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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft modifizierte insulinotrope Peptide. Insbesondere betrifft die Erfindung modifizier-
te, glucagonartige Peptide und Exendinpeptide mit langer Wirkungsdauer zur Behandlung von Diabetes und
anderen, mit insulinotropen Peptiden in Zusammenhang stehenden Krankheiten, gastrointestinalen Funktio-
nen und mit dem Glucagonspiegel im Zusammenhang stehenden Aktivitaten.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Das insulinotrope Peptidhormon "glucagonartiges Peptid" (GLP-1) wird als mégliches therapeutisches
Mittel zur Behandlung des nichtinsulinabhangigen Diabetes mellitus vom Typ Il sowie von damit in Zusammen-
hang stehenden Stoffwechselstérungen, wie Fettleibigkeit, in Verbindung gebracht. Zu weiteren wertvollen in-
sulinotropen Peptiden gehdéren Exendin-3 und Exendin-4. Obgleich GLP-1, Exendin-3 und Exendin-4 wertvolle
Mittel darstellen, sind sie mit dem Nachteil einer begrenzten Wirkungsdauer in Verbindung mit kurzen in vi-
vo-Plasmahalbwertszeiten behaftet, hauptsachlich aufgrund der raschen Serum-Clearance und des proteoly-
tischen Abbaus. Das fur den Abbau von GLP-1 verantwortliche Enzym, namlich Dipeptidyl-peptidase IV, wurde
identifiziert. Es wurden eingehende Forschungsarbeiten mit dem Ziel durchgefiihrt, die Peptidase zu hemmen
oder GLP-1 so zu modifizieren, dass sein Abbau unter Aufrechterhaltung seiner biologischen Aktivitat verlang-
samt wird. Trotz dieser umfangreichen Anstrengungen konnte bisher kein aktives GLP-1 mit langer Wirkungs-
dauer hergestellt werden. Unter Diabetikern besteht ein enormes Bedirfnis nach verbesserten GLP-1-, Exen-
din-3- und Exendin-4-Peptiden.

[0003] Es besteht somit ein Bedurfnis, GLP-1, Exendin-3, Exendin-4 und andere insulinotrope Peptide so zu
modifizieren, dass sie eine langere in vivo-Wirkungsdauer aufweisen, wahrend ihre geringe Toxizitat und ihre
therapeutischen Vorteile beibehalten werden.

Zusammenfassende Darstellung der Erfindung

[0004] Zur Befriedigung dieser Bedurfnisse ist die vorliegende Erfindung auf modifizierte insulinotrope Pepti-
de (ITPs) abgestellt. Die Erfindung betrifft neuartige, chemisch reaktive Derivate von insulinotropen Peptiden,
die mit verfigbaren funktionellen Gruppen an zellularen Tragern, einschliellich mobilen Blutproteinen, unter
Ausbildung von kovalenten Bindungen reagieren kdnnen. Speziell betrifft die Erfindung neuartige, chemisch
reaktive Derivate von insulinotropen Peptiden, wie dem glucagonartigen Peptid (GLP) und Exendin-3 und
Exendin-4, die mit verfugbaren funktionellen Gruppen an mobilen Blutproteinen unter Bildung von kovalenten
Bindungen reagieren kdnnen. Die Erfindung betrifft ferner neuartige, chemisch reaktive Derivate oder Analoge
von insulinotropen Peptiden, die mit verfiigbaren funktionellen Gruppen an mobilen Blutproteinen unter Bildung
von kovalenten Bindungen reagieren kénnen.

[0005] Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte insulinotrope Peptide, die eine reaktive Gruppe umfas-
sen, die mit Aminogruppen, Hydroxylgruppen oder Thiolgruppen an Blutverbindungen unter Bildung von sta-
bilen kovalenten Bindungen reagiert.

[0006] Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein insulinotropes Hormon, das ein modifiziertes Fragment
von GLP-1 umfasst, und Derivate davon, insbesondere GLP-1(7-36)-Amid. Ferner betrifft die Erfindung die the-
rapeutische Verwendung derartiger Verbindungen und insbesondere die Verwendung von modifiziertem
GLP-1(7-36)-Amid zur Behandlung von im reifen Alter einsetzenden Diabetes mellitus (Typ lI-Diabetes).
[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft ferner modifizierte Exendin-3- und Exendin-4-Fragmente und die
therapeutische Verwendung derartiger Verbindungen.

[0008] Insbesondere ist die Erfindung abgestellt  auf: GLP-1(1-36)-Lys* (e-MPA)-NH,;
GLP-1(1-36)-Lys* (e-AAEA-AEEA-MPA)-NH,;  GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)-NH,;  GLP-1(7-36)-Lys* (¢-AE-
EA-AEEA-MPA)-NH,; D-Ala®-GLP-1(7-36)-Lys*(e-MPA)-NH,; Exendin-4(1-39)-Lys*(e-MPA)-NH,; Exen-
din-4(1-39)-Lys*(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH,; Exendin-3(1-39)-Lys*°(e-MPA)-NH,; Exendin-3(1-39)-Lys*°(e-AE-
EA-AEEA-MPA)-NH,; Lys?(e-MPA)GLP-1(7-36)-NH,; GLP-1(7-36)-EDA-MPA,; und Exen-
din-4(1-39)-EDA-MPA.

[0009] Die Erfindung betrifft ferner Zusammensetzungen, die die Derivate der insulinotropen Peptide enthal-
ten, und die Verwendung der Zusammensetzungen zur Behandlung von Diabetes beim Menschen.

[0010] Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Verstarkung der Expression von Insulin, das die Versor-
gung einer Saugetier-Pankreas-Inselzelle vom Betatyp mit einer wirksamen Menge der vorstehend beschrie-
benen modifizierten, insulinotropen Peptide umfasst.

[0011] Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Behandlung von in reifem Alter einsetzenden Diabetes
mellitus, das die Verabreichung einer wirksamen Menge der vorstehend beschriebenen insulinotropen Peptide
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an einen Patienten, der einer derartigen Behandlung bedarf, umfasst.
[0012] Die Erfindung betrifft ferner die Behandlung weiterer, mit insulinotropem Peptid in Zusammenhang ste-
henden Krankheiten und Zustande mit den erfindungsgemafen modifizierten, insulinotropen Peptiden.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung
Definitionen

[0013] Um ein volles Verstandnis der Erfindung zu gewahrleisten, werden die folgenden Definitionen gege-
ben.

[0014] Insulinotrope Peptide: Insulinotrope Peptide (ITPs) sind Peptide mit insulinotroper Aktivitat. Insulino-
trope Peptide stimulieren (oder bewirken die Stimulation) die Synthese oder Expression des Hormons Insulin.
Zu derartigen Peptiden gehdren Vorlaufer, Analoge und Fragmente von Peptiden, die glucagonartiges Peptid,
Exendin-3 und Exendin-4 und andere Peptide mit insulinotroper Aktivitdt umfassen.

[0015] Glucagonartiges Peptid: Glucagonartiges Peptid (GLP) und GLP-Derivate sind intestinale Hormone,
die im allgemeinen die Insulinsekretion wahrend der Hyperglykamie stimulieren, die Glucagonsekretion unter-
driicken, die Biosynthese von (Pro)-insulin stimulieren und die gastrische Entleerung und Sauresekretion ver-
langsamen. Einige GLPs und GLP-Derivate férdern die Glucoseaufnahme durch Zellen, stimulieren jedoch
nicht die Insulinexpression, wie im US-Patent 5 574 008 (auf das hier Bezug genommen wird) ausgefihrt ist.
[0016] Exendin-3- und Exendin-4-Peptide: Exendin-3- und Exendin-4-Peptide und Peptidderivate sind Pepti-
de mit 39 Aminoséauren, die zu etwa 53% homolog zu GLP-1 sind und eine insulinotrope Aktivitat besitzen.
[0017] Reaktive Gruppen: Reaktive Gruppen sind chemische Gruppen, die zur Bildung einer kovalenten Bin-
dung befahigt sind. Derartige reaktive Mittel gehen mit einem insulinotropen Peptid von Interesse eine Kupp-
lung oder Bindung unter Bildung eines modifizierten, insulinotropen Peptids ein. Reaktive Gruppen sind im all-
gemeinen in wassriger Umgebung stabil. Ublicherweise handelt es sich um Carboxyl-, Phosphoryl- oder ge-
eignete Acylgruppen, entweder in Form von Estern oder gemischten Anhydriden, oder um eine Imidatgruppe,
wobei die Mdglichkeit zur Bildung einer kovalenten Bindung mit funktionellen Gruppen, wie Aminogruppen, Hy-
droxylgruppen oder Thiolgruppen, an der Zielstelle von mobilen Blutkomponenten besteht. Grotenteils bein-
halten die Ester Phenolverbindungen oder es handelt sich um Thiolester, Alkylester, Phosphatester oder dergl.
Zu reaktiven Gruppen gehdren Succinimidyl- und Maleinimidogruppen.

[0018] Funktionelle Gruppen: Funktionelle Gruppen sind Gruppen an Blutkomponenten, mit denen reaktive
Gruppen an modifizierten, insulinotropen Peptiden unter Bildung von kovalenten Bindungen reagieren. Zu
funktionellen Gruppen gehdéren Hydroxylgruppen zur Bindung an reaktive Esterreste; Thiolgruppen zur Bin-
dung an Maleinimide und Maleinimidogruppen, Imidate und Thioestergruppen; Aminogruppen zur Bindung an
Carboxyl-, Phosphoryl- oder Acylgruppen an reaktiven Resten und Carboxylgruppen zur Bindung an Amino-
gruppen. Zu derartigen Blutkomponenten gehéren Blutproteine.

[0019] Verknupfende Gruppen: Verknipfende Gruppen sind chemische Reste, die reaktive Gruppen mit ITPS
verknupfen oder verbinden. Verknupfende Gruppen kénnen einen oder mehrere Alkylgruppen, wie Methyl,
Ethyl, Propyl, Butyl und dergl., Alkoxygruppen, Alkenylgruppen, Alkinylgruppen oder Aminogruppen umfassen,
die durch Alkylgruppen, Cycloalkylgruppen, polycyclische Gruppen, Arylgruppen, Polyarylgruppen, substituier-
te Arylgruppen, heterocyclische Gruppen und substituierte heterocyclische Gruppen substituiert sind. Verknup-
fende Gruppen kénnen auch Polyethoxyaminosauren umfassen, wie AEA ((2-Amino)-ethoxyessigsaure) oder
die bevorzugte verknipfende Gruppe AEEA ([2-(2-Amino)-ethoxy]-ethoxyessigsaure).

[0020] Blutkomponenten: Blutkomponenten kénnen entweder fixiert oder mobil sein. Fixierte Blutkomponen-
ten sind nicht-mobile Blutkomponenten. Hierzu gehéren Gewebe, Membranrezeptoren, interstitielle Proteine,
Fibrinproteine, Kollagene, Blutplattchen, Endothelzellen, Epithelzellen und deren assoziierte Membran- und
membranartige Rezeptoren, somatische Korperzellen, Skelett- und glatte Muskelzellen, neuronale Komponen-
ten, Osteozyten und Osteoklasten sowie samtliche Kdrpergewebe, insbesondere solche, die mit zirkulatori-
schen und lymphatischen Systemen assoziiert sind. Mobile Blutkomponenten sind Blutkomponenten, die kei-
nen, fur einen ldngeren Zeitraum hinweg (im allgemeinen von nicht mehr als 5 Minuten und ublicherweise nicht
mehr als 1 Minute) fixierten Aufenthaltsort aufweisen. Diese Blutkomponenten sind nicht membranassoziiert
und im Blut Uber l&ngere Zeitspannen hinweg vorhanden. lhre Minimalkonzentration betragt mindestens 0,1
pg/ml. Zu mobilen Blutkomponenten gehéren Serumalbumin, Transferrin, Ferritin und Immunoglobuline, wie
IgM und 1gG.

[0021] Die Halbwertszeit von mobilen Blutkomponenten betragt mindestens etwa 12 Stunden.

[0022] Schutzgruppen: Schutzgruppen sind chemische Reste, die zum Schutz von Peptidderivaten gegen
eine Reaktion der Derivate untereinander verwendet werden. Verschiedene Schutzgruppen sind hier und im
US-Patent 5 493 007 (auf das durch Verweis Bezug genommen wird) beschrieben. Derartige Schutzgruppen
umfassen Acetyl, Fluorenylmethyloxycarbonyl (FMOC), tert.-Butyloxycarbonyl (BOC), Benzyloxycarbonyl
(CBZ) und dergl. Spezielle geschitzte Aminosauren sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1
Naturliche Aminosauren und deren Abklrzungen

Bezeichnung Ab#ﬁrzung mit Fbkﬁrzung mit Ggschﬁ?zte
drei Buchstabern | einem Buchstaben Aminosduren

Alanin Ala A Fmoc-Ala-OH
Arginin Arg R Fmoc-Arg (Pbf) -OH
Asparagin Asn N Fmoc-Asn (Trt) -OH
Asparaginsaure Asp D Asp (tBu) -OH
Cystein cys C Fmoc-Cys (Trt)
Glutaminsaure Glu E Fmoc-Glu (tBu) -OH
Glutamin Gln Q Fmoc-Gln (Trt) -OH
Glycin Gly G Fmoc-Gly-OH
Histidin His H Fmoc-His (Trt) -OH
Isoleucin Ile I Fmoc-Ile-OH
Leucin Leu L Fmoc-Leu-0H
Lysin Lys K Fmoc-Lys (Mtt) -OH
Methionin Met M Fmoc-Met-OH
Phenylalanin Phe F Fmoc-Phe-0OH
Prolin Pro P Fmoc—Pro-0OH
Serin Ser S Fmoc-Ser (tBu) -OH
Threonin Thr T Fmoc-Thr (tBu) -OH
Tryptophan Trp w Fmoc-Trp (Boc) -OH
Tyrosin Tyx Y Boc-Tyr (tBu) -OH
Valin val \Y Fmoc-Val-OH

[0023] Empfindliche funktionelle Gruppen: Bei einer empfindlichen funktionellen Gruppe handelt es sich um
eine Gruppe von Atomen, die eine potentielle Reaktionsstelle an einem ITP-Peptid darstellt. Falls vorhanden,
kann eine empfindliche funktionelle Gruppe als Befestigungsstelle fir die Linker-reaktive Gruppenmodifikation
gewahlt werden. Zu empfindlichen funktionellen Gruppen gehoéren (ohne Beschrankung hierauf) Carboxyl-,
Amino-, Thiol- und Hydroxylgruppen.

[0024] Modifizierte Peptide: Ein modifiziertes ITP ist ein Peptid, das durch Anbringen einer reaktiven Gruppe
modifiziert worden ist und das zur Bildung eines Peptidase-stabilisierten Peptids befahigt ist, und zwar durch
Konjugation mit Blutkomponenten. Die reaktive Gruppe kann am therapeutischen Peptid entweder Uber eine
verknupfende Gruppe oder gegebenenfalls ohne eine verknipfende Gruppe angebracht sein. Es kommt ferner
in Betracht, dass eine oder mehrere zusatzliche Aminosauren an das therapeutische Peptid addiert sind, um
das Anbringen der reaktiven Gruppe zu erleichtern.

[0025] Modifizierte Peptide kénnen in vivo verabreicht werden, so dass die Konjugation mit Blutkomponenten
in vivo erfolgt, oder sie kdnnen zunachst in vitro mit Blutkomponenten konjugiert werden und das erhaltene
Peptidase-stabilisierte Peptid (gemaf der nachstehenden Definition) kann in vivo verabreicht werden. Die Aus-
drucke "modifiziertes therapeutisches Peptid" und "modifiziertes Peptid" kénnen in der vorliegenden Anmel-
dung in austauschbarer Weise verwendet werden.

[0026] Peptidase-stabilisiertes ITP: Ein Peptidase-stabilisiertes ITP ist ein modifiziertes Peptid, das mit einer
Blutkomponente konjugiert worden ist, und zwar Uber eine kovalente Bindung, die zwischen der reaktiven
Gruppe des modifizierten Peptids und den funktionellen Gruppen der Blutkomponente mit oder ohne eine ver-
knlipfende Gruppe gebildet worden ist. Peptidase-stabilisierte Peptide sind in vivo in Gegenwart von Peptida-
sen stabiler als ein nicht-stabilisiertes Peptid. Ein Peptidase-stabilisiertes therapeutisches Peptid weist im all-
gemeinen eine um mindestens 10-50% verlangerte Halbwertszeit auf, verglichen mit einem nicht-stabilisierten
Peptid von identischer Sequenz. Die Peptidase-Stabilitat wird bestimmt, indem man die Halbwertszeit des un-
modifizierten ITP in Serum oder Blut mit der Halbwertszeit eines als Gegenstiick verwendeten modifizierten
therapeutischen Peptids in Serum oder Blut vergleicht. Die Halbwertszeit wird bestimmt, indem man nach Ver-
abreichung der modifizierten und nicht-modifizierten Peptide Proben von Serum oder Blut gewinnt und die Ak-
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tivitat des Peptids bestimmt. Zusatzlich zur Bestimmung der Aktivitat kann auch die Lange des ITP durch HPLC
und Massenspektrometrie bestimmt werden.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0027] Unter Berticksichtigung dieser Definitionen konzentriert sich die vorliegende Erfindung auf die Modifi-
kation von insulinotropen Peptiden zur Verbesserung ihrer biologischen Verfiigbarkeit, zur Verlangerung ihrer
Halbwertszeit und zur Erweiterung ihrer Verteilung durch selektive Konjugation mit einem Proteintrager, ohne
dass ihre bemerkenswerten therapeutischen Eigenschaften modifiziert werden. Beim Trager der Wahl handelt
es sich erfindungsgemal (ohne Beschrankung hierauf) um Albumin, das Uber freies Thiol mit einem insulino-
tropen Peptid, das mit einem Maleinimidrest derivatisiert ist, konjugiert ist.

1. Insulinotrope Peptide
A. GLP-1 und dessen Derivate

[0028] Bekanntlich wird das Hormon Glucagon als hochmolekulares Vorlaufermolekil synthetisiert, das an-
schlieRend proteolytisch in drei Peptide gespalten wird: Glucagon, glucagonartiges Peptid 1 (GLP-1) und glu-
cagonartiges Peptid 2 (GLP-2). GLP-1 weist in seiner unprozessierten Form 37 Aminosauren auf, wie in SEQ
ID NO: 1 dargestellt ist.

[0029] Unprozessiertes GLP-1 ist im wesentlichen unfahig zur Vermittlung der Einleitung der Insulin-Biosyn-
these. Das unprozessierte GLP-1-Peptid wird jedoch in der Natur in ein 31 Aminosauren langes Peptid
(7-37-Peptid) mit den Aminosduren 7-37 von GLP-1 umgewandelt ("GLP-1(7-37)"); SEQ ID NO: 2.
GLP-1(7-37) kann einer zusatzlichen Prozessierung durch proteolytische Entfernung des C-terminalen Glycins
unterliegen, wodurch GLP-1(7-36) gebildet wird, das ebenfalls vorwiegend mit dem C-terminalen Rest Arginin
in amidierter Form als Argininamid vorliegt (GLP-1(7-36)-Amid). Diese Prozessierung erfolgt im Darm und in
wesentlich geringerem Umfang im Pankreas und fuhrt zu einem Polypeptid mit der insulinotropen Aktivitat von
GLP-1(7-37).

[0030] Bei einer Verbindung wird von einer "insulinotropen Aktivitat" gesprochen, wenn sie befahigt ist, die
Synthese oder Expression des Hormons Insulin zu stimulieren oder diese Stimulierung hervorzurufen. Die hor-
monelle Aktivitat von GLP-1(7-37) und GLP-1(7-36) scheint spezifisch fur die pankreatischen Betazellen zu
sein, wo offensichtlich die Biosynthese von Insulin induziert wird. Das erfindungsgemal3e glucagonartige Pep-
tidhormon eignet sich zur Untersuchung der Pathogenese von im reifen Alter einsetzendem Diabetes mellitus,
einem Zustand, der durch Hyperglykdmie gekennzeichnet ist, bei dem die Dynamik der Insulinsekretion abnor-
mal ist. AulRerdem eignet sich das glucagonartige Peptid bei der Therapie und der Behandlung dieser Krank-
heit und bei der Therapie und der Behandlung von Hyperglykamie.

[0031] Peptidreste (Fragmente), die aus der ermittelten Aminosauresequenz von humanem GLP-1 ausge-
wahlt sind, stellen den Ausgangspunkt bei der Entwicklung im Rahmen der vorliegenden Erfindung dar. Die
gegenseitig austauschbaren Ausdriicke "Peptidfragment” und "Peptidrest" sollen sowohl synthetische als auch
naturlich vorkommende Aminosauresequenzen umfassen, die sich von einer natirlich vorkommenden Amino-
sauresequenz ableiten.

[0032] Die Aminosauresequenz fur GLP-1 wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen angegeben (L. C. Lopez
et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 80 (1983), S. 5485-5489; G. I. Bell et al., Nature, Bd. 302 (1983), S.
716-718; G. Heinrich et al., Endocrinol., Bd. 115 (1984), S. 2176-2181). Die Struktur der Praprogluca-
gon-mRNA und die entsprechende Aminosauresequenz davon sind bekannt. Die proteolytische Prozessie-
rung des Vorlaufer-Genprodukts Proglucagon zu Glucagon und die beiden insulinotropen Peptide wurden cha-
rakterisiert. Die hier verwendete Bezeichnung GLP-1(1-37) bezieht sich auf ein GLP-1-Polypeptid mit samtli-
chen Aminosauren von 1 (N-Terminus) bis 37 (C-Terminus). Gleichermalien bezieht sich der Ausdruck
GLP-1(7-37) auf ein GLP-1-Polypeptid mit sdmtlichen Aminosauren von 7 (N-Terminus) bis 37 (C-Terminus).
Gleichermalen bezieht sich der Ausdruck GLP-1(7-36) auf ein GLP-1-Polypeptid mit sdmtlichen Aminosauren
von 7 (N-Terminus) bis 36 (C-Terminus).

[0033] Gemal einer Ausflihrungsform werden GLP-1(7-36) und dessen Peptidfragmente durch herkémmli-
che MaRnahmen entsprechend den nachstehenden Ausfihrungen synthetisiert, z. B. durch die bekannte Fest-
phasen-Peptidsynthese nach J. M. Merrifield (Chem. Soc., Bd. 85 (1962), S. 2149) und nach Stewart und
Young (Solid Phase Peptide Synthesis, Freeman, San Francisco, (1969), S. 27-66) (auf diese Druckschriften
wird durch Verweis Bezug genommen). Jedoch ist es auch moglich, Fragmente des Proglucagon-Polypeptids
oder von GLP-1 durch Fragmentierung der natlrlich auftretenden Aminosauresequenz zu erhalten, beispiels-
weise unter Verwendung eines proteolytischen Enzyms. Ferner ist es moglich, die gewlinschten Fragmente
des Proglucagon-Peptids oder von GLP-1 unter Anwendung von rekombinanter DNA-Technik gemaf den An-
gaben von T. Maniatis et al. zu erhalten (Molecular Biology: A Laboratory Manual, Cold Spring Habor, New York
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(1982) (auf diese Druckschrift wird durch Verweis Bezug genommen).

[0034] Die vorliegende Erfindung umfasst Peptide, die von GLP-1 ableitbar sind, z. B. GLP-1(1-37) und
GLP-1(7-36). Ein Peptid wird als "von einer nattrlich vorkommenden Aminosauresequenz ableitbar" bezeich-
net, wenn es durch Fragmentierung einer naturlich vorkommenden Sequenz erhalten werden kann oder wenn
es auf der Grundlage der Kenntnis der Sequenz der nattrlich vorkommenden Aminosauresequenz oder des
genetischen Materials (DNA oder RNA), das fiir diese Sequenz kodiert, erhalten werden kann.

[0035] Unter den Umfang der Erfindung fallen auch die Molekiile, die als "Derivate" von GLP-1 bezeichnet
werden, wie GLP-1(1-37) und insbesondere GLP-1(7-36). Ein derartiges "Derivat" weist die folgenden Eigen-
schaften auf: (1) es weist eine wesentliche Homologie mit GLP-1 oder einem Fragment von GLP-1 mit ahnli-
cher GréRRe auf; (2) es ist dazu befahigt, als ein insulinotropes Hormon zu wirken; und (3) bei Anwendung von
mindestens einem der hier vorgelegten Tests weist das Derivat entweder (i) eine insulinotrope Aktivitat auf, die
die insulinotrope Aktivitat von GLP-1 Ubersteigt oder vorzugsweise (ii) eine insulinotrope Aktivitat, die selbst
dann nachgewiesen werden kann, wenn das Derivat in einer Konzentration von 107'° M vorhanden ist, oder
insbesondere (iii) es weist eine insulinotrope Aktivitat auf, die auch dann nachgewiesen werden kann, wenn
das Derivat in einer Konzentration von 10™"" M vorhanden ist.

[0036] Bei einem Derivat von GLP-1 wird von einer "wesentlichen Homologie mit GLP-1" gesprochen, wenn
die Aminosauresequenz des Derivats zu mindestens 80%, vorzugsweise zu mindestens 90% und insbeson-
dere zu mindestens 95% gleich mit der Sequenz von GLP-1(1-37) ist.

[0037] Die erfindungsgemafen Derivate umfassen GLP-1-Fragmente, die zusatzlich zum Gehalt an einer Se-
quenz, die im wesentlichen homolog mit der Sequenz des natirlich vorkommenden GLP-1-Peptids ist, eine
oder mehrere zusatzliche Aminosauresequenzen an ihren Amino- und/oder Carboxy-Termini aufweisen kon-
nen. Somit bezieht sich die Erfindung auf Polypeptidfragmente von GLP-1, die eine oder mehrere Aminosau-
ren enthalten kénnen, die in der natirlich vorkommenden GLP-1-Sequenz nicht vorhanden sind, vorausge-
setzt, dass derartige Polypeptide eine insulinotrope Aktivitat besitzen, die die von GLP-1 Ubersteigt. Bei den
zusatzlichen Aminosauren kann es sich um D-Aminosauren oder L-Aminosauren oder um Kombinationen da-
von handeln.

[0038] Die Erfindung umfasst auch GLP-1-Fragmente, die trotz ihres Gehalts an einer Sequenz, die im we-
sentlichen homolog mit der von naturlich vorkommendem GLP-1-Peptid ist, einen Mangel an einer oder meh-
reren zusatzlichen Aminosauren an ihren Amino- und/oder Carboxy-Termini, die naturlicherweise bei einem
GLP-1-Peptid auftreten, aufweisen. Somit bezieht sich die Erfindung auf Polypeptidfragmente von GLP-1, dem
eine oder mehrere Aminosauren, die normalerweise in einer natirlich vorkommenden GLP-1-Sequenz vorhan-
den sind, fehlen, vorausgesetzt, dass derartige Polypeptide eine insulinotrope Aktivitat besitzen, die die von
GLP-1 Ubersteigt.

[0039] Die Erfindung umfasst ferner die offensichtlichen oder trivialen Varianten der vorstehend beschriebe-
nen Fragmente, die nicht-konsequenzielle Aminosauresubstitutionen aufweisen (und somit Aminosaurese-
quenzen besitzen, die sich von denen der natirlichen Sequenz unterscheiden), vorausgesetzt, dass derartige
Varianten eine insulinotrope Aktivitat besitzen, die im wesentlichen identisch mit derjenigen der vorstehend be-
schriebenen GLP-1-Derivate ist. Zu Beispielen fir offensichtliche oder triviale Substitutionen gehéren die Sub-
stitution eines basischen Restes mit einem anderen basischen Rest (z. B. Arg anstelle von Lys), die Substitu-
tion von einem hydrophoben Rest anstelle eines anderen hydrophoben Restes (z. B. Leu anstelle von lle) oder
die Substitution eines aromatischen Restes durch einen anderen aromatischen Rest (z. B. Phe anstelle von
Tyr) und dergl.

[0040] Zusatzlich zu diesen GLP-1-Derivaten mit insulinotroper Aktivitat fallen GLP-1-Derivate, die die Gluco-
se-Aufnahme durch Zellen stimulieren, jedoch nicht die Insulin-Expression oder -Sekretion stimulieren, unter
den Umfang der Erfindung. Derartige GLP-1-Derivate sind im US-Patent 5 574 008 beschrieben.

[0041] sZu GLP-1-Derivaten, die die Aufnahme von Glucose durch Zellen, jedoch nicht die Expression oder
Sekretion von Insulin stimulieren, die erfindungsgemaf Anwendung finden, gehéren:
R,-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Xaa-Gly-Arg-R, (SEQ ID NO: 3), worin
R, ausgewahlt ist unter a) H,N; b) H,N-Ser; ¢) H,N-Val-Ser; d) H,N-Asp-Val-Ser; e) H,N-Ser-Asp-Val-Ser (SEQ
ID NO: 4); f) H,N-Thr-Ser-Asp-Val-Ser (SEQ ID NO: 5); g) H,N-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser (SEQ ID NO: 6); h)
H,N-Thr-Phe-Thr-Ser-ASp-Val-Ser (SEQ ID NO: 7); i) H,N-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser (SEQ ID NO: 8);
) H,N-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser (SEQ ID NO: 9); oder k)
H,N-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-ASp-Val-Ser (SEQ ID NO: 10). In diesem Peptid wird X unter Lys oder Arg
und R, unter NH,, OH, Gly-NH, oder Gly-OH ausgewahlt. Bei diesen Peptiden handelt es sich um C-terminale
GLP-1-Fragmente, die keine insulinotrope Aktivitat besitzen, sich aber trotzdem zur Behandlung von Diabetes
und hyperglykdmischen Zustanden gemal US-Patent 5 574 008 eignen.

B. Exendin-3- und Exendin-4-Peptide

[0042] Exendin-3 und Exendin-4 sind Peptide mit 39 Aminosauren (Unterschied an den Resten 2 und 3) mit
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einer Homologie von etwa 53 $ zu GLP-1 und finden Anwendung als insulinotrope Mittel.

[0043] Die Sequenz von Exendin-3 (SEQ ID No: 11) ist HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGG PSS-
GAPPPS.

[0044] Die Sequenz von Exendin-4 (SEQ ID No: 12) ist HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGG PSS-
GAPPPS.

[0045] Die Erfindung umfasst ferner die insulinotropen Fragmente von Exendin-4, die die folgenden Amino-
sauresequenzen umfassen: Exendin-4(1-31) (SEQ ID No: 13) HGEGTFTSDLSKQMEEAVR LFIEWLKNGGPY
und Exendin-4(1-31) (SEQ ID No: 14) HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGY.

[0046] Die Erfindung umfasst ferner das Inhibitorfragment von Exendin-4 mit der folgenden Aminosaurese-
quenz: Exendin-4(9-39) (SEQ ID No: 15) DLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS.

[0047] Weitere insulinotrope Peptide sind in den Beispielen als SEQ ID NO: 16-22 aufgefiihrt.

[0048] Die vorliegende Erfindung umfasst Peptide, die von den natirlich vorkommenden Exendin-3- und
Exendin-4-Peptiden ableitbar sind. Ein Peptid wird als "von einer naturlich vorkommenden Aminosaurese-
quenz ableitbar" bezeichnet, wenn es durch Fragmentierung einer naturlich vorkommenden Sequenz erhalten
werden kann oder wenn es aufgrund der Kenntnis der Sequenz der natirlich vorkommenden Aminosaurese-
quenz oder des genetischen Materials (DNA oder RNA), die fir diese Sequenz kodiert, synthetisiert werden
kann.

[0049] Unter den Umfang der vorliegenden Erfindung fallen Molekile, die als "Derivate" von Exendin-3 und
Exendin-4 bezeichnet werden. Ein derartiges "Derivat" weist die folgenden Eigenschaften auf: (1) es weist eine
wesentliche Homologie mit Exendin-3 oder Exendin-4 oder einem Fragment von Exendin-3 oder Exendin-4
von ahnlicher GréRRe auf; (2) es ist befahigt, als insulinotropes Hormon zu wirken; und (3) unter Anwendung
mindestens einer der hier bereitgestellten Tests weist das Derivat entweder (i) eine insulinotrope Aktivitat auf,
die die insulinotrope Aktivitat von Exendin-3 oder Exendin-4 Ubersteigt oder es weist vorzugsweise (ii) eine in-
sulinotrope Aktivitat auf, die auch dann nachgewiesen werden kann, wenn das Derivat in einer Konzentration
von 107'° M vorliegt, oder es weist insbesondere (iii) eine insulinotrope Aktivitat auf, die auch dann nachgewie-
sen werden kann, wenn das Derivat in einer Konzentration von 10" M vorliegt.

[0050] Bei einem Derivat von Exendin-3 und Exendin-4 wird von einer "wesentlichen Homologie" mit Exen-
din-3 und Exendin-4 gesprochen, wenn die Aminosauresequenzen des Derivats zu mindestens 80%, vorzugs-
weise zu mindestens 90% und insbesondere zu mindestens 95% gleich mit der Sequenz von Exendin-3 oder
-4 oder einem Fragment von Exendin-3 oder -4 mit der gleichen Anzahl von Aminosaureresten wie das Derivat
sind Die erfindungsgemafien Derivate umfassen Exendin-3- oder Exendin-4-Fragmente, die zusatzlich zu der
Tatsache, dass sie eine Sequenz enthalten, die im wesentlichen homolog mit der Sequenz eines naturlich vor-
kommenden Exendin-3- oder Exendin-4-Peptids ist, eine oder mehrere zusatzliche Aminosauren an ihren Ami-
no- und/oder Carboxy-Termini enthalten. Somit betrifft die Erfindung Polypeptidfragmente von Exendin-3- oder
Exendin-4, die eine oder mehrere Aminosauren enthalten kdnnen, die moglicherweise in nattrlich vorkommen-
den Exendin-3- oder Exendin-4-Sequenzen nicht vorhanden sind, vorausgesetzt, dass diese Polypeptide eine
insulinotrope Aktivitat besitzen, die die Aktivitat von Exendin-3 oder Exendin-4 Ubertrifft.

[0051] GleichermalRen umfasst die Erfindung Exendin-3- oder Exendin-4-Fragmente, die trotz der Tatsache,
dass sie eine Sequenz enthalten, die im wesentlichen homolog mit der Sequenz eines naturlich vorkommen-
den Exendin-3- oder Exendin-4-Peptids ist, einen Mangel an einer oder mehreren zusatzlichen Aminosauren
an ihren Amino- und/oder Carboxy-Termini, die naturlicherweise an einem Exendin-3- oder Exendin-4-Peptid
auftreten, aufweisen kénnen. Somit betrifft die Erfindung Polypeptidfragmente von Exendin-3 oder Exendin-4,
denen eine oder mehrere Aminosauren, die normalerweise in einer naturlich vorkommenden Exendin-3- oder
Exendin-4-Sequenz vorhanden sind, fehlen kénnen, vorausgesetzt, dass diese Polypeptide eine insulinotrope
Aktivitat besitzen, die die Aktivitat von Exendin-3 oder Exendin-4 Ubertrifft.

[0052] Die Erfindung betrifft ferner die offensichtlichen oder trivialen Varianten der vorstehend beschriebenen
Fragmente, die nicht-konsequenzielle Aminosauresubstitutionen aufweisen (und somit Aminosauresequenzen
aufweisen, die von der natirlichen Sequenz abweichen), vorausgesetzt, dass derartige Varianten eine insuli-
notrope Aktivitat besitzen, die im wesentlichen identisch mit der Aktivitat der vorstehend beschriebenen Exen-
din-3- oder Exendin-4-Derivate ist.

[0053] Zu Beispielen fiir offensichtliche oder triviale Substitutionen gehoéren die Substitution von einem basi-
schen Rest durch einen anderen basischen Rest (z. B. Arg anstelle von Lys), die Substitution von einem hy-
drophoben Rest durch einen anderen hydrophoben Rest (z. B. Leu anstelle von lle) oder die Substitution von
einem aromatischen Rest durch einen anderen aromatischen Rest (z. B. Phe anstelle von Tyr) und dergl.

2. Modifizierte insulinotrope Peptide
[0054] Die Erfindung betrifft modifizierte insulinotrope Peptide und deren Derivate. Die erfindungsgemalen

modifizierten, insulinotropen Peptide umfassen reaktive Gruppen, die mit verfligbaren reaktiven funktionellen
Gruppen an Blutkomponenten unter Bildung von kovalenten Bindungen reagieren kénnen. Die Erfindung be-
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trifft ferner derartige Modifikationen, derartige Kombinationen mit Blutkomponenten und Verfahren zu ihrer Ver-
wendung. Diese Verfahren umfassen die Verlangerung der wirksamen therapeutischen in vivo-Halbwertszeit
der modifizierten insulinotropen Peptide.

[0055] Zur Bildung von kovalenten Bindungen mit der funktionellen Gruppe an einem Protein kann man als
chemisch reaktive Gruppe (reaktiver Rest) eine Vielzahl von aktiven Carboxylgruppen, insbesondere Estern,
verwenden, wobei der Hydroxylrest in den Konzentrationen, die zur Modifikation der insulinotropen Peptide er-
forderlich sind, physiologisch vertraglich ist. Obgleich eine Anzahl von unterschiedlichen Hydroxylgruppen in
diesen Verknupfungsmitteln verwendet werden kann, handelt es sich beim zweckmaRigsten Mittel um N-Hy-
droxysuccinimid (NHS), N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS), Maleinimidbenzoylsuccinimid (MBS), gam-
ma-Maleinimidobutyryloxysuccinimidester (GMBS) und Maleinimidopropionsaure (MPA).

[0056] Primare Amine stellen die hauptsachlichen Ziele der NHS-Ester dar, wie aus dem nachstehenden
Schema hervorgeht. Zugangliche a-Aminogruppen, die an den N-Termini von Proteinen vorhanden sind, rea-
gieren mit NHS-Estern. Jedoch sind a-Aminogruppen an einem Protein fir die NHS-Kupplung nicht erwiinscht
oder verfugbar. Obgleich 5-Aminosauren in ihren Seitenketten Stickstoff aufweisen, reagiert nur das e-Amin
von Lysin in signifikantem Umfang mit NHS-Estern. Eine Amidbindung wird gebildet, wenn die NHS-Esterkon-
jugationsreaktion mit primaren Aminen unter Freisetzung von N-Hydroxysuccinimid ablauft, wie im nachste-
henden Schema dargestellt ist. Diese Succinimid enthaltenden reaktiven Gruppen werden hier als Succinimi-
dylgruppen bezeichnet.
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NHS-Ester-Reaktionsschema

[0057] In den bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung handelt es sich bei der funktionellen Gruppe am
Protein um eine Thiolgruppe und bei der chemisch reaktiven Gruppe um eine Maleinimido enthaltende Gruppe,
wie GMBA oder MPA). GMBA bedeutet gamma-Maleinimidbutyrylamid. Derartige Maleinimid enthaltende
Gruppen werden hier als Maleinimidogruppen bezeichnet.

[0058] Die Maleinimidogruppe ist besonders selektiv fir Sulthydrylgruppen an Peptiden, wenn der pH-Wert
des Reaktionsgemisches auf 6,5 bis 7,4 gehalten wird. Beim pH-Wert 7,0 ist die Reaktionsgeschwindigkeit von
Maleinimidogruppen mit Sulfhydrylen 1000-fach schneller als mit Aminen. Eine stabile Thioetherverkniipfung
zwischen der Maleinimidogruppe und dem Sulfhydryl wird gebildet, die unter physiologischen Bedingungen
nicht gespalten werden kann.

o N i
Maleinimid-Reaktionsschema

[0059] Die erfindungsgemafen insulinotropen Peptide und Peptidderivate kénnen fiir eine spezifische Mar-
kierung und nicht-spezifische Markierung von Blutkomponenten modifiziert werden.

A. Spezifische Markierung
[0060] Vorzugsweise werden die erfindungsgemaflien modifizierten, insulinotropen Peptide (ITP) so konzi-
piert, dass sie spezifisch mit Thiolgruppen an mobilen Blutproteinen reagieren. Eine derartige Reaktion wird

vorzugsweise durch eine kovalente Bindung eines therapeutischen Peptids, das mit einer Maleinimidverkntp-
fung (z. B. hergestellt aus GMBS, MPA oder anderen Maleinimiden) an eine Thiolgruppe an einem mobilen
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Blutprotein, wie Serumalbumin oder IgG, modifiziert ist, erreicht.

[0061] Unter bestimmten Umstanden bietet eine spezifische Markierung mit Maleinimiden mehrere Vorteile
gegeniber einer nicht-spezifischen Markierung von mobilen Proteinen mit Gruppen, wie NHS oder Sulfo-NHS.
Thiolgruppen kommen in vivo weniger haufig vor als Aminogruppen. Daher gehen die erfindungsgemafien Ma-
leinimidderivate eine kovalente Bindung mit weniger Proteinen ein. Beispielsweise liegt in Albumin (das hau-
figste Blutprotein) nur eine einzige Thiolgruppe vor. Somit besteht bei ITP-Maleinimid-Albumin-Konjugaten die
Tendenz, dass sie ein Molverhaltnis von etwa 1:1 von ITP zu Albumin aufweisen. Zusatzlich zu Albumin weisen
auch IgG-Molekdule (Klasse 1) freie Thiole auf. Da IgG-Molekiile und Serumalbumin den Grof3teil des I6slichen
Proteins im Blut ausmachen, machen sie auch den Grofiteil der freien Thiolgruppen im Blut aus, die zur kova-
lenten Bindung an mit Maleinimid modifizierte ITPs verflgbar sind.

[0062] Ferner fuhrt auch unter freie Thiolgruppen enthaltenden Blutproteinen eine spezifische Markierung mit
Maleinimiden zur bevorzugten Bildung von ITP-Maleinimid-Albumin-Konjugaten, und zwar aufgrund der be-
sonderen Eigenschaften von Albumin selbst. Die einzige freie Thiolgruppe von Albumin, die von Spezies zu
Spezies hochgradig konserviert ist, befindet sich am Aminosaurerest 34 (Cys®!). Es wurde kiirzlich gezeigt,
dass das Cys* von Albumin eine erhdhte Reaktivitat in Bezug zu freien Thiolgruppen an anderen, freie Thi-
olgruppen enthaltenden Proteinen aufweist. Dies ist teilweise auf den sehr niedrigen pK-Wert von 5,5 firr das
Cys* von Albumin zurlickzufiihren. Dieser Wert ist wesentlich niedriger als typische pK-Werte fiir Cysteinreste
im allgemeinen, die typischerweise etwa 8 betragen. Aufgrund dieses niedrigen pK-Werts liegt unter normalen
physiologischen Bedingungen Cys* von Albumin vorwiegend in der ionisierten Form vor, was dessen Reakti-
vitat erheblich steigert, wie hier ausgeflhrt wird. Zusatzlich zu dem niedrigen pK-Wert von Cys** besteht ein
weiterer Faktor, der die Reaktivitat von Cys* steigert, in dessen Position, d. h. in einer Spalte in der Nahe der
Oberflache einer Schleife der v-Region von Albumin. Diese Position macht Cys* in hohem Mafle gegeniiber
samtlichen Arten von Liganden zuganglich und stellt einen wichtigen Faktor in der biologischen Rolle von Cys**
als Fanger von freien Radikalen und Fanger von freien Thiolgruppen dar. Aufgrund dieser Eigenschaften ist
Cys34 hochgradig reaktiv mit ITP-Maleinimiden. Die Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit kann
1000-fach sein, bezogen auf die Reaktionsgeschwindigkeiten von ITP-Maleinimiden mit anderen, freie Thi-
olgruppen enthaltenden Proteinen.

[0063] Ein weiterer Vorteil von ITP-Maleinimid-Albumin-Konjugaten besteht in der Reproduzierbarkeit in Ver-
bindung mit der 1:1-Beladung von Albumin mit Peptid, spezifisch an Cys*. Weitere Techniken, z. B. Glutaral-
dehyd, DCC, EDC und andere chemische Aktivierungen, beispielsweise von freien Aminen, weisen diese Se-
lektivitat nicht auf. Beispielsweise enthalt Albumin 52 Lysinreste, von denen sich 25 bis 30 an der Oberflache
von Albumin befinden und fiir die Konjugation zuganglich sind. Eine Aktivierung dieser Lysinreste oder alter-
nativ eine Modifikation von Peptiden unter Kupplung Uber diese Lysinreste flhrt zu einer heterogenen Popula-
tion von Konjugaten. Auch bei Anwendung eines 1:1-Molverhaltnisses von Peptid zu Albumin besteht das Er-
gebnis in mehrfachen Konjugationsprodukten, von denen einige 0, 1, 2 oder mehr Peptide pro Albumin enthal-
ten und wobei jedes Produkt Peptide aufweist, die in willkirlicher Weise an einer der 25 bis 30 verfligbaren
Lysinstellen gekuppelt ist. Aufgrund der zahlreichen méglichen Kombinationen wird eine Charakterisierung der
genauen Zusammensetzung und der Art der einzelnen Anséatze schwierig und eine Reproduzierbarkeit von An-
satz zu Ansatz ist praktisch unmdglich, was die Verwendung derartiger Konjugate als Therapeutika weniger
erstrebenswert macht. Obgleich es ferner den Anschein hat, dass eine Konjugation Gber Lysinreste von Albu-
min zumindest den Vorteil der Abgabe groRerer Mengen des therapeutischen Mittels pro Albuminmolekil auf-
weisen sollte, haben Untersuchungen gezeigt, dass ein 1:1-Verhaltnis von therapeutischem Mittel zu Albumin
bevorzugt ist. In einem Artikel von Stehle et al., "The Loading Rate Determines Tumor Targeting Properties of
Methotrexate-Albumin Conjugates in Rats", Anti-Cancer Drugs, Bd. 8 (1997), S. 677-685 (auf diese Druck-
schrift wird hier durch Verweis Bezug genommen), berichten die Autoren, dass ein 1:1-Verhaltnis des Anti-
krebsmittels Methotrexat zu Albumin, das ber Glutaraldehyd gekuppelt ist, zu den vielversprechendsten Er-
gebnissen fihrte. Diese Konjugate wurden von Tumorzellen aufgenommen, wahrend Konjugate, die 5:1 bis
20:1 Methotrexatmolekile trugen, veranderte HPLC-Profile aufwiesen und in vivo rasch von der Leber aufge-
nommen wurden. Es wird angenommen, dass bei diesen hdheren Verhaltnissen Konformationséanderungen an
Albumin dessen Wirksamkeit als therapeutischer Trager vermindern.

[0064] Durch eine kontrollierte in vivo-Verabreichung von Maleinimid-ITPs kann man in vivo die spezifische
Markierung von Albumin und IgG steuern. Bei typischen Verabreichungen markieren 80-90% der verabreich-
ten Maleinimid-ITPs Albumin, wahrend weniger als 5% IgG markieren. Ferner kommt es zu einer Spurenmar-
kierung von freien Thiolen, wie Glutathion. Eine derartige spezifische Markierung wird fir eine in vivo-Anwen-
dung bevorzugt, da sie eine genaue Berechnung der geschatzten Halbwertszeit des verabreichten Mittels er-
moglicht.

[0065] Zusatzlich zur Erzielung einer kontrollierten spezifischen in vivo-Markierung kénnen Maleinimid-ITPs
eine spezifische ex vivo-Markierung von Serumalbumin und IgG bewerkstelligen. Eine derartige ex vivo-Mar-
kierung beinhaltet die Addition von Maleinimid-ITPs an Blut, Serum oder Kochsalzldsung mit einem Gehalt an
Serumalbumin und/oder IgG. Nach Vornahme einer ex vivo-Modifikation mit Maleinimid-ITPs kénnen das Blut,
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das Serum oder die Kochsalzlésung wieder dem Blut fir eine in vivo-Behandlung zugefihrt werden.

[0066] Im Gegensatz zu NHS-Peptiden sind Maleinimid-ITPs im allgemeinen in Gegenwart von wassrigen L6-
sungen und in Gegenwart von freien Aminen recht stabil. Da Maleinimid-ITPs nur mit freien Thiolen reagieren,
sind Schutzgruppen im allgemeinen nicht erforderlich, um eine Reaktion von Maleinimid-ITPs mit sich selbst
zu verhindern. AuRerdem ermdglicht die erhdhte Stabilitat des Peptids die Anwendung weiterer Reinigungs-
stufen, wie HPLC, um hochgradig gereinigte Produkte, die sich zur in vivo-Anwendung eignen, herzustellen.
SchlieBlich ergibt die erhéhte chemische Stabilitat ein Produkt mit Idngerer Lagerbestandigkeit.

B. Nicht-spezifische Markierung

[0067] Die erfindungsgemalen ITPs kdnnen auch flr eine nicht-spezifische Markierung von Blutkomponen-
ten modifiziert werden. Bindungen an Aminogruppen werden im allgemeinen fiir eine nicht-spezifische Bin-
dung, insbesondere unter Bildung von Amidbindungen, herangezogen. Zur Bildung derartiger Bindungen kann
man als chemisch reaktive Gruppe, die mit dem ITP gekuppelt ist, eine Vielzahl von aktiven Carboxylgruppen,
insbesondere Ester, verwenden, wobei der Hydroxylrest in den erforderlichen Konzentrationen physiologisch
vertraglich ist. Obgleich eine Anzahl von verschiedenen Hydroxylgruppen in diesen Verknupfungsmitteln ver-
wendet werden kann, besteht das zweckmaRigste Produkt in N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-Hydroxysul-
fosuccinimid (Sulfo-NHS).

[0068] Weitere Verkniipfungsmittel, die verwendet werden kénnen, sind im US-Patent 5 612 034 (auf das hier
durch Verweis Bezug genommen wird) beschrieben.

[0069] Die verschiedenen Stellen, mit denen die chemisch reaktiven Gruppen der nicht-spezifischen ITPs in
vivo reagieren kdnnen, umfassen Zellen, insbesondere rote Blutkdrperchen (Erythrozyten) und Blutplattichen,
sowie Proteine, wie Immunoglobuline, einschlieRlich IgG und IgM, Serumalbumin, Ferritin, steroidbindende
Proteine, Transferrin, thyroxinbindendes Protein, a-2-Makroglobulin und dergl. Derartige Rezeptoren, mit de-
nen die derivatisierten ITPs reagieren und die nicht langlebig sind, werden im allgemeinen vom menschlichen
Wirt innerhalb von etwa 3 Tagen beseitigt. Die vorstehend aufgeflihrten Proteine (einschlie3lich der Proteine
der Zellen) verbleiben mindestens 3 Tage im Blutkreislauf und kénnen 5 Tage oder mehr (Ublicherweise nicht
mehr als 60 Tage, im allgemeinen nicht mehr als 30 Tage) besonders bis zum Erreichen der Halbwertszeit, auf
der Basis der Konzentration im Blut verbleiben.

[0070] Groftenteils erfolgt die Umsetzung mit mobilen Komponenten im Blut, insbesondere mit Blutproteinen
und Zellen, ganz besonders mit Blutproteinen und Erythrozyten. Unter "mobil" ist zu verstehen, dass es fur die
Komponente keinen festen Ort gibt, an dem sie iber einen langeren Zeitraum hinweg verbleibt, im allgemeinen
nicht mehr als 5 Minuten und insbesondere nicht mehr als 1 Minute, obgleich einige der Blutkomponenten tber
langere Zeitraume hinweg relativ stationar sein kdnnen. Zu Beginn liegt eine relativ heterogene Population von
markierten Proteinen und Zellen vor. Jedoch verandert sich gré3tenteils die Population innerhalb einiger Tage
nach Verabreichung in erheblichem MaRe im Vergleich zur anfanglichen Population, und zwar in Abhangigkeit
von der Halbwertszeit der markierten Proteine im Blutkreislauf. Somit wird Ublicherweise innerhalb von etwa 3
Tagen oder mehr IgG zum (iberwiegenden markierten Protein im Blutkreislauf. Ublicherweise machen 5 Tage
nach der Verabreichung IgG, Serumalbumin und Erythrozyten mindestens etwa 60 Mol-% und insbesondere
mindestens etwa 75 Mol-% der konjugierten Komponenten im Blut aus, wobei IgG, IgM (in einem erheblich
geringerem Ausmaf) und Serumalbumin mindestens etwa 50 Mol-%, Ublicherweise etwa 75 Mol-% und ins-
besondere mindestens etwa 80 Mol-% der nicht-zellularen konjugierten Komponenten ausmachen.

[0071] Die erwiinschten Konjugate von nicht-spezifischen ITPs an Blutkomponenten lassen sich in vivo durch
direkte Verabreichung der ITPs an den Patienten, bei dem es sich um einen Menschen oder um einen anderen
Sauger handeln kann, herstellen. Die Verabreichung kann in Form eines Bolus erfolgen oder langsam inner-
halb einer bestimmten Zeitspanne durch Infusion unter Verwendung eines dosierten Stroms oder dergl. erfol-
gen.

[0072] Gegebenenfalls kénnen die vorliegenden Konjugate auch ex vivo hergestellt werden, indem man Blut
mit erfindungsgemaRen derivatisierten ITPs vereinigt, eine kovalente Bindung der modifizierten ITPs an reak-
tiven funktionellen Gruppen von Blutkomponenten erméglicht und sodann das konjugierte Blut in den Wirt zu-
riickleitet oder diesem verabreicht. Der vorstehende Vorgang kann ferner durchgefiihrt werden, indem man zu-
nachst eine individuelle Blutkomponente oder eine begrenzte Anzahl an Komponenten, wie rote Blutkorper-
chen, Immunoglobuline, Serumalbumin oder dergl., reinigt und die Komponente oder Komponenten ex vivo mit
den chemisch reaktiven ITPs vereinigt. Das markierte Blut oder die, markierte Blutkomponente kénnen sodann
wieder dem Wirt zugeflihrt werden, um das Subjekt in vivo mit therapeutisch wirksamen Konjugaten zu versor-
gen. Das Blut kann ferner wahrend der ex vivo-Handhabung einer Behandlung zur Verhinderung einer Koagu-
lation unterzogen werden.
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3. Synthese von modifizierten ITPs
A. ITP-Synthese

[0073] ITP-Fragmente lassen sich nach Ublichen Verfahren der Festphasen-Peptidchemie, die dem Fach-
mann gelaufig sind, synthetisieren. Beispielsweise lassen sich ITP-Fragmente durch chemische Festphasen-
techniken gemaf Steward und Young (J. M. Steward, und J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2. Auf-
Ig., Pierce Chemical Company, Rockford, Ill., (1984)) unter Verwendung eines Applied Biosystem-Synthese-
gerats herstellen. Gleichermalien lassen sich mehrere Fragmente herstellen und sodann unter Bildung von
gréReren Fragmenten miteinander verkniipfen. Diese synthetischen Peptidfragmente kdnnen auch mit Amino-
sauresubstitutionen an speziellen Positionen hergestellt werden.

[0074] Bezuglich der Festphasen-Peptidsynthese findet sich eine Zusammenfassung der zahlreichen Tech-
niken bei J. M. Stewart und J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co. (San Francisco),
(1963), und bei J. Meienhofer, Hormonal Proteins and Peptides, Academic Press (New York), Bd. 2 (1973), S.
46. Bezulglich einer klassischen Synthese in Losung wird auf G. Schroder und K. Lupke, The Peptides, Acace-
mic Press (New York), Bd. 1, verwiesen. Im allgemeinen umfassen diese Verfahren die sequenzielle Addition
von einer oder mehreren Aminosauren oder von in geeigneter Weise geschuitzten Aminosauren an eine wach-
sende Peptidkette. Normalerweise wird entweder die Amino- oder die Carboxylgruppe der ersten Aminosaure
durch eine geeignete Schutzgruppe geschiitzt. Die geschitzte oder derivatisierte Aminosaure wird sodann an
einem inerten festen Trager angebracht oder in Lésung verwendet, wobei man die nachste Aminosaure in der
Sequenz mit der komplementaren, in geeigneter Weise geschiitzten Amino- oder Carboxylgruppe unter Bedin-
gungen, die zur Bildung der Amidbindung geeignet sind, addiert. Anschlief3end wird die Schutzgruppe von die-
sem neu addierten Aminosaurerest entfernt und die nachste Aminosaure (in geeigneter Weise geschitzt) wird
addiert usw.

[0075] Nachdem samtliche erwiinschten Aminosauren in der richtigen Reihenfolge verknuipft sind, werden et-
waige verbleibende Schutzgruppen (und gegebenenfalls der feste Trager) sequenziell oder gleichzeitig ent-
fernt, wodurch man das endgiiltige Polypeptid erhalt. Durch eine einfache Modifikation des allgemeinen Ver-
fahrens ist es moglich, gleichzeitig mehr als eine Aminosaure an eine wachsende Kette zu addieren, indem
man beispielsweise (unter Bedingungen, die nicht zur Razemisierung von chiralen Zentren fihren) ein ge-
schitztes Tripeptid mit einem in geeigneter Weise geschutzten Dipeptid kuppelt, wodurch man nach Schutz-
gruppenentfernung ein Pentapeptid erhalt.

[0076] Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaflen Verbindungen beinhal-
tet die Festphasen-Peptidsynthese, bei dem die Aminosaure am a-N-Terminus durch eine saure- oder basen-
empfindliche Gruppe geschitzt ist. Derartige Schutzgruppen sollen unter den Bedingungen der Bildung der
Peptidverknlpfung stabil sein, wobei sie leicht ohne Zerstérung der wachsenden Peptidkette oder ohne Raze-
misierung von etwaigen, darin enthaltenen chiralen Zentren entfernbar sind. Zu geeigneten Schutzgruppen ge-
héren 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc), tert.-Butyloxycarbonyl (Boc), Benzyloxycarbonyl (Cbz), Bipheny-
lisopropyloxycarbonyl, tert.-Amyloxycarbonyl, Isobornyloxycarbonyl, a,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxy-
carbonyl, o-Nitrophenylsulfenyl, 2-Cyano-tert.-butyloxycarbonyl und dergl. Die 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
(Fmoc)-Schutzgruppe wird fir die Synthese von ITP-Fragmenten besonders bevorzugt. Zu weiteren bevorzug-
ten Seitenketten-Schutzgruppen gehdren fiir Seitenketten-Aminogruppen, wie Lysin und Arginin,
2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl (pmc), Nitro, p-Toluolsulfonyl, 4-Methoxybenzolsulfonyl, Cbz, Boc
und Adamantyloxycarbonyl; flr Tyrosin Benzyl, o-Brombenzyloxycarbonyl, 2,6-Dichlorbenzyl, Isopropyl,
tert.-Butyl (t-Bu), Cyclohexyl, Cyclopentyl und Acetyl (Ac); fir Serin tert.-Butyl, Benzyl und Tetrahydropyranyl;
fur Histidin Trityl, Benzyl, Cbz, p-Toluolsulfonyl und 2,4-Dinitrophenyl; fur Tryptophan Formyl; flr Asparagin-
saure und Glutaminsaure Benzyl und tert.-Butyl; und fir Cystein Triphenylmethyl (Trityl).

[0077] Beim Festphasen-Peptidsyntheseverfahren wird die a-C-terminale Aminosaure an einen geeigneten
festen Trager oder Harz gebunden. Zu geeigneten festen Tragern, die sich bei der vorstehenden Synthese eig-
nen, gehdéren Materialien, die gegentiber den Reagenzien und bei den Reaktionsbedingungen der stufenwei-
sen Kondensations-Schutzgruppenentfernungs-Reaktionen inert sind und ferner im verwendeten Medium un-
I6slich sind. Ein bevorzugter fester Trager fir die Synthese von a-C-terminalen Carboxypeptiden ist 4-Hydro-
xymethylphenoxymethyl-Copoly(styrol; 1 % Divinylbenzol). Ein bevorzugter fester Trager fur a-C-terminale
Amidpeptide ist das von der Fa. Applied Biosystems (Foster City, Calif.), erhaltliche 4-(2',4'-Dimethoxyphe-
nyl-Fmoc-aminomethyl)phenoxyacetamidoethyl-Harz. Die a-C-terminale Aminosaure wird an das Harz mittels
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), N,N'-Diisopropylcarbodiimid (DIC) oder O-Benzotria-
zol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HBTU) mit oder ohne 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP), 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT), Benzotriazol-1-yloxy-tris-(dimethylamino)phosphoniumhexafluor-
phosphat (BOP) oder Bis-(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphinchlorid (BOPCI), etwa 1 bis etwa 24 Stunden bei einer
Temperatur von 10 bis 50°C in einem Losungsmittel, wie Dichlormethan oder DMF, gekuppelt.

[0078] Wenn es sich beim festen Trager um 4-(2',4'-Dimethoxyphenyl-Fmocaminomethyl)-phenoxyacetami-
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doethyl-Harz handelt, wird die Fmoc-Gruppe mit einem sekundaren Amin, vorzugsweise Piperidin, abgespal-
ten, bevor die Kupplung mit der a-C-terminalen Aminosaure auf die vorstehend beschriebene Weise erfolgt.
Das bevorzugte Verfahren zur Kupplung des von Schutzgruppen befreiten 4-(2',4'-Dimethoxyphe-
nyl-Fmoc-aminomethyl)phenoxyacetamidoethyl-Harzes besteht in der Verwendung von O-Benzotria-
zol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU, 1 Aquivalent) und 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBT, 1 Aquivalent) in DMF. Die Kupplung der nachfolgenden geschiitzten Aminosauren kann in einem aus
dem Stand der Technik bekannten Polypeptid-Syntheseautomaten erfolgen. Bei einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform werden die a-N-terminalen Aminosauren der wachsenden Peptidkette mit Fmoc geschutzt. Die Ent-
fernung der Fmoc-Schutzgruppe von der a-N-terminalen Seite des wachsenden Peptids wird durch Behand-
lung mit einem sekundaren Amin, vorzugsweise Piperidin, vorgenommen. Die einzelnen geschutzten Amino-
sauren werden sodann in einem 3-fachen molaren Uberschuss eingefiihrt. Die Kupplung erfolgt vorzugsweise
in DMF. Beim Kupplungsmittel handelt es sich normalerweise um O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethylu-
roniumhexafluorophosphat (HBTU, 1 Aquivalent) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT, 1 Aquivalent).

[0079] Am Ende der Festphasensynthese wird das Polypeptid vom Harz entfernt und von Schutzgruppen be-
freit, entweder nacheinander oder in einem einzigen Vorgang. Die Entfernung des Polypeptids und die Schutz-
gruppenentfernung kann in einem einzigen Vorgang erfolgen, indem man das an das Harz gebundene Poly-
peptid mit einem Spaltungsreagenz, das Thioanisol, Wasser, Ethandithiol und Trifluoressigsaure umfasst, be-
handelt. In Fallen, bei denen es sich bei der a-C-terminalen Gruppe des Polypeptids um ein Alkylamid handelt,
wird das Harz durch Aminolyse mit einem Alkylamin gespalten. Alternativ kann das Peptid durch Umesterung,
z. B. mit Methanol, unter anschlieRender Aminolyse oder durch direkte Umamidierung entfernt werden. Das
geschutzte Peptid kann an dieser Stelle gereinigt oder direkt in der nachsten Stufe eingesetzt werden. Die Ent-
fernung der Seitenketten-Schutzgruppen wird unter Verwendung des vorstehend beschriebenen Spaltungs-
cocktails erreicht. Das vollstandig von Schutzgruppen befreite Peptid wird durch eine Folge von chromatogra-
phischen Stufen gereinigt, wobei beliebige oder sdmtliche der folgenden Typen herangezogen werden: Innen-
austausch an einem schwach basischen Harz (Acetatform); hydrophobe Adsorptionschromatographie an
nicht-derivatisiertem Polystyrol-Divinylbenzol (z. B. Amberlite XAD); Kieselgel-Adsorptionschromatographie;
lonenaustauschchromatographie an Carboxymethylcellulose; Verteilungschromatographie, z. B. an Sephadex
G-25, LH-20 oder Gegenstromverteilung; Hochleistungs-Flissigchromatographie (HPLC), insbesondere Um-
kehrphasen-HPLC an einer Saulenpackung mit einer Octyl- oder Octadecylsilyl-Siliciumdioxid-gebundenen
Phase.

[0080] Die Molekulargewichte dieser ITPs werden durch Fast Atom Bombardment (FAB)-Massenspektrosko-
pie ermittelt.

[0081] Die erfindungsgemalen ITPs lassen sich zur Verwendung als Proarzneistoffe mit N- und C-terminalen
Schutzgruppen synthetisieren.

1. N-terminale Schutzgruppen

[0082] Wie vorstehend erdrtert, bezieht sich der Ausdruck "N-Schutzgruppe" auf Gruppen, die zum Schutz
des a-N-Terminus einer Aminosaure oder eines Peptids oder zum anderweitigen Schutz der Aminogruppe ei-
ner Aminosaure oder eines Peptids gegen unerwinschte Reaktionen wahrend synthetischer Vorgange vorge-
sehen sind. Ublicherweise verwendete N-Schutzgruppen sind in Greene, "Protective Groups in Organic Syn-
thesis" (John Wiley & Sons, New York (1981)) (auf diese Druckschrift wird durch Verweis Bezug genommen)
beschrieben. Ferner kbnnen Schutzgruppen als Proarzneistoffe verwendet werden, die in vivo, beispielsweise
durch enzymatische Hydrolyse, leicht unter Freisetzung des biologisch aktiven Ausgangsprodukts gespalten
werden kénnen. Zu a-N-Schutzgruppen gehdren niedere Alkanoylgruppen, wie Formyl, Acetyl ("AC"), Propio-
nyl, Pivaloyl, tert.-Butylacetyl und dergl.; zu weiteren Acylgruppen gehéren 2-Chloracetyl, 2-Bromacetyl, Triflu-
oracetyl, Trichloracetyl, Phthalyl, o-Nitrophenoxyacetyl, -Chlorbutyryl, Benzoyl, 4-Chlorbenzoyl, 4-Brombenzo-
yl, 4-Nitrobenzoyl und dergl.; Sulfonylgruppen, wie Benzolsulfonyl, p-Toluolsulfonyl und dergl.; Carbamat bil-
dende Gruppen, wie Benzyloxycarbonyl, p-Chlorbenzyloxycarbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl, p-Nitro-
benzyloxycarbonyl, 2-Nitrobenzyloxycarbonyl, p-Brombenzyloxycarbonyl, 3,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl,
3,5-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 2,4-Dimethoxybenzyloxycarbonyl, 4-Ethoxybenzyloxycarbonyl, 2-Nit-
ro-4,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, 3,4,5-Trimethoxybenzyloxycarbonyl, 1-(p-Biphenylyl)-1-methylethoxy-
carbonyl, a,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, Benzhydryloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, Di-
isopropylmethoxycarbonyl, Isopropyloxycarbonyl, Ethoxycarbonyl, Methoxycarbonyl, Allyloxycarbonyl,
2,2,2,-Trichlorethoxycarbonyl, Phenoxycarbonyl, 4-Nitrophenoxycarbonyl, Fluorenyl-9-methoxycarbonyl, Cyc-
lopentyloxycarbonyl, Adamantyloxycarbonyl, Cyclohexyloxycarbonyl, Phenylthiocarbonyl und dergl.; Arylalkyl-
gruppen, wie Benzyl, Triphenylmethyl, Benzyloxymethyl, 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) und dergl.;
und Silylgruppen, wie Trimethylsilyl und dergl.
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2. Carboxy-Schutzgruppen

[0083] Wie vorstehend erortert, bezieht sich der Ausdruck "Carboxy-Schutzgruppe" auf eine Ester- oder
Amidgruppe zum Schutz einer Carbonsaure, die zum Blockieren oder Schutzen der funktionellen Carbonsau-
regruppe verwendet wird, wahrend Reaktionen an anderen funktionellen Stellen der Verbindung durchgefiihrt
werden. Carboxy-Schutzgruppen werden in Greene, "Protective Groups in Organic Synthesis", (1981), S.
152-186 (auf diese Druckschrift wird durch Verweis Bezug genommen) beschrieben.

[0084] Ferner kann eine Carboxy-Schutzgruppe als Proarzneistoff verwendet werden, wobei die Carbo-
xy-Schutzgruppe in vivo leicht abgespalten werden kann, beispielsweise durch enzymatische Hydrolyse, um
die biologisch aktive Ausgangsverbindung freizusetzen. Derartige Carboxy-Schutzgruppen sind dem Fach-
mann gelaufig und werden in starkem Umfang beim Schutz von Carboxylgruppen auf dem Gebiet der Penicil-
line und Cephalosporine verwendet, wie es in den US-Patenten 3 840 556 und 3 719 667 (auf diese Druck-
schriften wird durch Verweis Bezug genommen) beschrieben ist. Reprasentative Carboxy-Schutzgruppen sind
C,-C;-Niederalkyl (z. B. Methyl, Ethyl oder tert.-Butyl und dergl.); Arylalkyl, wie Phenethyl oder Benzyl und sub-
stituierte Derivate davon, wie Alkoxybenzyl- oder Nitrobenzylgruppen und dergl.; Arylalkenyl, wie Phenylethe-
nyl und dergl.; Aryl und substituierte Derivate davon, wie 5-Indanyl und dergl.; Dialkylaminoalkyl, wie Dimethyl-
aminoethyl und dergl.; Alkanoyloxyalkylgruppen, wie Acetoxymethyl, Butyryloxymethyl, Valeryloxymethyl, Iso-
butyryloxymethyl, Isovaleryloxymethyl, 1-(Propionyloxy)-1-ethyl, 1-(Pivaloyloxy)-1-ethyl, 1-Methyl-1-(propiony-
loxy)-1-ethyl, Pivaloyloxymethyl, Propionyloxymethyl und dergl.; Cycloalkanoyloxyalkylgruppen, wie Cyclopro-
pylcarbonyloxymethyl, Cyclobutylcarbonyloxymethyl, Cyclopentylcarbonyloxymethyl, Cyclohexylcarbonyloxy-
methyl und dergl.; Aroyloxyalkyl, wie Benzoyloxymethyl, Benzoyloxyethyl und dergl.; Arylalkylcarbonyloxyakyl,
wie Benzylcarbonyloxymethyl, 2-Benzylcarbonyloxyethyl und dergl.; Alkoxycarbonylalkyl oder Cycloalkyloxy-
carbonylalkyl, wie Methoxycarbonylmethyl, Cyclohexyloxycarbonylmethyl, 1-Methoxycarbonyl-1-ethyl und der-
gl.; Alkoxycarbonyloxyalkyl oder Cycloalkyloxycarbonyloxyalkyl, wie Methoxycarbonyloxymethyl, tert.-Butylo-
xycarbonyloxymethyl, 1-Ethoxycarbonyloxy-1-ethyl, 1-Cyclohexyloxycarbonyloxy-1-ethyl und dergl.; Aryloxy-
carbonyloxyalkyl, wie 2-(Phenoxycarbonyloxy)-ethyl, 2-(5-Indanyloxycarbonyloxy)-ethyl und dergl.; Alkoxyal-
kylcarbonyloxyalkyl, wie 2-(1-Methoxy-2-methylpropan-2-oyloxy)-ethyl und dergl.; Arylalkyloxycarbonyloxyal-
kyl, wie 2-(Benzyloxycarbonyloxy)-ethyl und dergl.; Arylalkenyloxycarbonyloxyalkyl, wie 2-(3-Phenylpro-
pen-2-yloxycarbonyloxy)-ethyl und dergl.; Alkoxycarbonylaminoalkyl, wie tert.-Butyloxycarbonylaminomethyl
und dergl.; Alkylaminocarbonylaminoalkyl, wie Methylaminocarbonylaminomethyl und dergl.; Alkanoylamino-
alkyl, wie Acetylaminomethyl und dergl.; Heterocyclocarbonyloxyalkyl, wie 4-Methylpiperazinylcarbonyloxyme-
thyl und dergl.; Dialkylaminocarbonylalkyl, wie Dimethylaminocarbonylmethyl, Diethylaminocarbonylmethyl
und dergl.; (5-(Niederalkyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)-alkyl, wie (5-tert.-Butyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)-methyl
und dergl.; und (5-Phenyl-2-oxo0-1,3-dioxolen-4-yl)-alkyl, wie (5-Phenyl-2-oxo-1,3-dioxo1en-4-yl)-methyl und
dergl.

[0085] Reprasentative Amidcarboxy-Schutzgruppen sind Aminocarbonyl- und Niederalkylaminocarbonyl-
gruppen.

[0086] Bei bevorzugten erfindungsgemaflen carboxygeschutzten Verbindungen handelt es sich um Verbin-
dungen, bei denen folgende Carboxy-Schutzgruppen vorliegen: Niederalkyl-, Cycloalkyl- oder Arylalkylester,
z. B. Methylester, Ethylester, Propylester, Isopropylester, Butylester, sec.-Butylester, Isobutylester, Amylester,
Isoamylester, Octylester, Cyclohexylester, Phenylethylester und dergl., oder ein Alkanoyloxyalkyl-, Cycloalka-
noyloxyalkyl-, Aroyloxyalkyl- oder Arylalkylcarbonyloxyalkylester. Bevorzugte Amidcarboxy-Schutzgruppen
sind Niederalkylaminocarbonylgruppen. Beispielsweise kann Asparaginsdure am a-C-Terminus durch eine
saurelabile Gruppe (z. B. tert.-Butyl) und am 3-C-Terminus durch eine gegentiber einer Hydrierung labile Grup-
pe (z. B. Benzyl) geschiitzt sein und anschlieRend wahrend der Synthese selektiv einer Schutzgruppenentfer-
nung unterzogen werden.

B. Modifikation von ITPs

[0087] Die Art der Herstellung der erfindungsgemalfen modifizierten ITPs kann stark variieren, und zwar je
nach der Art der verschiedenen Elemente, die das ITP umfassen. Die Syntheseverfahren werden so gewahlt,
dass sie einfach ablaufen, hohe Ausbeuten ergeben und zu einem hochgereinigten Produkt fihren. Normaler-
weise wird die chemisch reaktive Gruppe in der letzten Synthesestufe erzeugt, beispielsweise bei einer Carb-
oxylgruppe unter Veresterung zur Bildung eines aktiven Esters. Nachstehend sind spezielle Verfahren zur Her-
stellung von erfindungsgemafen modifizierten ITPs beschrieben.

[0088] Jedes ausgewahlte ITP, das einer Modifikation mit einem Linker und einem reaktiven Mittel unterzogen
werden soll, wird gemaf} den folgenden Kriterien modifiziert: wenn eine Carboxylgruppe, die fir die Beibehal-
tung der pharmakologischen Aktivitat nicht kritisch ist, am urspriinglichen ITP verfugbar ist und keine weitere
reaktive funktionelle Gruppe am ITP vorhanden ist, so wird die Carbonsauregruppe als Verknipfungsstelle fur
die Modifikation der Linker-reaktiven Einheit ausgewahlt. wenn keine Carbonsauren verflgbar sind, so werden
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andere funktionelle Gruppen, die fiir die Beibehaltung der pharmakologischen Aktivitat nicht kritisch sind, als
Verknipfungspunkt fir die Modifikation der Linker-reaktiven Einheit ausgewahlt. Wenn mehrere funktionelle
Gruppen an einem ITP verfiigbar sind, so wird eine Kombination von Schutzgruppen in der Weise herangezo-
gen, dass nach Addition der Linker-reaktiven Einheit und Schutzgruppenentfernung samtlicher geschitzter
funktioneller Gruppen immer noch eine Beibehaltung der pharmakologischen Aktivitat erreicht wird. Wenn am
ITP keine funktionellen Gruppen verfigbar sind, so ermdglichen Synthesebemuhungen eine Modifikation des
urspringlichen ITP auf solche Weise, dass eine Beibehaltung der biologischen Aktivitat und eine Beibehaltung
des Rezeptors oder der Zielspezifitat erreicht werden.

[0089] Die chemisch reaktive Einheit wird so platziert, dass bei Bindung des ITP an die Blutkomponente das
ITP einen wesentlichen Anteil der Aktivitat des unmodifizierten ITP beibehalt.

[0090] In noch spezifischerer Weise werden die einzelnen ITPs, die fir die Derivatisierung mit einem Linker
und einer reaktiven Einheit ausgewahlt sind, gemaR den folgenden Kriterien modifiziert: wenn eine terminale
Carboxylgruppe am therapeutischen Peptid verfigbar ist und fliir die Beibehaltung der pharmakologischen Ak-
tivitat nicht kritisch ist und keine weiteren empfindlichen funktionellen Gruppen am ITP vorhanden sind, so wird
die Carbonsaure als Verknipfungspunkt fir die Modifikation der Linker-reaktiven Einheit gewahlt. Wenn die
terminale Carboxylgruppe an der pharmakologischen Aktivitat beteiligt ist oder wenn keine Carbonsauren ver-
fugbar sind, so werden beliebige andere empfindliche funktionelle Gruppen, die fir die Beibehaltung der phar-
makologischen Aktivitat nicht kritisch sind, als Verknipfungspunkt fur die Modifikation der Linker-reaktiven Ein-
heit ausgewahlt. Wenn mehrere empfindliche funktionelle Gruppen an einem ITP verfligbar sind, so wird eine
Kombination von Schutzgruppen in der Weise herangezogen, dass nach Addition der Linker-reaktiven Einheit
und Schutzgruppenentfernung von samtlichen geschitzten empfindlichen funktionellen Gruppen immer noch
eine Beibehaltung der pharmakologischen Aktivitat erreicht wird. Wenn keine empfindlichen funktionellen
Gruppen am therapeutischen Peptid verfiigbar sind, so ermdglichen es Synthesebemiihungen, eine Modifika-
tion des urspringlichen Peptids in der weise vorzunehmen, dass ein Weg fur die Beibehaltung der biologischen
Aktivitat und fir die Beibehaltung der Rezeptor- oder Zielspezifitat gefunden wird. In diesem Fall erfolgt die Mo-
difikation am gegenuberliegenden Ende des Peptids.

[0091] Ein NHS-Derivat kann aus einer Carbonsaure in Abwesenheit von weiteren empfindlichen funktionel-
len Gruppen im therapeutischen Peptid synthetisiert werden. Speziell wird ein derartiges therapeutisches Pep-
tid mit N-Hydroxysuccinimid in wasserfreiem CH,Cl, und mit EDC umgesetzt. Das Produkt wird durch Choma-
tographie gereinigt oder aus dem entsprechenden Lésungsmittelsystem umkristallisiert, wodurch man das
NHS-Derivat erhalt.

[0092] Alternativ kann ein NHS-Derivat aus einem ITP, das eine Amino- und/oder Thiolgruppe und eine Car-
bonsdure enthalt, synthetisiert werden. Wenn im Molekil eine freie Amino- oder Thiolgruppe vorhanden ist, so
ist es bevorzugt, diese empfindlichen funktionellen Gruppen vor Durchflihrung der Addition des NHS-Derivats
zu schutzen. Wenn beispielsweise das Molekil eine freie Aminogruppe enthalt, ist eine Umwandlung des
Amins in ein mit Fmoc geschutztes Amin oder vorzugsweise in ein mit tBoc geschitztes Amin erforderlich, um
die vorstehend beschriebenen chemischen Reaktionen durchzufiihren. Die Aminfunktionalitat wird nach Her-
stellung des NHS-Derivats nicht einer Schutzgruppenentfernung unterzogen. Daher gilt dieses Verfahren nur
fur eine Verbindung, deren Amingruppe zur Herbeiflihrung einer angestrebten pharmakologischen Wirkung
freigelegt werden muss. Zusatzlich kann ein NHS-Derivat aus einem therapeutischen Peptid, das eine Amino-
oder eine Thiolgruppe und keine Carbonsaure enthalt, synthetisiert werden. Wenn das gewahlte Molekul keine
Carbonsaure enthalt, kann eine Reihe von bifunktionellen Linkem zur Umwandlung des Molekdils in ein reak-
tives NHS-Derivat verwendet werden. Beispielsweise erhalt man durch Lésen von Ethylenglykol-bis-(succini-
midylsuccinat) (EGS) und Triethylamin in DMF und durch Zugabe zu dem eine freie Aminogruppe enthaltenden
Molekul (in einem Verhaltnis von 10:1 zugunsten von EGS) das Mono-NHS-Derivat. Zur Bildung eines
NHS-Derivats aus einem mit Thiol derivatisierten Molekil kann man N-[y-Maleinimidobutyryloxy]-succinimi-
dester (GMBS) und Triethylamin in DMF verwenden. Die Maleinimidogruppe reagiert mit dem freien Thiol und
das NHS-Derivat wird aus dem Reaktionsgemisch durch Chromatographie an Siliciumdioxid oder durch HPLC
gereinigt.

[0093] Ein NHS-Derivat kann auch aus einem ITP mit einem Gehalt an mehreren empfindlichen funktionellen
Gruppen synthetisiert werden. Jeder Einzelfall ist zu analysieren und unterschiedlich zu I6sen. Jedoch ist die
Erfindung dank der Tatsache, dass eine gro3e Reihe von Schutzgruppen und bifunktionellen Linkern handels-
Ublich sind, auf beliebige therapeutische Peptide anwendbar, wobei vorzugsweise nur eine einzige chemische
Stufe zur Derivatisierung des ITP oder zwei Stufen, wobei zun&chst eine empfindliche Gruppe geschutzt wird,
oder drei Stufen (Einfihrung der Schutzgruppe, Aktivierung und Schutzgruppenentfernung) erforderlich sind.
In Ausnahmefallen ist eine Synthese unter Anwendung von zahlreichen Stufen (Uber drei Stufen hinaus) erfor-
derlich, um ein therapeutisches Peptid in ein aktives NHS- oder Maleinimid-Derivat umzuwandeln.

[0094] Ein Maleinimid-Derivat kann auch aus einem ITP mit einem Gehalt an einer freien Aminogruppe und
einer freien Carbonsaure synthetisiert werden. Zur Herstellung eines Maleinimid-Derivats aus einem aminode-
rivatisierten Molekul kann man N-[y-Maleinimidobutyryloxy]-succinimidester (GMBS) und Triethylamin in DMF
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verwenden. Die Succinimidestergruppe reagiert mit der freien Aminogruppe und das Maleinimid-Derivat wird
aus dem Reaktionsgemisch durch Kristallisation oder durch Chromatographie an Siliciumdioxid oder durch
HPLC gereinigt.

[0095] Schliellich Iasst sich ein Maleinimid-Derivat aus einem therapeutischen Peptid, das zahlreiche weitere
empfindliche funktionelle Gruppen und keine freien Carboxylgruppen enthalt, synthetisieren. Wenn das ge-
wahlte Molekiil keine Carbonsaure enthalt, kann eine Reihe von bifunktionellen Vernetzungsmitteln dazu ver-
wendet werden, das Molekdul in ein reaktives NHS-Derivat umzuwandeln. Beispielsweise kann Maleinimidop-
ropionsaure (MPA) an das freie Amin unter Bildung eines Maleinimid-Derivats durch eine Umsetzung des frei-
en Amins mit der Carbonsauregruppe von MPA unter Anwendung einer HBTU/HOBt/DIEA-Aktivierung in DMF
gekuppelt werden.

[0096] Alternativ kdnnen zahlreiche andere handelsibliche, heterobifunktionelle Vernetzungsmittel je nach
Bedarf verwendet werden. Eine grofle Anzahl von bifunktionellen Verbindungen sind fiir die Verknipfung mit
Einheiten verflgbar. Zu beispielhaften Reagenzien gehdren: Azidobenzoylhydrazid, N-[4-(p-Azidosalicylami-
no)-butyl]-3'-(2'-pyridyldithio)-propionamid, Bis-sulfosuccinimidylsuberat, Dimethyladipimidat, Disuccinimidyl-
tartrat, N-y-Maleinimidobutyryloxysuccinimidester, N-Hydroxysulfosuccinimidyl-4-azidobenzoat, N-Succinimi-
dyl-(4-azidophenyl]-1,3'-dithiopropionat, N-Succinimidyl-(4-iodacetyl]-aminobenzoat, Glutaraldehyd und Suc-
cinimidyl-4-(N-maleinimidomethyl]-cyclohexan-1-carboxylat.

4. Anwendungsmdglichkeiten von modifizierten ITP

[0097] Die erfindungsgemafen modifizierten ITPs finden zahlreiche Anwendungsmdoglichkeiten, einschliel3-
lich: Verwendung zur Behandlung von Diabetes, als Sedativum, zur Behandlung von Stérungen des Nerven-
systems, zur Herbeiflihrung einer anxiolytischen Wirkung am ZNS, Zur Aktivierung des ZNS, zur postoperati-
ven Behandlung und zur Behandlung von Insulin-Resistenz.

A. Diabetes-Behandlungen

[0098] Die erfindungsgemaflen modifizierten ITPs bewirken im allgemeinen eine Normalisierung von Hyper-
glykamie Uber glucoseabhangige, insulinabhangige und insulinunabhangige Mechanismen. Als solche sind die
modifizierten ITPs wertvoll als primare Mittel zur Behandlung von Diabetes mellitus vom Typ Il und als unter-
stitzende Mittel zur Behandlung von Diabetes mellitus vom Typ |.

[0099] Die Verwendung einer wirksamen Menge von modifizierten ITPs zur Behandlung von Diabetes melli-
tus hat den Vorteil, dass diese Produkte wirksamer als unmodifizierte ITPs sind. Da die modifizierten ITPs in
vivo stabiler sind, kdnnen fiir eine wirksame Behandlung geringere Mengen des Moleklils verabreicht werden.
Die vorliegende Erfindung eignet sich insbesondere zur Behandlung von Patienten mit Diabetes sowohl vom
Typ | als auch vom Typ Il insofern, als die Wirkung des Peptids von der Glucosekonzentration im Blut abhangig
ist und somit das Risiko von hyperglykamischen Nebenwirkungen im Vergleich zu den Risiken bei Anwendung
der derzeitigen Behandlungsverfahren stark verringert ist.

[0100] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Verfahren zur Behandlung von Diabetes mellitus bei einer
Person bereit, wobei das Verfahren die Bereitstellung einer Menge an modifiziertem ITP, die zur Behandlung
von Diabetes ausreicht, umfasst, wobei die Zusammensetzung ein modifiziertes ITP enthalt.

B. Behandlung von Stérungen des Nervensystems

[0101] Die erfindungsgemafen modifizierten ITPs finden auch als Sedativa Anwendung. Gemaf einem As-
pekt der Erfindung wird ein Verfahren zum Sedieren eines Saugetiersubjekts mit einer Abnormalitat, die zu ei-
ner verstarkten Aktivierung des zentralen oder peripheren Nervensystems fiihrt, unter Verwendung der modi-
fizierten ITPs bereitgestellt. Das Verfahren umfasst die Verabreichung eines modifizierten ITP an das Subjekt
in einer ausreichenden Menge, um bei dem Subjekt eine sedative oder anxiolytische Wirkung herbeizufiihren.
Das modifizierte ITP kann intrazerebroventrikular, oral, subkutan, intramuskular, oder intravends verabreicht
werden. Derartige Verfahren eignen sich zur Behandlung oder Besserung von Zustanden des Nervensystems,
wie Angstzustiande, Bewegungsstorungen, Aggression, Psychosen, Anfallen, panischen Attacken, Hysterie
und Schlafstérungen.

[0102] GemaR einem verwandten Aspekt umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Verstarkung der Aktivitat
eines Saugetiersubjekts, wobei das Verfahren die Verabreichung eines modifizierten ITP an das Subjekt in ei-
ner Menge, die zur Herbeiflhrung einer Aktivierungswirkung bei dem Subjekt ausreicht, umfasst. Vorzugswei-
se befindet sich das Subjekt in einem Zustand, der zu einer verminderten Aktivierung des zentralen oder peri-
pheren Nervensystems fiihrt. Die modifizierten ITPs finden insbesondere Anwendung bei der Behandlung oder
Besserung von Depressionen, schizoaffektiven Stérungen, Schlafapnoe, Aufmerksamkeitsdefizitsyndromen
mit geringer Konzentrationsfahigkeit, Gedachtnisverlust, Vergesslichkeit und Narkolepsie, um nur einige Zu-
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stande aufzufiihren, bei denen ein Arousal des Zentralnervensystems vorteilhaft sein kann. Die erfindungsge-
maRen modifizierten ITPs kdnnen zur Herbeifiihrung eines Arousals zur Behandlung oder Besserung von De-
pressionen, schizoaffektiven Stérungen, Schlafapnoe, Aufmerksamkeitsdefizitsyndromen mit geringer Kon-
zentrationsfahigkeit, Gedachtnisverlust, Vergesslichkeit und Narkolepsie verwendet werden. Die therapeuti-
sche Wirksamkeit der Behandlung mit dem modifizierten ITP kann durch Befragung des Patienten zur Bestim-
mung von dessen Zustand, durch psychologisch/neurologische Tests oder aufgrund der Besserung der mit die-
sen Zustanden verbundenen Symptomen verfolgt werden. Beispielsweise kann die Behandlung von Narkolep-
sie durch Uberwachung des Auftretens von narkoleptischen Anféllen verfolgt werden. Als weiteres Beispiel
koénnen die Einflisse von modifizierten ITPs auf die Konzentrationsfahigkeit oder auf die Gedachtniskapazitat
eines Patienten unter Anwendung zahlreicher diagnostischer Tests, die dem Fachmann gelaufig sind, getestet
werden.

C. Postoperative Behandlung

[0103] Die erfindungsgemaRen modifizierten ITPs kdnnen fir postoperative Behandlungen herangezogen
werden. Ein Patient benétigt die erfindungsgemaRen modifizierten ITPs etwa 1 bis 16 Stunden vor Durchfiih-
rung eines chirurgischen Eingriffs, wahrend des Eingriffs am Patienten und nach dem Eingriff fir eine Zeitspan-
ne von nicht mehr als etwa 5 Tage.

[0104] Die erfindungsgemafen modifizierten ITPs werden in einem Zeitraum von etwa 16 Stunden bis etwa
1 Stunde vor Beginn der Operation verabreicht. Der Zeitpunkt vor der Operation, an dem die erfindungsgema-
Ren Verbindungen zur Verringerung von katabolischen Effekten und der Insulin-Resistenz zu verabreichen
sind, hangt von einer Anzahl von Faktoren ab. Diese Faktoren sind dem Arzt mit tGblicher Erfahrung im allge-
meinen bekannt. Hierzu gehdren insbesondere die Tatsache, ob der Patient nuchtern ist oder eine Glucosein-
fusion, ein Getrank oder eine beliebige andere Form einer Unterstiitzung wahrend der Vorbereitungsperiode
vor der Operation erhalten hat. Zu weiteren wichtigen Faktoren gehéren das Geschlecht, das Gewicht und das
Alter des Patienten, die Ursachen, die einer etwaigen Unfahigkeit zur Regulierung der Blutglucose zugrunde
liegen, das zu erwartende Ausmalfd des durch die Operation verursachten Traumas, die Verabreichungswege
und die biologische Verfiigbarkeit, die Bestandigkeit im Korper, die Zubereitungsart und die Wirkungsstarke der
verabreichten Verbindung. Eine bevorzugte Zeitspanne, innerhalb der die Verabreichung der erfindungsgema-
Ren modifizierten ITPs beginnen soll, betragt etwa 1 bis etwa 10 Stunden vor Operationsbeginn. Eine beson-
ders bevorzugte Zeitspanne fir den Beginn der Verabreichung betragt 2 bis 8 Stunden vor Operationsbeginn.
[0105] Eine Insulin-Resistenz im Anschluss an einen bestimmten Operationstyp, einer selektiven Bauchope-
ration, ist am ersten Tag nach der Operation besonders intensiv, dauert mindestens 5 Tage und kann bis zur
Normalisierung bis zu 3 Wochen bendtigen. Der postoperative Patient bendétigt moglicherweise eine Verabrei-
chung der erfindungsgemaf verwendeten ITPs fir eine Zeitspanne im Anschluss an das Operationstrauma,
die von Faktoren abhangt, die der Arzt mit Gblicher Erfahrung erkennt und festlegen kann. Hierzu gehéren die
Tatsache, ob der Patient nichtern ist oder eine Glucoseinfusion, ein Getrank oder eine beliebige andere Form
einer Unterstutzung im Anschluss an die Operation erhalten hat, sowie ferner (ohne Beschrankung hierauf)
das Geschlecht, das Gewicht und das Alter des Patienten, die Ursachen, die einer etwaigen Unfahigkeit zur
Regulierung der Blutglucose zugrunde liegen, das zu erwartende Ausmal} des durch die Operation verursach-
ten Traumas, der Verabreichungsweg und die biologische Verfligbarkeit, die Bestandigkeit im Kérper, die Zu-
bereitungsart und die Wirkungsstarke der verabreichten Verbindung. Die bevorzugte Verabreichungsdauer der
erfindungsgemaf verwendeten Verbindungen betragt nicht mehr als 5 Tage im Anschluss an die Operation.

D. Behandlung von Insulin-Resistenz

[0106] Die erfindungsgemafen modifizierten ITPs kénnen zur Behandlung von Insulin-Resistenz unabhangig
von ihrer Verwendung bei der postoperativen Behandlung eingesetzt werden. Eine Insulin-Resistenz kann auf
eine Verringerung der Bindung von Insulin an Zelloberflachenrezeptoren oder auf Veranderungen im intrazel-
lularen Stoffwechsel zuriickzufihren sein. Der erste Typ, der durch eine Verringerung der Insulinempfindlich-
keit charakterisiert ist, kann typischerweise durch eine erhéhte Insulinkonzentration tiberwunden werden. Der
zweite Typ, der durch eine Verringerung der Insulin-Reaktionsfahigkeit charakterisiert ist, kann nicht durch gro-
Re Mengen an Insulin Gberwunden werden. Eine Insulin-Resistenz im Anschluss an ein Trauma kann durch
Insulindosen Uberwunden werden, die proportional zum Grad der Insulin-Resistenz sind. Sie ist somit offen-
sichtlich durch eine Verringerung der Insulin-Empfindlichkeit hervorgerufen.

[0107] Die Dosis von modifizierten ITPs, die eine Normalisierung des Blutglucosespiegels eines Patienten be-
wirken, hangt von einer Anzahl von Faktoren ab, wozu (ohne Beschrankung hierauf) folgende Faktoren geho-
ren: Geschlecht, Gewicht und Alter des Patienten, die Schwere der Unfahigkeit zur Regulierung der Blutgluco-
se die Ursachen, die einer Unfahigkeit zur Regulierung der Blutglucose, zugrunde liegen, die Tatsache, ob Glu-
cose oder eine andere Kohlenhydratquelle gleichzeitig verabreicht wird, der Verabreichungsweg und die bio-
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logische Verfugbarkeit, die Bestandigkeit im Kérper, die Zubereitungsart und die Wirkungsstarke.
5. Verabreichung der modifizierten ITPs

[0108] Die modifizierten ITPs werden in einem physiologisch vertraglichen Medium verabreicht, z. B. in enti-
onisiertem Wasser, phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS), Kochsalzlésung, wassrigem Ethanol oder ei-
nem anderen Alkohol, Plasma, proteinartigen Losungen, Mannit, wassriger Glucose, Alkohol, Pflanzendlen
oder dergl. Zu weiteren Additiven, die zugesetzt werden kénnen, gehéren Puffer, wobei die Medien im allge-
meinen auf einen pH-Wert im Bereich von etwa 5 bis 10 gepuffert werden, wobei der Puffer im allgemeinen
eine Konzentration von etwa 50 bis 250 mM aufweist, wobei die Salzkonzentration im allgemeinen im Bereich
von etwa 5 bis 500 mM liegt. Ferner sind physiologisch vertragliche Stabilisatoren und dergl. enthalten. Die
Zusammensetzungen kénnen aus Zweckmafigkeitsgrinden fir die Lagerung und den Transport lyophilisiert
werden.

[0109] Die modifizierten ITPs werden grofl3enteils oral, parenteral, z. B. intravaskular (1V), intraarteriell (1A),
intramuskular (IM), subkutan (SC) oder dergl. verabreicht. Die Verabreihung kann in geeigneten Situationen
durch Transfusion erfolgen. In einigen Fallen, bei denen die Reaktion der funktionellen Gruppe relativ langsam
ist, kann die Verabreichung oral, nasal, rektal, transdermal oder Gber ein Aerosol erfolgen, wobei die Natur des
Konjugats eine Ubertragung auf das vaskuldre System erméglicht. Ublicherweise wird eine einzige Injektion
angewandt, obgleich gegebenenfalls auch mehr als eine Injektion angewandt werden kann. Die modifizierten
ITPs werden mit beliebigen zweckmaRigen Mitteln, z. B. Spritzen, Trokars, Katheter oder dergl., verabreicht.
Pe gpezielle Verabreichungsart hangt von der zu verabreichenden Menge, der Tatsache, ob ein einziger Bolus
gegeben oder eine kontinuierliche Verabreichung durchgefiihrt werden soll, oder dergl. ab. Vorzugsweise er-
folgt die Verabreichung intravaskular, wobei die Zufuhrstelle fir die Erfindung nicht kritisch ist und die Zufuhr
vorzugsweise an einer Stelle erfolgt, wo eine rasche Durchblutung vorliegt, z. B. an einer intravendsen, peri-
pheren oder zentralen Vene. Weitere Verabreichungswege finden dann Anwendung, wenn die Verabreichung
mit Techniken mit langsamer Wirkstofffreisetzung oder einer Schutzmatrix gekuppelt sind. Es ist beabsichtigt,
die ITPs wirksam im Blut zu verteilen, so dass sie zu einer Reaktion mit den Blutkomponenten befahigt sind.
Die Konzentration des Konjugats variiert in breitem Umfang und reicht im allgemeinen von etwa 1 pg/ml bis 50
mg/ml. Die intravaskular verabreichte Gesamtmenge liegt im allgemeinen im Bereich von etwa 0,1 mg/ml bis
etwa 10 mg/ml und insbesondere von etwa 1 mg/ml bis etwa 5 mg/ml.

[0110] Aufgrund der Bindung an langlebige Komponenten des Bluts, wie Immunoglobulin, Serumalbumin,
rote Blutkérperchen und Blutplattchen, ergibt sich eine Reihe von Vorteilen. Die Aktivitat der modifizierten
ITP-Verbindung wird auf Tage bis Wochen verlangert. Wahrend dieser Zeitspanne braucht nur eine einzige
Verabreichung zu erfolgen. Es Iasst sich eine hdhere Spezifitat erreichen, da der Wirkstoff vorwiegend an gro-
Re Molekile gebunden wird, wo die Wahrscheinlichkeit geringer ist, dass er intrazellular aufgenommen wird
und andere physiologische Vorgange stort.

[0111] Die Bildung der kovalenten Bindung zwischen der Blutkomponente kann in vivo oder ex vivo erfolgen.
Zur ex vivo-Bildung einer kovalenten Bindung wird das modifizierte ITP zu Blut, Serum oder Kochsalzlésung
mit einem Gehalt an humanem Serumalbumin oder IgG gegeben, um die Ausbildung einer kovalenten Bindung
zwischen dem modifiziertem ITP und der Blutkomponente zu erméglichen. GemaR einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform wird das ITP mit Maleinimid modifiziert und mit Humanserumalbumin in Kochsalzlésung umgesetzt.
Nachdem das modifizierte ITP mit der Blutkomponente unter Bildung eines ITP-Protein-Konjugats reagiert hat,
kann das Konjugat dem Patienten verabreicht werden.

[0112] Alternativ kann das modifizierte ITP dem Patienten direkt verabreicht werden, so dass die kovalente
Bindung zwischen dem modifizierten ITP und der Blutkomponente in vivo entsteht.

6. Uberwachung der Anwesenheit von modifizierten ITPs

[0113] Das Blut des Saugetier-Wirts kann in Bezug auf die Aktivitat der ITPs und/oder das Vorliegen der mo-
difizierten ITPs Uberwacht werden. Entnimmt man einen Teil oder eine Probe des Bluts des Wirts zu verschie-
denen Zeitpunkten, so Iasst sich feststellen, ob das ITP eine Bindung mit den langlebigen Blutkomponenten in
ausreichender Menge eingegangen ist, um eine therapeutische Wirkung zu erzielen. AnschlieRend wird der
Spiegel der ITP-Verbindung im Blut bestimmt. Gegebenenfalls kann man auch feststellen, an welche Blutkom-
ponenten die ITP-Molekile gebunden sind. Dies ist bei Anwendung nicht-spezifischer ITPs von besonderer
Bedeutung. Fur spezifische Maleinimid-ITPs ist es wesentlich einfacher, die Halbwertszeit von Serumalbumin
und IgG zu berechnen.

[0114] Die modifizierten GLPS kdnnen unter Anwendung von Tests auf insulinotrope Aktivitat, HPLC-MS oder
von gegen ITPs gerichtete Antikdrper Gberwacht werden.
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A. Test auf insulinotrope Aktivitat

[0115] Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte ITP-Derivate, deren insulinotrope Aktivitat gré3er oder
gleich gro® wie die insulinotrope Aktivitat der nicht-modifizierten ITPs ist. Die insulinotrope Beschaffenheit ei-
ner Verbindung lasst sich bestimmen, indem man diese Verbindung Saugetierzellen zur Verfligung stellt oder
die Verbindung Tieren injiziert und die Freisetzung von immunoreaktivem Insulin (IRI) in das Medium bzw. in
das Kreislaufsystem des Tiers Uberwacht. Die Anwesenheit von IRI wird durch Anwendung eines Radioimmu-
noassay, der spezifisch Insulin nachweisen kann, erfasst.

[0116] Obgleich beliebige Radioimmunoassays, die zum Nachweis der Anwesenheit von IRI befahigt sind,
herangezogen werden kénnen, ist es bevorzugt, eine Modifikation des Testverfahrens von J. D. M. Albano et
al. (Acta Endocrinol., Bd. 70 (1972), S. 487-509) heranzuziehen. Bei dieser Modifikation wird ein Phosphat/Al-
bumin-Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Das Inkubationsgemisch wird hergestellt, indem man
nacheinander 500 uyl Phosphatpuffer, 50 ul Perfusatprobe oder Ratten-Insulinstandard in Perfusat, 100 pl an-
ti-Insulin-Antiserum (Wellcome Laboratories, Verdiinnung 1:40 000) und 100 pl ['?1]-Insulin unter Bildung eines
Gesamtvolumens von 750 pyl in ein Einmal-Glasréhrchen der Abmessungen 10 x 75 mm gibt. Nach 2- bis 3-ta-
giger Inkubation bei 4°C wird freies Insulin durch Aktivkohletrennung von dem an Antikérper gebundenem In-
sulin getrennt. Die Testempfindlichkeit betragt im allgemeinen 1-2 pU/ml. Um die Freisetzung von IRI in das
Zellkulturmedium von geziichteten Zellen in einer Gewebekultur zu messen, baut man vorzugsweise eine ra-
dioaktive Markierung in das Proinsulin ein. Obgleich man beliebige radioaktive Markierungen, die zur Markie-
rung eines Polypeptids befahigt sind, verwenden kann, ist es bevorzugt, [*H]-Leucin zu verwenden, um eine
Markierung von Proinsulin zu erreichen. Die Markierung kann fiir eine beliebige Zeitspanne durchgefiihrt wer-
den, die ausreicht, einen nachweisbar markierten Pool von Proinsulinmolekdlen zu bilden. Es ist jedoch bevor-
zugt, Zellen in Gegenwart einer radioaktiven Markierung wahrend einer 60-minutigen Zeitspanne zu inkubie-
ren. Obgleich beliebige Zellen, die zur Expression von Insulin befahigt sind, herangezogen werden kénnen, um
festzustellen, ob eine Verbindung eine insulinotrope Wirkung besitzt, ist es bevorzugt, Ratten-Insulinomzellen
und insbesondere RIN-38-Ratten-Insulinomzellen zu verwenden. Derartige Zellen kénnen in beliebigen geeig-
neten Medien gezichtet werden. Jedoch ist die Ziichtung unter Verwendung von DME-Medium mit einem Ge-
halt an 0,1 % BSA und 25 mM Glucose bevorzugt.

[0117] Die insulinotrope Beschaffenheit eines modifizierten ITP kann auch durch pankreatische Infusion be-
stimmt werden. Das in situ isolierte, perfundierte Ratten-Pankreaspraparat stellt eine Modifikation des Verfah-
rens von J. C. Penhos et al. (Diabetes, Bd. 18 (1969), S. 733-738) dar. Gemal einem derartigen Verfahren
werden Ratten in niichternem Zustand (vorzugsweise mannliche Albino-Ratten von Charles River-Stamm) mit
einem Gewicht von 350-600 g mit einer intraperitonealen Injektion von Amytal-Natrium (Eli Lilly and Co., 160
ng/kg) betaubt. Renale, adrenale, gastrische und untere Colon-BlutgefalRe werden abgebunden. Der gesamte
Dunndarm wird einer Resektion unterworfen, ausgenommen etwa 4 cm des Duodenums und das Kolon de-
scendens und das Rektum. Somit wird nur ein geringer Teil des Dinndarms perfundiert, wodurch eine mogli-
che Stdérung durch enterische Substanzen mit insulinotroper Immunoreaktivitat auf ein Minimum beschrankt
wird. Beim Perfusat handelt es sich vorzugsweise um einen modifizierten Krebs-Ringer-Bicarbonatpuffer mit 4
% Dextran T70 und 0,2 % Rinderserumalbumin (Fraktion V). Vorzugsweise wird ein Gemisch aus 95 % O, und
5 % CO, eingeleitet. Eine Vierkanal-Walzenlagerpumpe mit nicht-pulsierendem Strom (Buchler polystatic,
Buchler Instruments Division, Nuclear-Chicago Corp.) wird vorzugsweise verwendet. Ein Ubergang von einer
Perfusatquelle auf eine andere wird vorzugsweise durch Schalten eines Dreiweghahns erreicht. Die Art und
Weise der Durchfiihrung, Modifikation und Analyse der Perfusion erfolgt vorzugsweise gemaf den Verfahren
von G. C. Weir et al. (J. Clin. Invest., Bd. 54 (1974), S. 1403-1412 (auf diese Druckschrift wird durch Verweis
Bezug genommen).

B. HPLC-MS

[0118] Mit Massenspektrometrie (MS) gekuppelte HPLC kann zum Test auf die Anwesenheit von Peptiden
und modifizierten Peptiden herangezogen werden, wie es dem Fachmann gelaufig ist. Typischerweise werden
zwei mobile Phasen verwendet: 0,1 % TFA/Wasser und 0,1 % TFA/Acetonitril. Die Saulentemperaturen sowie
die Gradientenbedingungen kénnen variiert werden. Spezielle Einzelheiten hierzu finden sich im nachstehen-
den Beispielteil.

C. Antikorper
[0119] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Bestimmung der Konzentration der ITPs oder
von deren Konjugaten in biologischen Proben (z. B. Blut), unter Verwendung von fiir die ITPS spezifischen An-

tikdrpern sowie die Verwendung derartiger Antikérper zur Behandlung von Toxizitat, die potentiell mit derarti-
gen ITPs oder Konjugaten verbunden ist. Dies ist vorteilhaft, weil die erhdhte Stabilitdt und Lebensdauer der
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ITPs in vivo im Patienten zu neuen Schwierigkeiten wahrend der Behandlung, einschlielich einer erhéhten
Toxizitatsgefahr, fihren kann.

[0120] Die Verwendung von anti-ITP-Antikérpern, entweder monoklonal oder polyklonal, mit Spezifitat fiur be-
stimmte ITPs kann zur L6sung derartiger Probleme beitragen. Der Antikdrper kann von einem Wirt, der mit dem
speziellen, modifizierten ITP oder mit einem immunogenen Fragment des Mittels oder einem synthetisierten
Immunogen, das einer antigenen Determinante des Mittels entspricht, immunisiert worden ist, erzeugt oder ab-
geleitet werden. Bevorzugte Antikdrper weisen eine hohe Spezifitat und Affinitat fir die nativen, derivatisierten
und konjugierten Formen des modifizierten ITP auf. Derartige Antikdrper kdnnen auch mit Enzymen, Fluoro-
chromen oder radioaktiven Markierungen markiert sein.

[0121] Fur modifizierte ITPs spezifische Antikdrper lassen sich unter Verwendung von gereinigten ITPs zur
Induktion von derivatisierten, ITP-spezifischen Antikdrpern erzeugen. Unter "Induktion von Antikérpern" sind
nicht nur die Stimulation einer Immunantwort durch Injektion an Tiere zu verstehen, sondern auch analoge Stu-
fen bei der Herstellung von synthetischen Antikérpern oder anderen spezifisch bindenden Molekiilen, z. B. ein
Screening von rekombinanten Immunoglobulin-Bibliotheken. Sowohl monoklonale als auch polyklonale Anti-
korper kdnnen gemaf aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren erzeugt werden.

[0122] Die Antikdrper kdnnen zur Uberwachung der Anwesenheit von ITP-Peptiden im Blutstrom verwendet
werden. Blut- und/oder Serumproben kénnen durch SDS-PAGE und Western-Blotting analysiert werden. Der-
artige Techniken ermdglichen die Analyse von Blut oder Serum zur Bestimmung der Bindung der modifizierten
ITPs an Blutkomponenten.

[0123] Die Antikoérper gegen das therapeutische Mittel kdnnen auch zur Behandlung einer Toxizitat, die durch
die Verabreichung des modifizierten ITP herbeigeflhrt worden ist, verwendet werden. Sie kénnen ex vivo oder
in vivo verwendet werden. Ex vivo-Verfahren umfassen eine Immunodialyse-Behandlung von Toxizitat unter
Verwendung von Antikdrpern gegen das therapeutische Mittel, die an festen Tragern fixiert sind. In vivo-Ver-
fahren umfassen die Verabreichung von Antikdrpern gegen das therapeutische Mittel in Mengen, die die Her-
beifuhrung einer Clearance von Antikdrper-Mittel-Komplexen bewirken.

[0124] Die Antikdrper kdnnen zur Entfernung der modifizierten ITPs und von Konjugaten hiervon aus dem Blut
eines Patienten unter ex vivo-Kontakt des Bluts mit den Antikorpern unter sterilen Bedingungen entfernt wer-
den. Beispielsweise kénnen die Antikdrper an einer Sadulenmatrix fixiert oder anderweitig immobilisiert werden
und das Blut kann dem Patienten entnommen und Uber die Matrix geleitet werden. Die modifizierten ITPs bin-
den an die Antikorper. Das Blut, das eine geringe Konzentration an dem ITP enthalt, kann sodann in das Kreis-
laufsystem des Patienten zurlickgeleitet werden. Die Menge des entfernten modifizierten ITP kann durch Ein-
stellen von Druck und Stréomungsgeschwindigkeit gesteuert werden. Eine bevorzugte Entfernung der modifi-
zierten ITPs aus der Plasmakomponente von Patientenblut kann beispielsweise unter Verwendung einer se-
mipermeablen Membran erreicht werden oder indem man zunéchst die Plasmakomponente von der zellularen
Komponente durch aus dem Stand der Technik bekannte MaRnahmen abtrennt, bevor man die Plasmakom-
ponente Uber eine Matrix, die die antitherapeutischen Antikdrper enthalt, leitet. Alternativ kann die bevorzugte
Entfernung von ITP-konjugierten Blutzellen, einschlieBlich roten Blutkérperchen, durchgefihrt werden, indem
man die Blutzellen gewinnt und im Patientenblut einengt und diese Zellen mit fixierten anti-ITP-Antikdrpern
kontaktiert, um die Serumkomponente des Patientenbluts auszuschliel3en.

[0125] Die anti-ITP-Antikdrper kdnnen in vivo parenteral einem Patienten verabreicht werden, der eine Be-
handlung mit dem modifizierten ITP oder Konjugaten davon erhalten hat. Die Antikdrper binden die ITP-Ver-
bindungen und Konjugate hiervon. Nach erfolgter Bindung wird die ITP-Aktivitdt behindert, wenn nicht sogar
vollstandig blockiert, wodurch die biologisch wirksame Konzentration der ITP-Verbindung im Blutkreislauf des
Patienten verringert und schadliche Nebenwirkungen auf ein Minimum begrenzt werden. AuRerdem erleichtert
der gebundene Antikérper-ITP-Komplex die Clearance der ITP-Verbindungen und der Konjugate hiervon aus
dem Blutkreislauf des Patienten.

[0126] Nachstehend wird die Erfindung durch die folgenden nicht-beschrankenden Beispiele erlautert.

Beispiele
Allgemeines

[0127] Festphasen-Peptidsynthesen der insulinotropen Peptide im 100 ymol-MafRstab wurden unter Anwen-
dung einer Festphasensynthese und eines manuellen Symphony Peptide Synthesizer-Gerats mit Fmoc-ge-
schitztem Rink Amide MBHA-Harz, Fmoc-geschitzten Aminosauren, O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetrame-
thyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) in N,N-Dimethylformamid (DMF)-Lésung und Aktivierung mit N-Me-
thylmorpholin (NMM) und Entfernung der Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin durchgefihrt (Stufe 1). Falls er-
forderlich, wurde eine selektive Schutzgruppenentfernung der Lys(Aloc)-Gruppe manuell durchgefihrt und er-
reicht, indem man das Harz mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,:NMM:HO-
Ac (18:1:0,5) 2 Stunden lang behandelte (Stufe 2). Sodann wurde das Harz mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc
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in DCM (6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. In einigen Fallen wurde sodann die Syn-
these fir die Addition einer AEEA-Gruppe (Aminoethoxyethoxyessigsaure-Gruppe), fur die Addition von Essig-
saure oder fur die Addition von 3-Maleinimidopropionsaure (MPA) reautomatisiert (Stufe 3). Die Spaltung vom
Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5
% Phenol durchgeflihrt, wonach die Fallung mit eiskaltem Et,O erfolgte (Stufe 4). Die Produkte wurden durch
praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Sys-
tems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B))
innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomex Luna 10 p-Phenyl-Hexyl (21 mm
x 25 cm)-Saule und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Pro-
dukts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgertstet war, unter Anwendung einer "Elek-
tro-spray"-lonisierung zu 95 % bestimmt.

Beispiel 1
Herstellung von Tyr*2-Exendin-4(1-32)-NH,

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Glu-Met-Glu-Glu-Glu-
Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Tyr-amid
Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

J SPPS

Ho N-HGEGTFTSOLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPY-PS

Stufe 2 J 85% TFA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

TEA TFA TFA

Ho N—HGEGTFTSDLS}.(OM EEEAVRLFIEWLKNGGPY-NH,
TFA

Tyr2-Exendin—4 (1-32)-NH;

[0128] Die Festphasen-Peptidsynthese des Analogen im 100 pymol-Maf3stab wird unter Anwendung der ma-
nuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von
Fmoc-geschitztem Rink Amide MBHA-Harz, @ Fmoc-geschitzten = Aminosduren, O-Benzotria-
zol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) in N,N-Dimethylformamidiésung (DMF-L6-
sung) und Aktivierung mit N-Methylmorpholin (NMM) und Entfernung von Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin
durchgefuhrt (Stufe 1). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts werden unter Verwendung
von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlieRende Fallung mit Trockeneis-ge-
kdhltem Et,O durchgefuhrt (Stufe 2). Das Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwen-
dung eines praparativen bindren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B
(0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Ver-
wendung einer Phenomenex Luna 10 py Phenyl-Hexyl-Sdule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines
UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm durchgefihrt. Man erhalt das gewunschte Peptid
in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.
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Beispiel 2
Herstellung von Tyr*'-Exendin-4(1-31)
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Glu-Met-Glu-Glu-Glu-
Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Tyr-amid

Frmoc-Rink Amide MBHA-Harz

l sPPS

Hz N—HGEGTF-—TSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKNGGY—PS

Stufe 2 l 85% TFA/5% TI1S/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA TFA TFA

Hy N-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGY-NH
' TFA

Tyr'-Exendin-4 (1-31)-NHy

[0129] Die Festphasen-Peptidsynthese des Analogen im 100 pymol-Mafstab wird unter Anwendung der ma-
nuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von
Fmoc-geschitztem Rink Amide MBHA-Harz, Fmoc-geschitzten =~ Aminosduren, O-Benzotria-
zol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) in N,N-Dimethylformamidiésung (DMF-L6-
sung) und Aktivierung mit N-Methylmorpholin (NMM) und Entfernung von Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin
durchgefihrt (Stufe 1). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts werden unter Verwendung
von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschliefende Fallung mit Trockeneis-ge-
kahltem Et,0 durchgefihrt (Stufe 2). Das Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwen-
dung eines praparativen bindren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B
(0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Ver-
wendung einer Phenomenex Luna 10 p Phenyl-Hexyl-Sdule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines
UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm durchgefihrt. Man erhalt das gewunschte Peptid
in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.

Beispiel 3
Herstellung von Exendin-4(9-39)-NH,

Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-
Leu-Lys-Asu-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-amid

Fmoc-Rink Amide MBHA -Harz

J SPPS

H, N-DLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGP SSGAPPPS-PS

Stufe 2 l 85% TFA/5% T1S/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA  TFA TFA
Hy N-DLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH,
' TFA

Exendin-4 (9-39)-NH,

[0130] Die Festphasen-Peptidsynthese des Analogen im 100 pymol-Mafstab wird unter Anwendung der ma-
nuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von
Fmoc-geschitztem Rink Amide MBHA-Harz, Fmoc-geschiitzten = Aminosauren, O-Benzotria-
zol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) in N,N-Dimethylformamidldsung (DMF-L6-
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sung) und Aktivierung mit N-Methylmorpholin (NMM) und Entfernung von Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin
durchgefiihrt (Stufe 1). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts werden unter Verwendung
von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschliefende Fallung mit Trockeneis-ge-
kihltem Et,0 durchgefihrt (Stufe 2). Das Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwen-
dung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B
(0,045 % TFA in H,0 (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Ver-
wendung einer Phenomenex Luna 10 p Phenyl-Hexyl-Sdule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines
UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm durchgefihrt. Man erhalt das gewuinschte Peptid
in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.

Beispiel 4
Herstellung von GLP-1(1-36)-Lys* (e-MPA)-NH, - 5TFA;

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-A1a-Ala-L
ys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Lys (e-MPA) -NH2 - 5TFA

[0131] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entkntipfen der Aminogruppe des addierten Lysinrestes ge-
maRk dem nachstehenden Schema synthetisiert.

Frmoc-Rink Amide MBHA -Harz

l SPPS

Boc-HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys(Aloc)-PS

Stufe 2 lPd(PPh;,),,/NMMIHOAdCHCla

Boc-HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys-PS

Stufe 3 13-Maleinimido-propionséure H J‘:g

PS
O

Stufe 4 J’BS% TFA/5% T1S/5% Thioanisol/5% Phenol
H O

NH,
0

Boc-HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- N

TFA TFA TFA

H,N-HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- N

TFA
GLP-1 (1-36)-Lys®7 (E-MPA)-NH,

[0132] Unter automatisierter Peptidsynthese wurden die folgenden geschitzten Aminosauren nacheinander
an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-lle-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBU)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Boc-His(N-Trt)-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Boc-His(N-Trt)-OH (Stufe 1).

[0133] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fir die Addition von
3-Maleinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Pro-

~— N — ~—
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dukts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,0 durchgefiihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative
Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt:
Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180
Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 py Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessun-
gen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des
Produkts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgertstet war, unter Anwendung einer "Elek-
trospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.

Beispiel 5
Herstellung von GLP-1(1-36)-Lys* (e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA,

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gin-Ala-Ala-Ly
s-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Lys(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA

[0134] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entkniipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes ge-
maRk dem nachstehenden Schema synthetisiert.

Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

| s
Y

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys(Aloc)-PS

Stufe 2 ‘]Pd(PPhg,).,/NMM/HOAdCHCb

Boc-HAEGTF—TSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys-PS

Stufe 3] | 1- Fmoc-AEEA-OH (2-mal)
2. 3-Maleinimido- H o\/\o/\/

propionséure

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- u/\lr

Stufe 4 ias% TFA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

' H O™~ h),(»b
TFA T
NH;

Hz N- HAEGT'_TSDVSSYLEGOAAKEFIAWLVKGR

CCl1-1051 TFA
GLP-1 (7-36-K(AEEAZ-MPA))-NH;

[0135] Unter automatisierter Peptidsynthese wurden die folgenden geschitzten Aminosauren nacheinander
an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-lle-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBU)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(iBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,  Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Boc-His(N-Trt)-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Boc-His(N-Trt)-OH (Stufe 1).

[0136] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fiir die Addition der
zwei AEEA-Gruppen (Aminoethoxyethoxyessigsauregruppen) und fir die Addition der 3-Maleinimidopropi-
onsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter Ver-

~— N — ~—
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wendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlieende Fallung mit Tro-
ckeneis-gekuhltem Et,O durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative Umkehrphasen-HPLC
unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit
30-55 % B (0,045 % TFA in H20 (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min
unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und
eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wurde durch
RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der
mit einem Diodenfelddetektor ausgeristet war, unter Anwendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 %
bestimmt. ESI-MS m/z fiir C,,,H,ssN,,O55 (MH*), ber. 3868, gef. [M+H,)*" 1934, [M+H,)** 1290, [M+H,]** 967.

Beispiel 6
Herstellung von GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)-NH, - 4TFA;

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Lys(e-MPA)-NH, - 4TFA

[0137] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entknlipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes auf
die nachstehend beschriebene Weise synthetisiert.

[0138] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH,  Fmoc-Ser(tBu)-OH, = Fmoc-Val-OH, = Fmoc-Asp(OtBu)-OH, = Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Boc-His(N-Trt)-OH (Stufe 1).

[0139] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh;,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fir die Addition von
3-Maleinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Pro-
dukts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,0 durchgefiihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative
Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt:
Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180
Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 u Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessun-
gen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des
Produkts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgeristet war, unter Anwendung einer "Elek-
trospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.

Beispiel 7

Herstellung von GLP-1(7-36)-Lys” (e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 4TFA;

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-
Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Lys(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 4TFA

[0140] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entknlipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes auf
die nachstehend beschriebene weise synthetisiert.

[0141] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH,  Fmoc-Ser(tBu)-OH, = Fmoc-Val-OH, = Fmoc-Asp(OtBu)-OH,  Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Boc-His(N-Trt)-OH (Stufe 1).
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[0142] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Losung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fiir die Addition der
zwei AEEA-Gruppen (Aminoethoxyethoxyessigsauregruppen) und fir die Addition von 3-Maleinimidopropi-
onsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter Ver-
wendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlieRende Fallung mit Tro-
ckeneis-gekuhltem Et,O durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative Umkehrphasen-HPLC
unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit
30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min
unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und
eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wurde durch
RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der
mit einem Diodenfelddetektor ausgeriistet war, unter Anwendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 %
bestimmt.

Beispiel 8

Herstellung von D-Ala® GLP-1(7-36)-Lys®’ (e-MPA)-NHZ - 4TFA;

His-D-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-L
eu-Val-Lys-Gly-Arg-Lys(e-MPA)-NH, - 4TFA

[0143] D-Ala® GLP-1(7-36)-Amid wurde gemaR dem nachstehenden Schema synthetisiert.
A. Herstellung von D-Ala8-GLP-1(7-36)-Amid

Froc-Rink Amide MBHA-Harz

| sves
Y

M N-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-PS

Stufe 2 l 85% TFA/5% TI1S/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA TFA TFA
H2N-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH;

TFA
D-Al2BGLP-1 (7-36)-NH,

[0144] Die Festphasen-Peptidsynthese des GLP-1-Analogen im 100 pmol-Maf3stab wird unter Anwendung
der manuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von
Fmoc-geschitztem Rink Amide MBHA-Harz, @ Fmoc-geschitzten =~ Aminosduren, O-Benzotria-
zol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) in N,N-Dimethylformamidlésung (DMF-L6-
sung) und Aktivierung mit N-Methylmorpholin (NMM) und Entfernung von Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin
durchgefihrt (Stufe 1). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts werden unter Verwendung
von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschliefende Fallung mit Trockeneis-ge-
kahltem Et,0 durchgefihrt (Stufe 2). Das Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwen-
dung eines praparativen bindren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B
(0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Ver-
wendung einer Phenomenex Luna 10 py Phenyl-Hexyl-Sdule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines
UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm durchgefihrt. Man erhalt das gewunschte Peptid
in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.

[0145] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entknipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes ge-
mal dem nachstehenden Schema synthetisiert.
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B. Herstellung von D-Ala®-GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)-Amid

Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

l spPs

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys(Aloc)-PS

Stufe 2 lPd(PPh;,),g/NMMIHOAdCHCI:;

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys-PS

Stufe 3 l3-Maleinimidopropionséure

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-
H- 0

Stufe 4 i 85% TEA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

P

o
TFA . TFA TFA
NH2

Ho N-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- N
* O

TFA
D-Ala8-GLP-1(7-36) -Lys37 (E-MPA) -NH,

Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Aminosauren se-
quenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-lle-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBU)-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-d-Ala-OH, Boc-His(N-Trt)-OH
(Stufe 1).

[0146] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Losung von 3 Aquivalenten Pd(PPh3)4 in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fir die Addition von
3-Maleinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Pro-
dukts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekiihltem Et,O durchgefiihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative
Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt:
Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180
Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 p Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessun-
gen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des
Produkts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgeristet war, unter Anwendung einer "Elek-
trospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.
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Beispiel 9

Herstellung von D-Ala8-GLP-1(7-36)-Lys* (e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 4TFA,

His-D-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-L
eu-Val-Lys-Gly-Arg-Lys(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 4TFA

[0147] Das modifizierte GLP-1-Peptid wird durch Entkniipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes ge-
mak dem nachstehenden Schema synthetisiert.

Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz
J

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys( Aloc)-PS

Stufe 2 lpd(PPhg)glNMM/HOAC/CHC] 3

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-Lys-PS

Stufe 3 1. Fmoc-AEEA-OH (2-mal) H b
dle2) 12, 3-Maleinimido- H ~ o ] (
e}

propionsaure

PS
0

Stute 4) | 85% TFAS% TiS/s% Thioansiol/5% Phenol

oy
20 O

PS
O

Boc-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- N

TFA TFA TFA
Ha N-HaEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR- A

TFA
D-Ala8-GLP-1(7-36) -Lys37 (E-AEEA, -MPA) -NH,

[0148] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(tBoc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(Pbf)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH,  Fmoc-Ser(iBu)-OH, = Fmoc-Val-OH, = Fmoc-Asp(OtBu)-OH,  Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBU)-OH,
Fmoc-d-Ala-OH, Boc-His(N-Trt)-OH (Stufe 1).

[0149] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAC in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fiir die Addition der
zwei AEEA-Gruppen (Aminoethoxyethoxyessigsauregruppen) und fir die Addition von 3-Maleinimidopropi-
onsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter Ver-
wendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlielende Fallung mit Tro-
ckeneis-gekuhltem Et,O durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative Umkehrphasen-HPLC
unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit
30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min
unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und
eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wurde durch
RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der
mit einem Diodenfelddetektor ausgeristet war, unter Anwendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 %
bestimmt.
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Beispiel 10
Herstellung von Exendin-4(1-39)-Lys*°(e-MPA)-NH,

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Le
u-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys(e-MPA)-NH,, - 5TFA

[0150] Exendin-4 wird gemaf dem nachstehenden Schema synthetisiert.
A. Herstellung von Exendin-4

Fmoc-Rink Amide MBHA -Harz

e )| sees

H, N-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-PS

tufe 2 ‘[ 85% TFA/S% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA TFA TFA

H,N-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH,
TFA

Exendin-4 (1-39)-NH,

[0151] Eine Festphasen-Peptidsynthese von Exendin-4 im 100 pmol-MaRstab wird unter Anwendung der ma-
nuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von Fmoc
geschutztem Rink Amide MBHA-Harz durchgefiihrt. Die folgenden geschitzten Aminosauren werden sequen-
ziell an das Harz addiert: Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,  Fmoc-Ser(tBu)-OH,  Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Boc-His(Trt)-OH. Die
Bestandteile werden in N,N-Dimethylformamid (DMF) geldst und entsprechend der Sequenz unter Verwen-
dung von O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU) und Diisopropylethyl-
amin (DIEA) aktiviert. Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wird unter Verwendung einer Lésung von 20 %
(Vol./Vol.) Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) fur eine Zeitspanne von 20 Minuten erreicht (Stufe 1). Die
Spaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wird unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thio-
anisol und 5 % Phenol unter anschlieffender Fallung mit eiskaltem Et,O durchgefihrt (Stufe 2). Das Produkt
wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen bindren Varian (Rai-
nin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in
CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 p Phe-
nyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A
214 und 254 nm durchgeflhrt. Man erhalt das gewlnschte Peptid in einer durch RP-HPLC bestimmten Rein-
heit von >95 %.

B. Herstellung von modifiziertem Exendin-4 (SEQ ID NO: 18)

[0152] Das modifizierte Exendin-4-Peptid wird durch Entkniipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes
gemal dem nachstehenden Schema synthetisiert.
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Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

Bure1) | sees
Y

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-Lys(Aloc)-PS

Stufe 2 lPd(PPh3)4/NMMIHOAdCHCI3

Boc-HGEGTEESD_}.SKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPP§~Lys-PS

Stufe 3 13-Ma|einimidopropionséure H E
0O

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-Q PS

Stufe 4 l 85% TFA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA TEA TFA

H, NHGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-
TFA

Exendin-4 (1-39)-Lys*C(E-MPA)-NH,

[0153] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-5 Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Bpf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Boc-His(Trt)-OH (Stufe 1).

[0154] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fiir die Addition von
3-Maleinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Pro-
dukts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,0 durchgefiihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative
Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen bindren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt:
Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH3CN (B)) innerhalb von 180
Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessun-
gen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des
Produkts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgeristet war, unter Anwendung einer "Elek-
trospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.

Beispiel 11
Herstellung von modifiziertem Exendin-4(1-39)-Lys*’(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA;

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Le
u-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA

[0155] Das modifizierte Exendin-4-Peptid wird durch Entkniipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes
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gemal dem nachstehenden Schema synthetisiert.
Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

| sees
Y

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-Lys(AlopPS

6tufe 2 JPd(F’F’hg)qINMM/HOAG’CHCb

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-Lys-PS

. 1. Fmoc-AEEA-OH (2-mal)
Jz, 3-Maleinimido-- -

propionsaure

' H Q
O\/\O/\/m
20 O

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPP

Stufe 4 J 85% TFA/5% T1S/5% Thioanisol 5% Phenol

oA

TFA TEA TF

H, N~HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFlEWLKNGGPSSGAPPP
TFA

Exendin-4 (1-39)-Lys**(E-AEEA-MPA)-NH,

[0156] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Bpf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Boc-His(Trt)-OH (Stufe 1).

[0157] Die selektive Schutzgruppenentfernung der Lys(Aloc)-Gruppe wurde manuell durchgefiihrt und unter
Behandlung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in 5 ml CHCI,;:NMM:HOAc (18:1:0,5)
fur eine Zeitspanne von 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc
in DCM (6 x 5ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fur die Addition
der zwei AEEA-Gruppen (Aminoethoxyethoxyessigsauregruppen) und fir die Addition von 3-Maleinimidopro-
pionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter
Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlieRende Fallung mit Tro-
ckeneis-gekuhltem Et,O durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative Umkehrphasen-HPLC
unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit
30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min
unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und
eines W-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wurde durch
RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der
mit einem Diodenfelddetektor ausgeriistet war, unter Anwendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 %
bestimmt.
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Beispiel 12
Herstellung von Exendin-3(1-39)-Lys*’(e-MPA)-NH, - 5TFA

His-Ser-ASp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-L
eu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys(e-MPA)-NH,, - 5TFA

A. Herstellung von Exendin-3

[0158] Zunachst wird das Exendin-3-Peptid gemal dem nachstehenden Schema synthetisiert.

Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

Step 1| | SPPS
|

H.N-HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-PS

i 85% TFA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

TFA “TFA TFA

H:N-HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH,
TFA

Exendin-3 (1-39)-NH,

[0159] Die Festphasen-Peptidsynthese von Exendin-3 im 100 pmol-Mafistab wird unter Anwendung einer
manuellen Festphasensynthese und eines Symphony Peptide Synthesizer-Gerats unter Verwendung von
Fmoc-geschutztem Rink Amide MBHA-Harz durchgefiihrt. Die folgenden geschitzten Aminosauren werden
sequenziell an das Harz addiert: Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Boc-His(Trt)-OH. Die Bestandteile werden in N,N-Dimethylformamid (DMF) gel6st und
entsprechend der Sequenz unter Verwendung von O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexaflu-
orphosphat (HBTU) und Diisopropylethylamin (DIEA) aktiviert.

[0160] Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wird unter Verwendung einer Losung von 20 % (Vol./Vol.) Pi-
peridin in N,N-Dimethylformamid (DMF) fur eine Zeitspanne von 20 Minuten erreicht (Stufe 1). Die Abspaltung
vom Harz und die Isolierung des Produkts werden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol
und 5 % Phenol und durch anschliefiende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,O durchgefiihrt (Stufe 2). Das
Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian
(Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA
in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 p Phe-
nyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A
214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wird durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung ei-
nes Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgerustet war, unter An-
wendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.

B. Herstellung von modifiziertem Exendin-3

[0161] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Bpf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
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Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(OtBu)-OH, Boc-His(Trt)-OH (Stufe 1). Das modifizierte Exen-
din-3 wird durch Entknlpfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes synthetisiert.

[0162] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fir die Addition von
3-Maleinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Pro-
dukts wurden unter Verwendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,0 durchgefiihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative
Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt:
Gradientenelution mit 30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180
Minuten mit 9,5 ml/min unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 py Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessun-
gen 21 mm x 25 cm und eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD Il) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des
Produkts wurde durch RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard
LCMS-1100-Spektrometers, der mit einem Diodenfelddetektor ausgertstet war, unter Anwendung einer "Elek-
trospray"-lonisierung zu >95 % bestimmt.

Beispiel 13
Herstellung von Exendin-3(1-39)-Lys*(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA;

His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-L
eu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys(e-AEEA-AEEA-MPA)-NH, - 5TFA

[0163] Das modifizierte Exendin-3-Peptid wird durch Entknipfen des e-N-Terminus des addierten Lysinrestes
gemal den nachstehenden Angaben synthetisiert.

[0164] Unter Anwendung einer automatisierten Peptidsynthese wurden die folgenden geschiitzten Amino-
sauren sequenziell an Rink Amide MBHA-Harz addiert: Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Ser(iBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Bpf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(OtBu)-OH, Boc-His(Trt)-OH (Stufe 1).

[0165] Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wurde manuell durchgefiihrt und durch Behand-
lung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh,), in Lésung in 5 ml CHCI,;NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wurde sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM
(6 x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wurde sodann fiir die Addition der
zwei AEEA-Gruppen (Aminoethoxyethoxyessigsauregruppen) und fir die Addition von 3-Maleinimidopropi-
onsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts wurden unter Ver-
wendung von 85 % TFA/5 % TIS/5 % Thioanisol und 5 % Phenol und durch anschlieRende Fallung mit Tro-
ckeneis-gekuhltem Et,O durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wurde durch praparative Umkehrphasen-HPLC
unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems gereinigt: Gradientenelution mit
30-55 % B (0,045 % TFA in H,O (A) und 0,045 % TFA in CH,CN (B)) innerhalb von 180 Minuten mit 9,5 ml/min
unter Verwendung einer Phenomenex Luna 10 y Phenyl-Hexyl-Saule der Abmessungen 21 mm x 25 cm und
eines UV-Detektors (Varian Dynamax UVD II) bei A 214 und 254 nm. Die Reinheit des Produkts wurde durch
RP-HPLC-Massenspektrometrie unter Verwendung eines Hewlett Packard LCMS-1100-Spektrometers, der
mit einem Diodenfelddetektor ausgeriistet war, unter Anwendung einer "Elektrospray"-lonisierung zu >95 %
bestimmt.
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Beispiel 14
Herstellung von Lys®®(e-MPA)GLP-1(7-36)-NH,

Fmoc-Rink Amide MBHA-Harz

) sees

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-Lys(Aloc)-EFIAWLVKGR-PS

Stufe 2 lde(PPh:,),,/NMMIHOAc/CHCl:,

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-Lys-EFIAWLVKGR-PS

Stufe 3 I.3-Maleinimidopropionsaure
Y

O o)
H O
Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA ~ EFIAWLVKGR-PS
H o

Stufe 4 Las% TEA5% T15/5% Thioanisol/5% Phenol

O O
H O
H,N-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA ~ EFIAWLVKGR-NH,
H o

Lys?8 (E-MPA)GLP-1 (7-36)-NH,

[0166] Eine Festphasen-Peptidsynthese des DAC:GLP-1-Analogen im 100 pmol-MaRstab wird manuell und
an einem Symphony Peptide Synthesizer-Gerat unter Verwendung von Fmoc-geschitztem Rink Amide
MBHA-Harz durchgefihrt. Die folgenden geschiitzten Aminosauren werden sequenziell an das Harz addiert:
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(Aloc)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Boc-His(Trt)-OH. Die Bestandteile werden in N,N-Dimethylformamid (DMF) gel6st und entsprechend der Se-
quenz unter Verwendung von O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HBTU)
und Diisopropylethylamin (DIEA) aktiviert. Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wird unter Verwendung ei-
ner Lésung von 20 % (Vol./Vol.) Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) fiir eine Zeitspanne von 20 Minuten
erreicht (Stufe 1). Die selektive Entfernung der Lys(Aloc)-Schutzgruppe wird manuell durchgefihrt und durch
Behandlung des Harzes mit einer Lésung von 3 Aquivalenten Pd(PPh3)4 in Lésung in 5 ml CHCIl,:NMM:HOAc
(18:1:0,5) fur 2 Stunden erreicht (Stufe 2). Das Harz wird sodann mit CHCI, (6 x 5 ml), 20 % HOAc in DCM (6
x 5 ml), DCM (6 x 5 ml) und DMF (6 x 5 ml) gewaschen. Die Synthese wird sodann fiir die Addition von 3-Ma-
leinimidopropionsaure reautomatisiert (Stufe 3). Die Abspaltung vom Harz und die Isolierung des Produkts
werden unter Verwendung von 86 % TFA/5 % TIS/5 % H,0/2 % Thioanisol und 2 % Phenol und durch anschlie-
Rende Fallung mit Trockeneis-gekihltem Et,0 durchgefihrt (Stufe 4). Das Produkt wird durch praparative Um-
kehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems mit einer Dy-
namax C,g, 60A, 8 mp, 21 mm x 25 cm-Saule, die mit einem Dynamax Cis 60A , 8 um Guard-Modul (21 mm
x 25 cm-Saule) und einem UV-Detektor (Varian Dynamax UVD Il) ausgeristet ist, bei A 214 und 254 nm gerei-
nigt. Man erhalt das angestrebte DAC in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.
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SASRIN-Harz

J

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRHarz

l 1% TFA / DCM

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-OH

1. Ethylendiamin
Stufe 3 J 2.3-Maleinimidopropionsaure

Boc-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-O ~ N ’\H{\/ Z \>
@)

Stufe 4 v' 85% TFA/5% TIS/5% Thioanisol/5% Phenol

2 Y
H;N-HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-O ~ N % N}(\,
O O

GLP-1 (7-36)-EDA-MPA

Beispiel 15
Herstellung von GLP-1(7-36)-EDA-MPA

[0167] Eine Festphasen-Peptidsynthese des modifizierten GLP-1-Analogen im 100 pmol-Maf3stab wird ma-
nuell und an einem Symphony Peptide Synthesizer-Gerat mit SASRIN (supersaureempfindliches Harz) durch-
geflhrt. Die folgenden geschiitzten Aminosauren werden sequenziell an das Harz addiert: Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmco-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH,
Boc-His(Trt)-OH. Die Bestandteile werden in N,N-Dimethylformamid (DMF) gel6st und entsprechend der Se-
quenz unter Verwendung von O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HBTU)
und Diisopropylethylamin (DIEA) aktiviert. Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wird unter Verwendung ei-
ner Lésung von 20 % (Vol./Vol.) Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) fiir eine Zeitspanne von 20 Minuten
erreicht (Stufe 1). Das vollstandig geschutzte Peptid wird vom Harz durch Behandlung mit 1 % TFA/DCM ab-
gespalten (Stufe 2). Ethylendiamin und 3-Maleinimidopropionsaure werden sodann sequenziell an den freien
C-Terminus addiert (Stufe 3). Die Schutzgruppen werden unter Verwendung von 86 % TFA/ 5 % TIS/5 % H,0/2
% Thioanisol und 2 % Phenol abgespalten und das Produkt durch Fallung mit Trockeneis-gekuhltem Et,O iso-
liert (Stufe 4). Das Produkt wird durch praparative Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen
binéren Varian (Rainin)-HPLC-Systems mit einer Dynamax C,g, 60A, 8 my, 21 mm x 25 cm-Séule, die mit ei-
nem Dynamax C,g, 60A , 8 ym Guard-Modul (21 mm x 25 cm-Séule) und einem UV-Detektor (Varian Dynamax
UVD Il) ausgerUstet ist, bei A 214 und 254 nm gereinigt. Man erhalt das angestrebte DAC in einer durch
RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.

Beispiel 16
Herstellung von Exendin-4(1-39)-EDA-MPA

[0168] Das nachstehende Schema erlautert die Synthese von Exendin-4(1-39)-EDA-MPA.
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SASRIN -Harz

‘( SPPS

Boc-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-Harz

L1%TFA/DCM

Boc-HGEGTFTSOLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-OH -

l 1. Ethylendiamin

2. 3-Maleinimidopropionsaure
BOC—HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS—O\WN\H/\, :\Tl \>
0] O

Stufe 4 | | 85% TFA/5% T1S/5% Thioanisol/5% Phenol
Y

H, N-HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-O~ N Nw(\,i )\
o O

Exendin-4 (1-39) -EDA-MPA

[0169] Eine Festphasen-Peptidsynthese des modifizierten Exendin-4-Analogen im 100 pmol-MafRstab wird
manuell und an Symphony Peptide Synthesizer-SASRIN (supersaureempfindliches Harz) durchgefihrt. Die
folgenden geschitzten Aminosduren werden sequenziell an das Harz addiert: Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH Fmoc-Gly-OH, Fmoc-ASn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(Ot-
Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Boc-His(Trt)-OH. Die Bestandteile werden in N,N-Dime-
thylformamid (DMF) gelést und entsprechend der Sequenz unter Verwendung von O-Benzotria-
zol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HBTU) und Diisopropylethylamin (DIEA) aktiviert.
Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wird unter Verwendung einer Lésung von 20 % (Vol./Vol.) Piperidin in
N,N-Dimethylformamid (DMF) fir eine Zeitspanne von 20 Minuten erreicht (Stufe 1). Das vollstandig geschitz-
te Peptid wird vom Harz durch Behandlung mit 1 % TFA/DCM abgespalten (Stufe 2). Ethylendiamin und 3-Ma-
leinimidopropionsaure werden sodann sequenziell an den freien C-Terminus addiert (Stufe 3). Die Schutzgrup-
pen werden unter Verwendung von 86 % TFA/ 5 % TIS/5 % H,0/2 % Thioanisol und 2 % Phenol abgespalten
und das Produkt durch Fallung mit Trockeneis-gekuhltem Et,O isoliert (Stufe 4). Das Produkt wird durch pra-
parative Umkehrphasen-HPLC unter Verwendung eines praparativen binaren Varian (Rainin)-HPLC-Systems
mit einer Dynamax C.g, 60A, 8 my, 21 mm x 25 cm-S&ule, die mit einem Dynamax C,,, 60A , B um Guard-Mo-
dul (21 mm x 25 cm-Saule) und einem UV-Detektor (Varian Dynamax UVD Il) ausgerustet ist, bei A 214 und
254 nm gereinigt. Man erhalt das angestrebte DAC in einer durch RP-HPLC bestimmten Reinheit von >95 %.
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His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val
1 5 10 15

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25 30

Val bLys Gly Arg Gly
35

<210> 2

<211> 31
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 2
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

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

<210> 3

<211> 22

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 3
Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val
1 5 10 15

Xaa Gly Arg Xaa Gly Arg
20

<210> 4

<211> 4

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 4
Ser Asp Val Ser
1
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<210> 5

<211> 5
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer klUnstlichen Sequenz:

<400> 5
Thr Ser Asp Val Ser
1 5

<210> 6

<211> 6

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz:

<400> 6
Phe Thr Ser Asp Val Ser

1 5

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz:

<400> 7
Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
1 5

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer kunstlichen Sequenz:

<400> 8
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
1 5

<210> S
<211l> 9
<212> PRT
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<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer klUnstlichen Sequenz:

<400> 9
Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
1 5

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz:

<400> 10
Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
1 5 10

<210> 11
<211> 39
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung einer kiinstlichen Sequenz:

<400> 11

Synthetisches Peptid

Synthetisches Peptid

Synthetisches Peptid

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

1 5 10

15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser

20 25

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 12

<211> 39

<212> PRT

<213> Klnstliche Sequenz

<220>

30

<223> Beschreibung einer kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid
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<400> 12
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

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

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 13

<211> 31

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 13 -
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Tyr
20 25 30

<210> 14
<211> 31
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 14
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Tyr
20 25 30

<210> 15

<211> 31

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid
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<400> 15
Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Met Ile Glu
1 5 10 15

Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
20 25 30

<210> 16

<211l> 37

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer klnstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 16
His Asp Glu Phe Glu Arg His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val
1 5 10 15

Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu
20 25 30

Val Lys Gly Arg Lys
35

<210> 17

<211> 31

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 17
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

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

<210> 18

<211> 40

<212> PRT

<213> Kunstliche Segquenz

<220>
<223> Beschreibung einer klinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid
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<400> 18
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

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

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40

<210> 19

<211> 40

<212> PRT

<213> Klnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 19
His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 : 5 10 15

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

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40

<210> 20

<211> 31

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

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

Glu Vval Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Tyr
20 25 30

<210> 21

<211> 30

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer klUnstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid
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<400> 21
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Glu Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Tyr
20 25 30

<210> 22

<211> 29
<212> PRT

<213> Kuinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung einer kiinstlichen Sequenz: Synthetisches Peptid

<400> 22
Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu
1 5 10 15

Trp Leu Lys Gly Gly Pro Ser Ser Gly Pro Pro Pro Ser
20 25

Patentanspriiche

1. Modifiziertes insulinotropes Peptid oder Derivat oder Fragment davon, umfassend:
— ein insulinotropes Peptid oder Derivat oder Fragment mit insulinotroper Aktivitat; und
— eine an das insulinotrope Peptid oder Derivat oder Fragment gekuppelte Maleinimidgruppe, wobei die Malei-
nimidgruppe zur Reaktion mit Thiolgruppen an Blutkomponenten unter Bildung einer stabilen kovalenten Bin-
dung befahigt ist.

2. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 1, wobei das insulinotrope Peptid aus der Gruppe GLP-1, Exen-
din-3, Exendin-4 und Analoge davon ausgewahlt ist.

3. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 2, wobei es sich beim insulinotropen Peptid um GLP-1 (7-36) oder
ein Analoges davon handelt.

4. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 1, wobei es sich bei der Blutkomponente um Serumalbumin handelt.

5. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 1, wobei das Peptid aus der Gruppe SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14 und SEQ ID NO:15 ausgewahlt ist.

6. Modifiziertes Peptid nach Anspruch 1, wobei das Peptid aus der Gruppe SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 und SEQ ID NO:22 ausgewahlt ist.

7. Zusammensetzung, umfassend ein modifiziertes insulinotropes Peptid gemaR der Definition in einem
der Anspruche 1 bis 6 zur Verwendung in einem Verfahren zur Behandlung von Diabetes beim Menschen.

8. Konjugat, umfassend ein modifiziertes insulinotropes Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 6, das ko-
valent an ein Blutprotein gebunden ist.

9. Konjugat nach Anspruch 8, wobei es sich beim Blutprotein um Serumalbumin handelt.

10. Verwendung einer Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels, das die in vivo-Halbwerts-
zeit eines insulinotropen Peptids bei einem Diabetes-Patienten verldngert, wobei die Zusammensetzung ein
Derivat eines insulinotropen Peptids oder Analogen davon umfasst, wobei das Derivat eine an das insulinotro-
pe Peptid gekuppelte Maleinimidgruppe umfasst, wobei die Maleinimidgruppe zur Reaktion mit Thiolgruppen
an Blutkomponenten unter Bildung stabiler, kovalenter Bindungen beféhigt ist.

11. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei das insulinotrope Peptid aus der Grup-
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pe GLP-1, Exendin-3, Exendin-4 und Analoge davon ausgewahlt ist.

12. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 10 oder 11, wobei das Derivat mit Serumalbumin
umgesetzt ist.

13. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei das Peptid aus der Gruppe SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14 und SEQ ID NO:15 ausgewahlt ist.

14. Modifiziertes insulinotropes Peptid, ausgewahlt aus der Gruppe GLP-1(1-36)-Lys* (e-MPA)NH,,
GLP-1(1-36)-Lys* (e-AEEA-AEEA-MPA)NH,, GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)NH,, GLP-1(7-36)-Lys* (e-AEEA-AE-
EA-MPA)NH,,  D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)NH,,  D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-AEEA-AEEA-MPA)NH,,
Exendin-4(1-39)-Lys*’(e-MPA)NH,, Exendin-4(1-39)-Lys*°(e-AEEA-AEEA-MPA)NH,, Exen-
din-3(1-39)-Lys*(e-MPA)NH, und Exendin-3(1-39)-Lys*(e-AEEA-AEEA-MPA).

15. Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-(AEEA),-MPA)NH,, worin n eine
ganze Zahl mit einem Wert von 0 bis 2 ist.

16. Verbindung nach Anspruch 15, namlich D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-MPA)NH,,.
17. Verbindung nach Anspruch 15, namlich D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-AEEA-AEEA-MPA)NH,,.
18. Verbindung nach Anspruch 15, namlich D-Ala®GLP-1(7-36)-Lys* (e-AEEA-MPA)NH,,.

19. Zusammensetzung, umfassend eine Verbindung nach einem der Anspriche 15-18 in Verbindung mit
einem pharmazeutisch vertraglichen Trager.

20. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 15 bis 18 bei der Herstellung eines Arznei-
mittels zur Behandlung von Diabetes oder zur Verstarkung der Expression von Insulin in einem Patienten.

21. Konjugat, umfassend eine Verbindung nach einem der Anspriche 15 bis 18, in konvalenter Bindung
an ein Blutprotein.

22. Konjugat nach Anspruch 21, wobei es sich beim Blutprotein um Albumin handelt.

23. Zusammensetzung, umfassend ein Konjugat nach einem der Anspriiche 8, 9, 21 oder 22 in Verbindung
mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager.

24. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 23 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Verlan-
gerung der in vivo-Halbwertszeit eines insulinotropen Peptids bei einem Diabetes-Patienten.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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