiir eine groRe Vielzahl an potenziellen Wirtszellen bekannt. Beispiele flr geeig-
nete Promotorsequenzen zur Verwendung mit den Hefewirten umfassen die Promotoren fiir 3-Phosphoglyce-
ratkinase [Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255 (24): 12073-12080 (1980)] oder andere glykolytische Enzymne
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(Ness et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149 (1968), Holland, Biochemistry 17 (23): 4900-4907 (1978)], wie Eno-
lase, Glyceraldehyd-3-3-phosphatasedehydrogenase, Hexokinase, Pyruvatdecarboxylase, Phosphofruktoki-
nase, Glucose-6-phosphatisomerase, 3-Phosphoglyceratmutase, Pyruvatkinase, Triosephosphatisomerase,
Phosphoglucoseisomerase und Glukokinase. Andere Hefepromotoren, die induzierbare Promotoren sind und
den zusatzlichen Vorteil der durch die Wachstumsbedingungen kontrollierten Transkription aufweisen, sind die
Promotorregionen fiir Alkoholdehydrogenase 2, Isocytochrom C. saure Phosphatase, Abbauenzyme, die mit
dem Stickstoffmetabolismus assoziiert sind, Metallothionin, Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase und
Enzyme, die fir Maltose und Galactoseverwertung verantwortlich sind. Geeignete Vektoren und Promotoren
zur Verwendung bei der Hefeexpression sind ferner in EP 0 073 657 A beschrieben. Die Transkription der fur
das heterologe Fusionsprotein kodierenden mRNA von Vektoren in Sdugerzellen kann beispielsweise durch
Promotoren kontrolliert werden, die aus den Genomen von Viren erhalten wurden, wie Polyomavirus, Geflu-
gelpockenvirus, Adenovirus (wie Adenovirus 2), Rinderpapillomavirus, Vogelsarkomvirus, einem Retrovirus,
Hepatitis-B-Virus und Simian Virus 40 (SV 40), aus heterologen Saugerpromotoren, beispielsweise dem Ac-
tinpromotor oder einem Immunglobulinpromotor und von Hitzeschockpromotoren, mit der MaRgabe, dass sie
mit den Wirtszellsystemen kompatibel sind.

[0049] Die Transkription eines Polynukleotids, das fir ein heterologes Fusionsprotein kodiert, durch hohere
Eukaryonten, kann durch die Insertion einer Enhancersequenz in den Vektor erhéht werden. Enhancer sind
cis-wirkende DNA Elemente mit gewohnlich 10 bis 300 bp, die auf einen Promotor zur Erhéhung der Trans-
kription wirken. Viele Enhancersequenzen sind aus Saugergenen bekannt (Globin, Elastase, Albumin, a-Ke-
toprotein und Insulin). Typischerweise verwendet man einen Enhancer aus einem Virus flr eine eukaryonti-
sche Zelle. Beispiele umfassen SV40 Enhancer und die spate Seite des Replikationsursprungs (bp 100 bis
270), den Enhancer des frihen Cytomegalieviruspromotors, den Enhancer der spaten Seite des Replikati-
onsursprungs von Polyoma und Adenovirus Enhancer. Die Enhancer kénnen in den Vektor an einer Position
5' oder 3' der fiir das heterologe Fusionsprotein kodierenden Sequenz gespliced werden, sind aber vorzugs-
weise an einer Stelle 5' vom Promotor lokalisiert.

[0050] Expressionsvektoren, die in eukaryontischen Wirtszellen verwendet werden (Hefe, Pilze, Insekten,
Pflanzen, Tiere, Menschen oder kernhaltige Zellen von anderen multizellularen Organismen) enthalten auch
Sequenzen, die fiir die Termination der Transkription und zur Stabilisierung der mRNA erforderlich sind. Solche
Sequenzen sind herkdmmlich von untranslatierten 5' und manchmal 3' Regionen eukaryontischer oder viraler
DNAs oder cDNAs erhaltlich. Diese Regionen enthalten Nukleotidsegmente, die als polyadenylierte Fragmen-
te im untranslatierten Teil der mRNA transkribiert werden, die fiir das heterologe Fusionsprotein kodiert.

[0051] Verschiedene Formen eines heterologen Fusionsproteins kdnnen aus einem Kulturmedium oder aus
Wirtszelllysaten gewonnen werden. Falls membrangebunden, kénnen sie aus der Membran mittels einer ge-
eigneten Detergenzlosung (beispielsweise Triton X-100) oder durch enzymatische Spaltung freigesetzt wer-
den. Zellen, die bei der Expression eines heterologen Fusionsproteins verwendet werden, kdnnen durch ver-
schiedene physikalische oder chemische Mittel zerstért werden, wie Gefrier-Auftauzyklen, Ultrabeschallung,
mechanische Zerstérung oder Zelllysemittel.

[0052] Wenn die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung in der geeigneten Wirtszelle expri-
miert werden, kdnnen die Analoga isoliert und gereinigt werden. Die folgenden Verfahren sind flir geeignete
Reinigungsverfahren beispielhaft: Fraktionierung auf Carboxymethylcellulose, Gelfiltration, wie Sephadex
G-75, Anionenaustauscherharz, wie DEAE oder Mono Q, Kationenaustausch, wie CM oder Mono S, Metall-
chelatsaulen, um mit Epitop versehene Formen des Polypeptids zu binden, Umkehrphasen HPLC, Chromato-
fokussierung, Silicagel, Ethanolfallung und Ammoniumsulfatfallung.

[0053] Es kénnen verschiedene Verfahren der Proteinreinigung verwendet werden und solche Verfahren sind
in der Technik bekannt und beschrieben, beispielsweise in Deutscher, Methods in Enzymology 182, 83-89
(1990) und Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, NY (1982). Die ausgewahl-
ten Reinigungsschritte hangen von der Art des verwendeten Herstellverfahrens und des bestimmten, herge-
stellten heterologen Fusionsproteins ab. Beispielsweise kdnnen heterologe Fusionsproteine, die ein Fc Frag-
ment umfassen, effektiv mittels einer Protein A oder Protein G Affinitatsmatrix gereinigt werden. Es kénnen
Puffer mit niedrigem oder hohem pH verwendet werden, um das heterologe Fusionsprotein von der Affinitats-
matrix zu eluieren. Milde Elutionsbedingungen helfen bei der Pravention der irreversiblen Denaturierung des
heterologen Fusionsproteins.

[0054] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kénnen mit einem oder mehreren Hilfs-
stoffen formuliert werden. Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kénnen mit einem
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pharmazeutisch annehmbaren Puffer kombiniert werden und der pH kann unter Bildung einer annehmbaren
Stabilitdt und eines pH eingestellt werden, der zur Verabreichung annehmbar ist, wie zur parenteralen Verab-
reichung. Optional kénnen ein oder mehrere pharmazeutisch annehmbare antimikrobielle Mittel zugegeben
werden. Meta-Cresol und Phenol sind bevorzugte pharmazeutisch annehmbare mikrobiologsiche Mittel. Es
koénnen ein oder mehrere pharmazeutisch annehmbare Salze zugegeben werden, um die lonenstarke oder To-
nizitat einzustellen. Es kénnen ein oder mehrere Hilfsstoffe zugegeben werden, um weiter die Isotonizitat der
Formulierung einzustellen. Glycerin ist ein Beispiel eines Isotonizitats-einstellenden Hilfsstoffs. Pharmazeu-
tisch annehmbare Mittel sind zur Verabreichung an einen Menschen oder ein Tier geeignet und enthalten somit
keine toxischen Elemente oder unerwiinschte Kontaminanten und Wechselwirken nicht mit den Wirkstoffe hier-
in.

[0055] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung konnen als Losung oder als lyophilisier-
tes Pulver formuliert werden, das mit einem geeigneten Verdinnungsmittel rekonstituiert werden kann. Eine
lyophilisierte Dosierungsform ist eine, worin das heterologe Fusionsprotein mit oder ohne Pufferkapazitat stabil
ist, um den pH der Losung Uber die beabsichtigte Haltbarkeit des rekonstituierten Produkts aufrechtzuerhalten.
Es ist bevorzugt, dass die L6sung, die die hierin vorher diskutierten Fusionsproteine enthalt, vor der Lyophili-
sierung im wesentlichen isotonisch ist, um die Bildung der isotonischen Lésungen nach der Rekonstitution zu
ermdglichen.

[0056] Eine pharmazeutisch annehmbare Salzform der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfin-
dung liegt innerhalb des Umfangs der Erfindung. Sauren, die herkdmmlich zur Bildung von Saureadditionssal-
zen verwendet werden, sind anorganische Sauren, wie Chlorwasserstoffsaure, Bromwasserstoffsaure, lod-
wasserstoffsaure, Schwefelsaure, Phosphorsaure und dergleichen und organische Sauren, wie p-Toluolsulfon-
saure, Methansulfonsaure, Oxalsaure, p-Bromphenylsulfonsaure, Kohlensaure, Bernsteinsaure, Citronensau-
re, Benzoesaure, Essigsaure und dergleichen.

[0057] Basenadditionssalze umfassen jene, die von anorganischen Basen stammen, wie Ammonium oder Al-
kali- oder Erdalkalimetallhydroxide, -carbonate, -bicarbonate und dergleichen. Solche Basen, die zur Herstel-
lung der erfindungsgemaRen Salze brauchbar sind, umfassen Natriumhydroxid, Kaliumhydrxoid, Ammonium-
hydroxid, Kaliumcarbonat und dergleichen.

[0058] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung weisen eine biologische Aktivitat auf. Die
biologische Aktivitat bezieht sich auf die Fahigkeit der heterologen Fusionsproteine zur Bindung und Aktivie-
rung eines Rezeptors in vivo und zur Auslésung einer Reaktion. Eine reprasentative Anzahl an heterologen
Fusionsproteinen wird auf ihre in vitro wie auch in vivo Aktivitat getestet. Die Beispiele 1 und 2 stellen eine Dar-
stellung der in vitro Aktivitat basierend auf der Fahigkeit des heterologen Fusionsproteins zur Interaktion mit
und Aktivierung des humanen GLP-1 Rezeptors bereit. In beiden Experimentsatzen werden HEK 293 Zellen
verwendet, die den humanen GLP-1 Rezeptor Giberexprimieren. Die Aktivierung des GLP-1 Rezeptors in die-
sen Zellen verursacht eine Adenylatcyclaseaktivierung, die wiederum die Expression eines Reportergens in-
duziert, das durch ein cAMP Reaktionselement (CRE) gesteuert wird. Das Beispiel 1 (Tabelle 1) liefert repra-
sentative Daten, worin das Reportergen beta-Lactamase ist und das Beispiel 2 (Tabelle 2) liefert reprasentative
Daten, worin das Reportergen Luciferase ist. Das Beispiel 3 liefert reprasentative Daten, die nach einer Ver-
abreichung der heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung an Ratten generiert wurden. Das Bei-
spiel 4 (Tabelle 6) liefert reprasentative Daten, die nach einer Verabreichung der heterologen Fusionsproteine
der vorliegenden Erfindung an Affen generiert wurden. Das Beispiel 5 (Tabelle 7) liefert reprasentative Daten
der Untersuchung der potenziellen Bildung von Antikdrpern nach wiederholten subkutanen Injektionen eines
heterologen Fusionsproteins. Das Beispiel 6 (Tabelle 8) liefert reprasentative Daten von einer pharmakodyna-
mischen Studie nach einer Injektion eines heterologen Fusionsproteins an Affen. Das Beispiel 7 (Tabelle 9) lie-
fert reprasentative Daten aus einer pharmakodynamischen Studie nach Injektionen von drei unterschiedlichen
Dosen an Ratten. Das Beispiel 8 (Tabelle 10) liefert reprasentative Daten, die nach einer Verabreichung von
verschiedenen heterologen Fusionsproteinen der vorliegenden Erfindung an Mause generiert wurden. Zusam-
men zeigen die reprasentativen Daten, dass die heterologen Fusionsproteine zur Bindung und Aktivierung ih-
rer Rezeptoren fahig sind, aktiver zu sein scheinen als das aktive, therapeutische Peptid, in vivo aktiv sind und
eine langere Halbwertszeit aufweisen als das aktive, therapeutische Peptid, nicht immunogen sind und dosis-
abhangig sind.

[0059] Die Verabreichung der heterologen Fusionsproteine kann iber jeden bekannten Weg erfolgen, der
dem Fachmann als wirksam bekannt ist. Peripher parenteral ist ein solcher Weg. Die parenterale Verabrei-
chung wird in der medizinischen Literatur gewohnlich als Injektion einer Dosierungsform in den Kérper durch
eine sterile Nadel oder eine andere mechanische Vorrichtung verstanden, wie eine Infusionspumpe. Periphere,
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parenterale Wege kdénnen intravendse, intramuskulare, subkutane und intraperitoneale Verabreichungswege
umfassen.

[0060] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kénnen auch fir eine Verabreichung
durch orale, rektale, nasale oder respiratorische Wege zuganglich sein, die keine parenteralen Wege sind. Von
diesen nicht-parenteralen Wegen sind der respiratorische Weg und der orale Weg bevorzugt.

[0061] Die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung kénnen zur Behandlung einer grof3en
Vielzahl an Erkrankungen und Zustanden verwendet werden.

[0062] Eine wirksame Menge der hierin beschriebenen heterologen Proteine ist die Menge, die zu einem ge-
wiinschten therapeutischen und/oder prophylaktischen Effekt flihrt, ohne unakzeptable Nebenwirkungen zu
verursachen, wenn sie einem Patienten verabreicht werden, der einer Rezeptorstimulierung durch das aktive,
therapeutische Peptid bedarf. Ein "gewlinschter therapeutischer Effekt" umfasst eines oder mehrere der fol-
genden: 1) Eine Linderung der Symptome, die mit der Erkrankung oder dem Zustand assoziiert sind, 2) eine
Verzégerung im Einsetzen der Symptome, die mit der Erkrankung oder dem Zustand assoziiert sind, 3) erhdhte
Langlebigkeit im Vergleich mit der Abwesenheit der Behandlung und 4) héhere Lebensqualitat im Vergleich zur
Abwesenheit der Behandlung.

[0063] Es ist bevorzugt, dass die heterologen Fusionsproteine der vorliegenden Erfindung entweder einmal
alle 2 Wochen oder einmal pro Woche verabreicht werden. In Abhangigkeit der zu behandelnden Krankheit
kann es erforderlich sein, das heterologe Fusionsprotein &fter als zwei- oder dreimal pro Woche zu verabrei-
chen.

[0064] Die vorliegende Erfindung wird nun ausschlieBlich durch nicht beschrankende Beispiele unter Bezug-
nahme auf die folgenden Beispiele beschrieben.

Beispiele
Beispiel 1 — In vitro GLP-1 Rezeptoraktivierungstest

[0065] HEK-293 Zellen, die den humanen GLP-1 Rezeptor unter Verwendung eines CRE-BLAM Systems ex-
primieren, werden mit 20 000 bis 40 000 Zellen/Vertiefung/100 yl DMEM Medium mit 10% FBS in einer mit
Poly-D-Lysin beschichteten schwarzen Platte mit klarem Boden und 96 Vertiefungen angeimpft. Am Tag nach
dem Animpfen wird das Medium abgezogen und 80 pl Plasma-freies DMEM Medium wird zugegeben. Am drit-
ten Tag nach dem Animpfen werden 20 pl Plasma-freies DMEM Medium mit 0,5% BSA zugegeben, das unter-
schiedliche Konzentrationen an verschiedenem heterologem GLP-1-Fc Fusionsprotein enthalt und zu jeder
Vertiefung gegeben, um eine Dosis-Antwort-Kurve zu erzeugen. Im allgemeinen werden 14 Verdiinnungen, die
3 Nanomolar bis 30 Nanomolar an heterologem GLP-1 Fc Fusionsprotein enthalten, verwendet, um eine Do-
sis-Antwort-Kurve zu erzeugen, aus der die EK,, Werte bestimmt werden kénnen. Nach 5 Stunden Inkubation
mit dem Fusionsprotein werden 20 pl B-Lactamasesubstrat (CCF2/AM, PanVera LLC) zugegeben und die In-
kubation wird fir 1 Stunde fortgesetzt, wonach die Fluoreszenz auf einem Cytofluor bestimmt wird. Der Test
wird ferner in Zlokarnik et al. (1998), Science, 278: 84-88 beschrieben. Es werden verschiedene GLP-1 Fc Fu-
sionsproteine getestet und die EK,, Werte sind in Tabelle 1 gezeigt. Die Werte sind relativ zu Werten, die fir
Val®-GLP-1(7-37)OH bestimmt wurden, das als interne Kontrolle mit jedem Experiment mitgefihrt wird.

Tabelle 1
Verbindung Aktivitat Standardab-
weichung

Val®-GLP-1 100 %

Gly®*-GIu®-GLP-1(7-37)-2L-1gG4 (S228P, F234A, L235A) 301 % 99
Gly®*-GIuZ-GLP-1(7-37)-1.5L-1gG4 (S228P, F234A, L235A) 314 % 45
Gly°*-Glu**-GLP-1(7-37)-1L-1gG4 (S228P, F234A, L235A) 468 % 120
Gly°’-Glu*-Gly**-GLP-1(7-37)-2L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 441 % 35
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Beispiel 2 — In vitro GLP-1 Rezeptoraktivierungstest

[0066] HEK-293 Zellen, die stabil den GLP-1 Rezeptor unter Verwendung eines CRE-Luciferasesystems ex-
primieren, werden mit 30 000 Zellen/Vertiefung/80 yl DMEM F12 Medium mit geringem Serumgehalt in Platten
mit 96 Vertiefungen geimpft. Am Tag nach dem Beimpfen werden 20 pl Aliquots an Testprotein in 0,5% BSA
gemischt und mit den Zellen fiir 5 Stunden inkubiert. Im allgemeinen werden 12 Verdinnungen, die 3 pM bis
3 nM enthalten, mit einer fiinffachen Konzentration fiir jedes Testprotein hergestellt, bevor sie zu den Zellen
zugegeben werden, um eine Dosis-Antwort Kurve zu erzeugen, aus der die EK;, Werte bestimmt werden.
Nach der Inkubation werden 100 pl Luciferasereagenz direkt zu jeder Platte gegeben und sanft fiir 2 Minuten
gemischt. Die Platten werden in einen Triluxluminnometer gestellt und die Lichtemission, die aus der Lucifera-
seexpression resultiert, wird berechnet. Es werden verschiedene GLP-1 Fc Fusionsproteine getestet und die
EKy, Werte werden in Tabelle 2 dargestellt. Die Werte sind relativ zu Va1®-GLP-1(7-37)OH, das als interne
Kontrolle in jedem Experiment mitgefihrt wird. Da die heterologen Proteine, die im folgenden getestet werden,
Dimere sind, sind die Werte so korrigiert, dass ein zweifacher Unterschied in Molaritat in Betracht gezogen
wird.

Tabelle 2
Verbindung Aktivitat Standardabweichung

Val®*-GLP-1 100 %

Gly*-Glu**-GLP-1(7-37)-2L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 535 % 240
Gly®-GIu*-GLP-1(7-37)-1.5L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 595 % 43
Gly®-Glu**-GLP-1(7-37)-1L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 1119 % 128
Gly®-Glu*-Gly**-GLP-1(7-37)-2L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 398 % 62
Gly®-Glu**-Gly™*-GLP-1(7-37)-1L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) 417 % 140

Beispiel 3 — Intravenoser Glucosetoleranztest in Ratten

[0067] Das heterologe Fusionsprotein Gly3-Glu*-Gly*¢-GLP-1(7-37)-L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) wird in
einem intravendsen Glucosetoleranztest (IVGTT) bei Ratten evaluiert. Es werden zumindest 4 Ratten in jede
der drei Gruppen aufgenommen. Die Gruppe | erhalt Trager (Tabelle 3), Die Gruppe Il erhéalt 1,79 mg/kg an
Gly8-Glu?-Gly*s-GLP-1(7-37(-L-lgG4 (S228P, F234A, L235A) als einzelne subkutane Injektion (Tabelle 4) und
die Gruppe lll erhalt 0,179 mg/kg an Gly3-Glu?-Gly*-GLP-1(7-37)-L-IlgG4 (S228P, F234A, L235A) als einzelne
subkutane Injektion (Tabelle 5). Die Ratten werden subkutan am Morgen von Tag 1 injiziert. 24 Stunden nach
der ersten Injektion wird 1 pl Glucose (D50) pro Gramm Kdrpergewicht als Bolus infundiert. Die Blutproben
werden 2, 4, 6, 10, 20 und 30 Minuten nach der Bolusinjektion der Glucose entnommen.

Tabelle 3 — Trager

Insulin Ratte 1 Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 Ratte 5 Durch- SEM
AUC (ng + schnitt

min/ml)

0-2 11 9,4 7 11 9,6

2-4 18,1 9,7 5,6 10,6 8,8

4-6 13,4 7 3,4 9,6 59

6-10 7.9 3,5 2,5 6 29

10-20 3,7 3 24 3 24

20-30 2 0 0 0 24

Summe 56,1 32,6 20,9 40,2 32 36,4 5,8
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Tabelle 4 — GLP-1-Fc (1,79 mg/kg)

Insulin Ratte 1 Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 Ratte 5 Durch- SEM

AUC (ng + schnitt

min/ml)

0-2 12,3 17,4 16 14 13

2-4 21,9 13,3 13,2 13,9 13,6

4-6 16,8 6,5 9,8 11,1 11,7

6-10 7,6 3,8 9,2 5,8 7.4

10-20 3 0 0 3,2 5,6

20-30 0 0 0 0 0

Summe 61,6 41 48,2 48 51,3 50 3,4
Tabelle 5 — GLP-1-Fc (0,179 mg/kg)

insulin AUC | Ratte 1 Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 Durchschnitt | SEM

(ng +

min/ml)

0-2 14,4 29,2 25,4 23,2

2-4 13,8 26,3 21,2 21,8

4-6 11,2 19,4 16,4 15,7

6-10 6,4 10,6 10,5 8

10-20 3,6 5,8 52 5

20-30 0 0 0 0

Summe 49,4 91,3 78,7 73,7 78,7 8,7

Beispiel 4 — Pharmakokinetische Studie nach einer einzelnen, subkutanten Injektion an Javaneraffen

[0068] Es wird eine Studie ausgefiihrt, um die Pharmakokinetik (PK) des heterologen Fusionsproteins
Gly.-G1u?-Gly*-GLP-1(7-37)-L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) zu charakterisieren, wenn es als 0,1 mg/kg
durch subkutane (sc) Injektion an mannlichen Javaneraffen verabreicht wird. Der RIA Antikorper ist fiir den Mit-
telteil von GLP spezifisch. Der ELISA verwendet einen N-terminus-spezifischen Fangantikdrper und einen Fc
spezifischen Detektionsantikorper.

[0069] Die resultierenden Plasmakonzentrationen sowohl aus dem ELISA als auch aus dem RIA werden zur
Bestimmung der reprasentierten, pharmakokinetischen Parameterwerte verwendet.

[0070] Eine Darstellung der resultierenden PK Parameterwerte ist in Tabelle 6 zusammengefasst. Eine Ein-

zeldosis SC PK aus dem RIA ist mit einer mittleren C,_, von 4467 ng/ml mit einer entsprechenden T, ,, von
17,3 Stunden assoziiert. Die mittlere Eliminierungshalbwertszeit betragt etwa 51,6 Stunden 82,2 Tage).
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Tabelle 6
RIA
Dosis Tier Nr. Corad’ LI ()] AUC, ° t,,° (h) CL/F® Vss/Ff
(mg/kg) (ng/ml) (ng + h/ml) (ml/h/kg) (ml/kg)
0,1 96051 461,0 4,0 37770,5 81,0 2,7 309,2
96071 430,0 24,0 43150,2 74,2 23 2481
96091 449,0 24,0 62271,1 82,9 1,6 191,9
RIA Mittel 4486,7 17,3 47730,6 79,3 2,2 249,8
SD 15,6 11,5 12876,5 4,5 0,5 58,7
ELISA
96051 315,4 2,0 9062,3 55,2 11,0 879,4
96071 289,4 240 16653,0 50,3 6,0 436,0
96091 271,9 24,0 19907,4 49,3 5,0 357,0
ELISA Mittel 292,2 16,7 15207,6 51,6 7,3 557,5
SD 21,9 12,7 5565,2 3,2 3,2 281,6

& Maximal beobachtete Plasmakonzentration

b Zeit der maximal beobachteten Plasmakonzentration

¢ Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit Kurve gemessen von 0 bis Unendlich
4 Eliminierungshalbwertszeit

¢ Gesamte Korperclearance als Funktion der Bioverfugbarkeit

"Verteilungsvolumen als Funktion der Bioverfligbarkeit

SD = Standardabweichung

Beispiel 5 — Untersuchung der potentiellen Bildung von Antikdrpern nach wiederholten, subkutanen Injektionen

[0071] Designierte Serumproben aus Javaneraffen werden auf die Bildung von Antikérpern gegen
Gly8-Glu®-Gly**-GLP-1(7-37)-L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) unter Verwendung eines direkten ELISA For-
mats getestet. Mikrotiterplatten werden mit Gly®-Glu?-Gly**-GLP-1(7-37)-L-IgG4 (S228P, F234A, L235A) mit
einer Konzentration von 0,1 pg/ml beschichtet. Affenserumproben werden 50, 500, 1000 und 5000 fach in der
Blockierungslésung verdunnt und 0,05 ml Probe/Vertiefung werden fir etwa 1 Stunde inkubiert. Der sekundare
Antikdrper Ziege-human Fab',-Peroxidase (mit 75% Kreuzreaktivitat gegeniiber dem Menschen) wird 10 000
fach in der Blockierungslosung verdiinnt und mit 0,05 ml/Vertiefung zugegeben und fiir etwa 1 Stunde inku-
biert. Die Farbentwicklung unter Verwendung von Tetramethylbenzidinsubstrat (TMB) wird mit einer optischen
Dichte von 450 nm bis 630 nm ausgelesen. Es werden doppelte Auswertungen gemittelt. Ein GLP-1 Antikérper
wird als Positivkontrolle verwendet und das Ziege-Kaninchen-(H+L)-Peroxidasekonjugat ist der sekundare An-
tikorper, der zur Detektion verwendet wird. Serumproben zu bestimmten Zeitpunkten werden vor der Dosie-
rung 24 Stunden nach der zweiten Dosis und 168 Stunden nach der ersten und zweiten SC Dosis zur Evalu-
ierung einer potentiellen Immunogenitdt entnommen. Das Vorkommen von Antikdrpertitern gegen
G8E22-CEX-L-hlgG4 wird durch einen Vergleich zu Serumproben vor der Dosierung und einer Positivkontrolle
interpretiert. Eine Darstellung der Ergebnisse ist in Tabelle 7 gezeigt.
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Tabelle 7
Dosis1 Positiv- | 107774 107777 107779 107780
Tier Nr. kontrol-
le
Proben- Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h
faktor sis sis sis sis
50x 2,854 0,268 0,268 0,160 0,128 0,144 0,152 0,264 0,224

500x 2,270 0,117 0,133 0,052 0,069 0,065 0,061 0,067 0,061
1000x 1,610 0,091 0,075 0,034 0,051 0,047 0,045 0,138 0,049
5000x 0,525 0,056 0,048 0,032 0,037 0,029 0,033 0,051 0,039

Dosis 2 | Positiv- | 107774 107777 107779 107780
Tier Nr. kontrol-
le
Proben- VorDo- | 24 h Vor Do- | 24 h Vor Do- | 24 h Vor Do- | 24 h
faktor sis sis sis sis
50x 3,056 0,298 0,231 0,164 0,159 0,227 0,176 0,211 0,192

500x 2,247 0,120 0,119 0,048 0,045 0,061 0,060 0,056 0,057
1000x 1,673 0,090 0,086 0,039 0,041 0,046 0,045 0,043 0,048
5000x 0,534 0,039 0,042 0,030 0,034 0,033 0,036 0,033 0,034

Dosis 2 | Positiv- | 107774 107777 107779 107780
Tier Nr. kontrol-
le
Proben- Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h Vor Do- | 168 h
faktor sis sis sis sis
50x 3,075 0,413 0,270 0,174 0,182 0,185 0,190 0,224 0,191

500x 2,173 0,097 0,103 0,042 0,051 0,056 0,057 0,048 0,053
1000x 1,510 0,066 0,067 0,038 0,040 0,037 0,046 0,043 0,043
5000x 0,474 0,042 0,042 0,033 0,046 0,033 0,033 0,036 0,041

Beispiel 6 — Pharmakodynamische Studie nach einer einzelnen, subkutanen Injektion in Javaneraffen im ntich-
ternen Zustand und wahrend einer abgestuften intravenésen Glucoseinfusion

[0072] In Phase 1 (Studientag 1) wird eine subkutane Injektion an Trager verabreicht. Eine abgestufte intra-
vendse Glucoseinfusion (20% Dextrose) mit 5, 10 und 25 mg/kg/min wird dann unmittelbar nach der Tragerin-
jektion verabreicht. In Phase 2 (Studientag 3) wird eine subkutane Injektion eines GLP-1 Fusionsproteins (0,1
mg/kg) verabreicht. In Phase 3 wird eine abgestufte, intravendse Glucoseinfusion fiir etwa 96 Stunden nach
der GLP-1 Fusionsinjektion ausgeflihrt.

[0073] Die abgestuften, intravendsen Glucoseinfusionsverfahren werden in sedierten Affen nach einem Fas-
ten fiir 16 Stunden Uber Nacht ausgefiihrt. Fiir beide intravendsen Glucoseinfusionen werden alle 10 Minuten
fir 20 Minuten Grundlinienproben entnommen, um die Grundlinie zu definieren. Eine nach oben gestufte Glu-
coseinfusion wird bei +20 Minuten mit einer Geschwindigkeit von 5 mg/kg/min gestartet, wonach Infusionen
von 10 mg/kg/min und 25 mg/kg/min erfolgen. Jede Infusionsgeschwindigkeit wird flir einen Zeitraum von 20
Minuten verabreicht. Es werden Blutproben in 10 Minuten Intervallen zur Messung der Glucose, des Insulins
und des Glucagons entnommen. Etwa 1,0 ml Blut werden —20 Minuten, —10 Minuten und 0 Minuten vor den
Glucoseinfusionen und 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten nach der Glucoseinfusion fur die Phasen 1 und 3
entnommen.

[0074] Eine Darstellung der Daten ist in Tabelle 8 gezeigt.
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Tabelle 8
Glucose AUC
Gruppe Tier AUC (min + Gruppe Tier AUC (min +
mg/dl) mg/dl)

GLP-Fc 9423 7447 Trager 9423 8077
9424 7470 9424 15006
9510 5153 9510 7116
9513 6303 9513 7459
9516 5413 9516 8728
9530 5240 9530 7863

N 6

Mittel 6171 Mittel 9041
SD 1078 SD 2973
SE 440 SE 1214

Insulin AUC

Gruppe Tier AUC (min + Gruppe Tier AUC (min +

mg/dl) mg/dl)

GLP-Fc 9423 129 Trager 9423 38
9424 138 9424 29
9510 357 9510 69
9513 161 9513 64
9516 376 9516 38
9530 215 9530 68
Mittel 229 Mittel 51
SD 111 SD 18
SE 45 SE 7

[0075] Die Glucagonspiegel sind nicht statistisch unterschiedlich zwischen den mit Trager und dem GLP-1
Fusionsprotein dosierten Affen.

Beispiel 7 — Pharmakodynamische Studie nach einer einzelnen subkutanen Injektion von 3 unterschiedlichen
Dosen in Ratten im nlichternen Zustand und wahrend einer abgestuften, intravendsen Glucoseinfusion

[0076] Mit Dauerkatheter versehene Ratten werden entweder einer Tragerkontrolle (Kochsalzlésung) oder ei-
ner der 3 Behandlungsgruppen zugeordnet (GLP-1 Fusionsprotein, 0,0179 mg/kg, 0,179 mg/kg oder 1,79
mg/kg). Das GLP-1 Fusionsprotein und der Trager werden durch eine subkutane Injektion verabreicht. 24
Stunden nach der Behandlung werden Uber Nacht (16 h) gefastete Ratten einem abgestuften, intravendsen
Glucoseinfusionstest unterzogen. Der abgestufte Glucoseinfusionstest besteht aus einer Grundlinieninfusions-
periode (20 Minuten), gefolgt von zwei 30 minltigen Glucoseinfusionsphasen mit jeweils 5 und 15 mg/kg/min.
Die Plasmaproben werden —20 Minuten, —10 Minuten, 0 Minuten vor den Glucoseinfusionen (Grundlinie) und
nach 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten gewonnen.

[0077] Eine Darstellung der Daten ist in Tabelle 9 gezeigt.
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Tabelle 9
5 mg/kg/min 15 mg/kg/min
Trager 4,3+0,2(n=18) 12,7+ 0,9 (n=18)
0,0179 mg/kg 56+0,4 (n=4) 159+1,8(n=4)

0,179 mg/kg

9,0+ 1,1* (n = 6)

28,0 + 3,8 (n = 6)

1,79 mg/kg

20,5 % 3,0* (n = 4)

52,7 +7,2* (n = 4)

* P < 0,05 gegenuber Trager

[0078] FGF-21 Fusionsproteine werden durch intravendse (i. v.) oder subkutane (s. c.) Wege mit einer Dosis
von 0,4 mg/kg an CD-1 Mause verabreicht. Die Tiere lasst man zu verschiedenen Zeiten zwischen 0 und 336
Stunden nach der Dosierung bluten. Das Plasma wird aus jeder Probe gewonnen und durch einen Radioim-
muntest analysiert. Es werden pharmakokinetische Parameter unter modellabhangigen (i. v. Daten) und unab-
hangigen (s. c. Daten) Methoden (WinNonlin Pro) berechnet und sind in der folgenden Tabelle 10 angegeben.
Durch eine i. v. Verabreichung hat das FGF-21-Fc Fusionsprotein eine Eliminierungshalbwertszeit von etwa
53,9 Stunden im Vergleich zu einer Eliminierungshalbwertszeit von 0,5 Stunden fur natives FGF-21. Durch eine
s. ¢. Verabreichung hat das FGF-21-Fc Fusionsprotein eine Eliminierungshalbwertszeit von etwa 24 Stunden
im Vergleich zu einer Eliminierungshalbwertszeit von 0,6 Stunden fiir natives FGF-21. Uber beide Verabrei-
chungswege zeigt das FGF-21 Fusionsprotein eine verlangerte Wirkdauer, wenn es mit nativem FGF-21 ver-

Beispiel 8 — Pharmakokinetische Analyse des FGF-21 Fusionsproteins

glichen wird.
Tabelle 10

Verbin- Weg Crax T, (d) AUC,_° t,,° (h) CL/F® % Ff
dung (ng/ml) (ng + h/ml) (ml/h/kg)
FGF-21-F | i.wv. 4432 - 137383 53,9 29
c

S. C. 1899 24 145056 48,6 2,8 106
FGF-21 i V. 4300 - 1200 0,5 803 -

S. C. 440 1,0 980 0,6 1024 78

& Maximal beobachtete Plasmakonzentration

b Zeit der maximal beobachteten Plasmakonzentration
¢ Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit Kurve gemessen von 0 bis Unendlich

4 Eliminierungshalbwertszeit
¢ Gesamte Korperclearance als Funktion der Bioverfiigbarkeit
f Prozentuale Bioverfligbarkeit
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Sequenzliste

<110> Eli Lilly and Company
<120> Fusionsproteine
<130> X-16821

<150> 60/477880

<151> 12.6.2003

<150> 60/570908

<151> 13.5.2004

<160> 8

<170> Patentln Version 3.3
<210> 1

<211> 230

<212> PRT

<213> Kunstlich

<220>
<223> Synthetisches Konstrukt

<220>

<221> Sonstiges Merkmal

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

<223> Xaa an der Position 1 steht fur Ala oder fehlt,

<220>

<221> Sonstiges Merkmal

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

<223> Xaa an der Position 16 steht fur Pro oder Glu,

<220>

<221> Sonstiges Merkmal

<222> (17)..(17)

<223> Xaa an der Position 17 steht fur Phe, Val oder Ala,

<220>

<221> Sonstiges Merkmal

<222> (18)..(18)

<223> Xaa an der Position 18 steht fur Leu, Glu oder Ala,

<220>

<221> Sonstiges Merkmal
<222> (80)...(80)
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<220>

<221> Sonstiges Merkmal
<222> (230)...{(230)
<223> Xaa an der Position 230 steht fir Lys oder fehit

<400> 1

Xaa
1

Xaa

Thr

val

val

65

Ser

Leu

Ser

Pro

GIn

145

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
225

G1d

Xaa

Leu

ser

ser

Gly

Met
35

Gln

Lys

Gly

Tyr
5

Pro

20

Ile

Glu

Ser

Asp

DE 60 2004 011 770 T2 2009.02.05

<223> Xaa an der Position 80 steht fir Asn oder Ala,

Gly Pro Pro Cys ;50 Pro

ser

Arg

Pro

50

Glu

Thr

AsSh

ser

Gln

130

val

val~

Pro

Thr

val
Tyr
Gly
Ile
115

val

Ser

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Asmr

val
85

Glu
LyS

Thr

Thr

Glu Trp Glu

Pro

val
195

val
180

Asp

val #et His

210

Leu Ser Leu

165

Leu

Lys

G6lu

Gly

val

Thr

Glu

Phe Leu Phe Pro

25

pro Glu val Thr
40

val Gln Phe Asn
ms S..m. .

Ala Lys Thr Lys Pro Ar§
70 § ‘75

val

Tyr

The

Leu

cys
150

‘ser

ASp

ser

Ala

Xaa
230

Ser

Lys

Ile

Pro

135

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
215

val

Cys

Ser

o

LyS
105

Lys

120 .

Pro

val

Gly

Asp

Ser

LyS

G6ln

Gly

Gin

Asn

Thr val
90

val ser
Ala Lys

Gln Glu

Gly Phe
155

Pro Glu
170

ser Phe

Glu Gly

His Tyr

20/24

Cys

fro

cys

Trp

60 . -

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

140

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
220

Pro

Lys

val
45

Ala Pro Xaa

Pro Lys Asp

30

val

val

Tyr val Asp

Glu

His

LYS

Glin

125

Met

Pro

Asn

Leu

val

205

Gln

Glin

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr
190

Phe

Lys

Phe
ASD
a5

Leu
Arg
Lys
ASp
Lys
173
Ser

ser

ser

Asp
Gly
Xaa
80

Trp
Pro
Glu
AsSn
Ile
160
Thr
Arg

Cys

Leu



DE 60 2004 011 770 T2 2009.02.05

<210> 2

<211> 15
<212> PRT
<213> Kinstlich

<220>
<223> Synthetisches Konstrukt
<400> 2

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 ’ 15

<210> 3
<211>6
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Pro Pro Cys Pro Ser Cys
1 5

<210> 4

<211> 22

<212> PRT

<213> Kunstlich

<220>

<223> Synthetisches Konstrukt

<400> 4

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
Ser Gly Gly %y Gly Ser

<210>5

<211> 825

<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<400> 5

;763C§96959§‘
. gaattcatcg
~ tctggtgocg
' cctgaggcﬁg
| argatctece
© gaggtccagt
cgogaggagc

. gactggcetga

atcgagaaaa

. ceeceatcec

. rrctacccca

i aagaccacgc

| gtggacaaga

geaccttcac
Cctggctggt
gtggcagege
€cgggggace
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
€CaTCTCCaa
aggaggagat
gcgacatcge
ctccegtget
gcaggtggea

actacacaca

DE 60 2004 011 770 T2 2009.02.05

ctecgacgtg

gaagggcggc
tgagtccaaa
atcagtertc
ggtcacgtgc
cgtggatgge
cacgtacegt
gtacaagrge
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagrgg
ggactccgac

tectectate
ggcggtyotg
Tatgguccec
cigttcccce
gtggtgatog
gtggaggtge
g1891Cagey
aaggrctcca
cagceoegag
caggtcagee
gaaagcaatg

ggetectict

ggaggggaat

gtcttctcat

tecctgtete

écgaggagca
gtggctecgy
catgcecace
caaaacccaa
acgtgagceca
ataatgccaa
Tccrcadcdgy
acaaaggcect
agecacaggt
tgacctgect
ggcagecgga
tcctctacag

gctccgtgat
tgggt

bgccgccaag“

aggeogegyc
ctgcccagea
ggacactctc
ggaagaccec
gacaaagecg
cctgeaccag
ceegtectec
gtacaccctg
ggtcaaagge
gaacaactac

<aggctaacc

gcargaggcet

: ctgcécaacc gaagagcetc

<210>6

<211> 30
<212> PRT
<213> Kinstlich

<220>
<223> Synthetisches Konstrukt

<400> 6

1y Gly Gy Gly Ser Gly Gly Gly QlY ser Gly Gly Gly Gly ser Gly
1 5 (X 10 15

i Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
: 20 Y 25 , 30

<210>7

<211> 25
<212> PRT
<213> Kunstlich

<220>
<223> Synthetisches Konstrukt
<400> 7

Asp A]é A1avA1a Lys G]Q»Afémﬂla Ala L%s Asp‘Ala Ala AiéuAig'éiu
1 5 1 ’ 15

Ala Ala Ala Arg Asp Ala Ala Ala Lgs
20 2
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<210> 8
<211> 14
<212> PRT

= <213> Kunstlich

<220>
<223> Synthetisches Konstrukt
<400> 8

Asn val Asp Mis gys Pro Ser Asn Thr Lys val asp Lys Arg
1 10

Patentanspriiche

1. Heterologes Fusionsprotein, umfassend ein aktives therapeutisches Peptid, das an den Fc Teil eines Im-
munglobulins fusioniert ist, wobei der Fc Teil die folgende Sequenz SEQ ID NO: 1 umfasst

Xaa;-Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-
Xaaqg-Xaa7-Xaag-Gly-Gly-Pro-Ser-Val-Phe-Leu-Phe-Pro-Pro-Lys-Pro-
Lys-Asp-Thr-Leu-Met-lle-Ser-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Thr-Cys-Val-
Val-Val-Asp-Val-Ser-GIn-Glu-Asp-Pro-Glu-Val-GIn-Phe-Asn-Trp-
Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Glu-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-
Glu-Glu-GIn-Phe-Xaag-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-
Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys-Cys-Lys-
Val-Ser-Asn-Lys-Gly-Leu-Pro-Ser-Ser-lle-Glu-Lys-Thr-lle-Ser-
Lys-Ala-Lys-Gly-GIn-Pro-Arg-Glu-Pro-GIn-Val-Tyr-Thr-Leu-Pro-
Pro-Ser-Gin-Glu-Glu-Met-Thr-Lys-Asn-GIn-Val-Ser-Leu-Thr-Cys-
Leu-Val-Lys-Gly-Phe-Tyr-Pro-Ser-Asp-lle-Ala-Val-Glu-Trp-Glu-
Ser-Asn-Gly-GIn-Pro-Glu-Asn-Asn-Tyr-Lys-Thr-Thr-Pro-Pro-Val-
Leu-Asp-Ser-Asp-Gly-Ser-Phe-Phe-Leu-Tyr-Ser-Arg-Leu-Thr-Val-
Asp-Lys-Ser-Arg-Trp-GIn-Glu-Gly-Asn-Val-Phe-Ser-Cys-Ser-Val-
Met-His-Glu-AIa-Leu-His-Asn-His-Tyr—Thr-GIn-Lys-Ser-Leu-Ser-
Leu-Ser-Leu-Gly-Xaay3o-(SEQ ID NO:1)
worin
Xaa an der Position 1 fiir Ala steht oder fehlt,
Xaa an der Position 16 fur Pro oder Glu steht,

- Xaa an der Position 17 fur Val oder Ala steht,
Xaa an der Position 18 firr Ala steht,
Xaa an der Position 80 fir Asn oder Ala steht, und
Xaa an der Position 230 fiir Lys steht oder fehit.

2. Heterologes Fusionsprotein nach Anspruch 1, worin die C-terminale Aminosaure des aktiven therapeu-
tischen Peptids an den N-terminalen Rest des Fc Teils Uber einen Peptidlinker fusioniert ist, der eine Sequenz
umfasst, die ausgewahlt ist aus:

a) Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 2);
b) Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO:
4);
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c)
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Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 6);

d)

Asp-Ala-Ala-Ala-Lys-Glu-Ala-Ala-Ala-Lys-Asp-Ala-Ala-Ala-Arg-Glu-Ala-Ala-Ala-Arg-Asp-Ala-Ala-Ala-Lys

(SEQ ID NO: 7); und
e) Asn-Val-Asp-His-Lys-Pro-Ser-Asn-Thr-Lys-Val-Asp-Lys-Arg (SEQ ID NO: 8).

3.

4.

8.

9.

Polynucleotid, das fiir das heterologe Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 kodiert.
Vektor, umfassend das Polynucleotid nach Anspruch 3.

Wirtszelle, umfassend den Vektor nach Anspruch 4.

Wirtszelle, zur Expression des heterologen Fusionsproteins nach Anspruch 1 oder 2.
Wirtszelle nach Anspruch 6, worin diese Zelle eine CHO Zelle ist.

Wirtszelle nach Anspruch 6, worin diese Zelle eine NSO Zelle ist.

Verfahren zur Herstellung eines heterologen Fusionsproteins, umfassend die Stufen einer Transkription

und Translation eines Polynucleotids nach Anspruch 3 unter solchen Bedingungen, dass das heterologe Fusi-
onsprotein in detektierbaren Mengen exprimiert wird.

10. Heterologes Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 zur Verwendung als ein Arzneimittel.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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