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RESUMO

"ANALOGOS DO PEPTIDEO-1 DO TIPO GLUCAGON"

Estdo descritos compostos do peptideo-1 do tipo
glucagon (GLP-1) com modificacdes numa ou em mais das
seguintes posicgdes: 11, 12, 16, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 33,
34, 35, 36, ou 37. Estdo também descritos métodos de
tratamento de um individuo com necessidade de estimulacéo

de receptor de GLP-1 utilizando estes compostos de GLP-1.
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DESCRICAO

"ANALOGOS DO PEPTIDEO-1 DO TIPO GLUCAGON"

O Peptideo 1 do Tipo Glucagon (GLP-1) & um
peptideo de 37 aminoadcidos que é secretado pelas células L
do intestino em resposta a ingestdo de comida. Sabe-se que
estimula a secrecdo da insulina (acc¢do insulinotrdpica),
causando por isso a absorcdo da glucose pelas células e um
decréscimo dos niveis do soro glicosado (ver, por exemplo,
Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Research, 40: 333-343
(1992)). No entanto, o GLP-1 (1-37) ¢é pouco activo e a
atencdo tem sido focada em andlogos truncados, referidos
como compostos de GLP. Que sdo biologicamente muito mais
potentes do que o GLP-1. 0Os exemplos incluem o GLP-1 (7-
37), GLP-1 (7-36)NH,, Gly°-GLP-1(7-37)0H e Ser’*-GLP-1(7-
37)0H. Devido a sua capacidade de para estimular a secrecéo
de insulina, os compostos de GLP demonstram grandes
possibilidades como agentes para o tratamento da diabetes,

da obesidade, e de doencas relacionadas.

Os compostos de GLP-1 podem existir em pelo menos
duas formas diferentes. A primeira forma é fisiologicamente
activa e dissolve-se instantaneamente numa solucdo aguosa a
pH fisioldbégico (7,4). Em contraste, a segunda forma tem
pouca ou nenhuma actividade insulinotroépica e é

substancialmente insoltvel em adgua a pH 7,4. Infelizmente,
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a forma inactiva ¢é rapidamente ©produzida quando s&o
agitadas solugdes aquosas de GLP-1, expostas a superficies
hidrofébicas ou que possuam grandes interfaces ar/4dgua. A
tendéncia para se converter na forma insoltivel complica
consideravelmente a producdo de quantidades comerciais de
compostos de GLP-1 activos; as operacgdes de mistura, ou o
movimento continuo através de uma bomba sdo operacdes
comuns em processos de fabrico em massa e estas operagdes
causam a agitacdo, das interfaces ar/&dgua e/ou o contacto
com as superficies hidrofdébicas o qgque resulta na forma
insoltvel. A conversdo para a forma inactiva pode também
ocorrer durante o armazenamento ou apds a administracdo no
paciente, complicando ainda mais a utilizacdo destes
compostos como farmacos. Por isso, existe uma grande
necessidade de andlogos de GLP-1 biologicamente activos que
se convertam menos rapidamente na forma insoluvel do que o0s

compostos de GLP-1 presentemente disponiveis.

Foi agora descoberto que um determinado nUmero de
andlogos de GLP-1 com modificacdes numa ou mais das
seguintes posigdes: 11, 12, 16, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 33,
34, 35, 36, ou 37, demonstram propensdo marcadamente menor

para se agregarem gquando comparados com o GLP-1(7-37)0H.

Muitos destes anédlogos retém o receptor de
activacdo de GLP-1 que é comparéavel e em alguns casos maior
do que os compostos de GLP-1 conhecidos tais como o GLP-1
(7-37)0H e Val®-GLP-1 (7-37)0H. Por exemplo, o tempo de

agregacdo do Val®-Glu?’-GLP (7-37)0H ¢ mais do que vinte
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vezes maior e o seu receptor de activacdo de GLP-1 é cerca
de 25% maior do que o GLP-1 (7-37)O0OH. Com base nestas
descobertas, sdo aqui descritos novos compostos de GLP-1 e
métodos de tratamento utilizando estes novos compostos de

GLP-1.

Uma forma de realizacdo da presente invencdo & um
polipeptideo contendo a sequéncia de aminocdcidos de férmula

I (SEQ ID NO: 1):

His - Xaag - Glu - Gli - Xaaj;; - Xaa;; — Tre - Ser - Asp -
Xaajs — Ser — Ser - Tir - Leu - Glu - Glu - Xaay; - Xaazs -
Ala - Xaajzs — Xaaz7 — Fen — Ile - Ala - Xaas — Leu - Xaass -
Xaas3, — Xaass — Xaass — R

férmula I (SEQ ID NO: 1)

em que:

Xaag é: Gli, Val;

Xaa;; é: Asp, Glu, Arg, Tre, Ala, Lis, ou His;

Xaa,, é: His, Trp, Fen, ou Tir;

Xaa:s é: Leu, Ser, Tre, Trp, His, Fen, Asp, Val, Glu, ou
Ala;

Xaays €: His, Asp, Lis, Glu, ou Gln;

Xaajzs é: Glu, His, Ala, ou Lis;

Xaazs €: Asp, Lis, Glu, ou His;

Xaayy; é: Ala, Glu, His, Fen, Tir, Trp, Arg, ou Lis;

Xaasy é: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

Xaass é: Asp, Arg, Val, Lis, Ala, Gli, ou Glu;
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Xaass é€: Glu, Lis, ou Asp;

Xaass é: Tre, Ser, Lis, Arg, Trp, Tir, Fen, Asp, Gli, Pro,
His, ou Glu;

Xaass €: Arg, Glu, ou His;

R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, ou Gli-Pro-NH;, ou é delectado.

Outra forma de realizacdo da presente invencédo é
um polipeptideo contendo a sequéncia de aminoacidos de

férmula IT (SEQ ID NO: 2):

His - Xaag - Glu - Gli - Tre - Xaa;; — Tre - Ser - Asp -
Xaa;s — Ser - Ser - Tir - Leu - Glu - Glu - Xaajyz; — Ala -
Ala - Xaazs — Glu - Fen - Ile - Xaaz — Trp - Leu - Val -
Lis - Xaass — Arg — R

férmula II (SEQ ID NO: 2)

em que:

Xaag é: Gli, Val;

Xaaip €: His, Trp, Fen, ou Tir;

Xaa;s €: Leu, Ser, Tre, Trp, His, Fen, Asp, Val, Glu, ou
Ala;

Xaajz; é: His, Asp, Lis, Glu, ou Gln;

Xaass €: Asp, Lis, Glu, ou His;

Xaasg €é: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

Xaass; é: Tre, Ser, Lis, Arg, Trp, Tir, Fen, Asp, Gli, Pro,
His, ou Glu;

R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, ou Gli-Pro-NH;, ou é delectado.
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Outra forma de realizacdo da presente invencido é
um polipeptideo contendo a sequéncia de aminoacidos de

férmula IIT (SEQ ID NO: 3):

His - Xaag — Glu - Gli - Tre - Fen - Tre - Ser - Asp - Val
— Ser - Ser — Tir - Leu - Glu - Glu - Xaazs — Ala - Ala -
Lis - Xaaz7 — Fen - Ile - Xaaz - Trp - Leu - Val - Lis -
Gli - Arg - R

férmula III (SEQ ID NO: 3)

em que:

Xaag €: Gli, Val;

Xaaps é: His, Asp, Lis, Glu, ou Gln;

Xaay; é: Ala, Glu, His, Fen, Tir, Trp, Arg, ou Lis;

Xaasp é€: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, ou Gli-Pro-NH;, ou é delectado.

O composto de GLP-1 da presente invencdo estimula
0 receptor de GLP-1 num individuo que necessite de
estimulacdo do receptor de GLP-1. O composto de GLP-1 aqui
descrito ¢ administrado ao individuo numa guantidade

efectiva.

Uma outra forma de ©realizacdo da presente
invencdo engloba os compostos de GLP-1 aqui descritos para

a utilizacdo na estimulacdo do receptor de GLP-1 num
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individuo gque necessita de estimulacdo do receptor de

GLP-1.

Os compostos de GLP-1 da presente invencdo contém
a capacidade de activagdo do receptor de GLP-1 e qgue
apresentam, adicionalmente, diminuicdo da propensdo para
agregar em comparagdo com outros compostos de GLP-1. Como
resultado, as solucdes destes compostos podem ser agitadas
com conversdo minima a forma inactiva, insoltuvel. Esta
vantagem simplifica bastante o processo de manufacturacédo.
Adicionalmente, espera-se que pouca ou nenhuma agregacdo in
vivo ocorra apds a administracgdo nos pacientes, aumentando
assim a actividade e minimizando o potencial para reaccdes
adversas. Adicionalmente, estes compostos de GLP-1 sé&o
resistentes a degradacdo pela diaminopeptidase IV e ligam-
se ao zinco e cré-se que fornecem assim um maior tempo de

acgcdo in vivo.

A Figura 1 apresenta as sequéncias de aminoacidos de
Val®-Glu?’*-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 5), Val®-Asp?’-GLP-
1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 6), Val’-Arg?*-GLP-1 (7-37)0H
(SEQ ID NO: 7) e Val®-Lis**-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO:

8) .

A Figura 2 apresenta as sequéncias de aminoadcidos de
Gli®-Glu*’-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 9), Gli®-Asp?’-GLP-
1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 10), Gli®-Arg?’-GLP-1 (7-37)0H
(SEQ ID NO: 11) e Gli®-Lis**-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO:

12).
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A Figura 3 apresenta as sequéncias de aminodcidos de
val®-Glu®’-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 13), Gli°’-Glu’’-
GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 14), vVval®-His’’-GLP-1 (7-
37)0H (SEQ ID NO: 15), e Gli®-His’’-GLP-1 (7-37)0H (SEQ

ID NO: 16).

A Figura 4 apresenta as sequéncias de aminodcidos de
val®-Glu**-Ala’’-GLP-1 (7-37)OH (SEQ ID NO: 17) e Val®-

Lis??-Glu’’-GLP-1 (7-37)0H (SEQ ID NO: 18).

Um composto de GLP-1 é um polipeptideo contendo
desde cerca de vinte e cinco até cerca de 39 aminoé&cidos
que ocorrem ou ndo na natureza e gque possui suficiente
homologia a GLP-1 (7-37)0H tal que exiba actividade
insulinotrépica. Exemplos de aminoacidos que nédo ocorrem
naturalmente incluem aminodcidos oa-metil (por exemplo, o-
metil alanina), D-aminoéacidos, aminoacidos do tipo
histidina (por exemplo, 2-amino-histidina, R-hidroéoxi-
histidina, homohistidina, o-fluorometil-histidina e «o-
metil-histidina), aminodcidos contendo um metileno extra na
cadeia lateral ("homo" aminocdcidos) e aminodcidos nos quais
um grupo funcional de &4cido carboxilico na cadeia lateral é
substituido por um grupo de é&cido sulfdénico (por exemplo,
4dcido cisteico). Preferencialmente, no entanto, 0s compos-
tos de GLP-1 da presente invencdo contém apenas aminocacidos

que ocorrem na natureza excepto indicacdo em contréario.

Um composto de GLP-1 fornece normalmente um
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polipeptideo contendo a sequéncia de aminocadcidos de GLP-1
(7-37)0H, um anédlogo de GLP-1 (7-37)0H, um fragmento de
GLP-1 (7-37)OH ou um fragmento de um GLP-1 (7-37)0H
andlogo. O GLP-1 (7-37)0H possui a sequéncia de aminoé&cidos

da SEQ ID NO: 19:

"His - Ala - Glu - '°Gli - Tre - Fen - Tre - Ser - 15Asp -
Val - Ser - Ser — Tir - *Leu - Glu - Gli - Gln - Ala -
**pla - Lis - Glu - Fen - Ile - *°Ala - Trp - Leu - Val -
Lis - *°Gli - Arg - *'Gli

(SEQ ID NO: 19)

Por costume na técnica, a extremidade amino de
GLP-1 (7-37)0OH foi designada pelo residuo numero 7 e a
extremidade carboxilica, numero 37. 0Os outros aminoacidos
no polipeptideo s&do numerados consecutivamente, Ccomo
observado na SEQ ID NO: 19. Por exemplo, a posicdo 12 & a
fenilalanina e a posicdo 22 glicina. Quando nédo especi-
ficado, o C-terminal encontra-se na forma carboxilo

tradicional.

Um "fragmento de GLP-1" é um polipeptideo obtido
apdés a truncagem de um ou mais aminodcidos do N-terminal
e/ou do C-terminal de GLP-1 (7-37)0H ou de um anélogo de
GLP-1 (7-37)0H. A nomenclatura utilizada para descrever o
GLP-1 (7-37)0H ¢é aplicavel aos fragmentos de GLP-1. Por
exemplo, o GLP-1 (9-36)0OH denota um fragmento de GLP-1
obtido através da truncagem de dois aminoacidos a partir do

N-terminal e um aminoadcido a partir do C-terminal. Os
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aminoadcidos no fragmento sdo denotados pelo mesmo numero
tal como o aminodcido correspondente no GLP-1 (7-37)0H. Por
exemplo, o N-terminal do &cido glutdmico no GLP-1 (9-36)0H
encontra-se na posicdo 9; a posicdo 12 é ocupada pela
fenilalanina; e a posicdo 22 ¢é ocupada pela glicina, tal

como no GLP-1 (7-37)0H.

O "composto de GLP-1" inclui também polipeptideos
nos gquais um ou mails aminodcidos foram adicionados ao N-
terminal e/ou C-terminal do GLP-1 (7-37)0H ou fragmentos
dai resultantes. 0Os compostos de GLP-1 deste tipo tenham
até cerca de 39 aminodcidos. Os aminodcidos no composto de
GLP-1 "ampliado" sé&o denotados pelo mesmo numero tal como o
aminoadcido correspondente no GLP-1 (7-37)0H. Por exemplo, ©
N-terminal do aminocdcido de um composto de GLP-1 obtido
através da adicdo de dois aminodcidos ao N-terminal de GLP-
1 (7-37)0OH encontra-se na posicdo 5; o C-terminal do
aminodcido de um composto de GLP-1 obtido através da adicédo
de um aminoacido ao C-terminal de GLP-1 (7-37)0H encontra-
se na posicdo 38. Assim, a posicdo 12 ¢é ocupada pela
fenilalanina e a posicédo 22 é ocupada pela glicina em ambos
os compostos de GLP-1 "ampliados", tal como no GLP-1 (7-
37)0OH. Os aminoacidos 1-6 de um composto de GLP-1 ampliado
sdo preferencialmente o©0s mesmos ou uma substituicéo
conservativa do aminodcido na posicdo correspondente de
GLP-1 (7-37)0H. Os aminoacidos 38-45 de um composto de GLP-
1 ampliado sdo preferencialmente o©0s mesmos ou uma
substituicdo conservativa dos aminodcidos na posicéo

correspondente de glucagom ou da Exenatida-4.
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Um "andlogo de GLP-1" possui a homologia
suficiente ao GLP-1 (7-37)0OH ou a um fragmento do GLP-1 (7-
37)0OH tal que o andlogo possua actividade insulinotrdpica.
Preferencialmente, um anédlogo de GLP-1 possui a sequéncia
de aminocadcidos de GLP-1 (7-37)0OH ou de um fragmento dai
resultante, modificado tal gue desde um, dois, trés, quatro
ou cinco aminodcidos difiram dos aminodcidos na posicédo
correspondente do GLP-1 (7-37)0OH ou o fragmento de GLP-1
(7-37)0H. Na nomenclatura aqui utilizada para designar
compostos de GLP-1, o aminoédcido de substituicdo e a sua
posicéao sdo 1indicados antes da estrutura original. Por
exemplo, O Glu?’-GLP-1 (7-37)0H designa um composto de GLP-
1 no gqual a glicina normalmente encontrada na posicdo 22 de
GLP-1 (7-37)0H foi substituida pelo &cido glutdmico; Val®-
Glu?’-GLP-1 (7-37)0H designa um composto de GLP-1 no qual a
alanina normalmente encontrada na posicdo 8 e a glicina
normalmente encontrada na posicdo 22 de GLP-1 (7-37)0H
foram substituidas pela valina e pelo éacido glutédmico,

respectivamente.

O N-terminal de um composto de GLP-1 né&do ¢é
normalmente substituido mas pode também ser alquilado ou
acilado (preferencialmente C1-C20). O C-terminal pode né&o
ser substituido, como no caso do GLP-1 (7-37)0H, amidado
com —-NH;, -NHR ou NRR' ou esterificado com -OR". R e R' sédo
grupos alguilo ou acilo independentes (preferencialmente
Cl-C20), R"™ ¢é um algquilo (C1-C20). O GLP-1 (7-36)NH, é& um

exemplo de um "composto GLP amidado". Preferencilamete, os
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compostos de GLP-1 da presente invencdo possuem um C-

terminal que é substituido ou ndo com -NH,.

Foi descoberto que estas substituic¢des reduzem a
propensdo dos compostos de GLP-1 para se agregarem e criam
a férmula insoltivel. 0Os compostos de GLP-1 da presente
invencdo agregam-se geralmente pelo menos cerca de 5 vezes
menos rapidamente do que o GLP-1 (7-37)0H gquando avaliados,
por exemplo, pelo ensaio de agregacdo descrito no Exemplo
3, preferencialmente pelo menos 20 vezes menos rapidamente,
mais preferencialmente pelo menos 40 vezes menos rapida-
mente, mais preferencialmente pelo menos cerca de 50 vezes
menos rapidamente, ainda mais preferencialmente cerca de 60
vezes menos rapidamente, e ainda mais preferencialmente

pelo menos cerca de 65 vezes menos rapidamente. Preferen-
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cialmente, os compostos de GLP-1 agqui descritos séo

andlogos de GLP-1 (7-36)NH, ou de GLP-1 (7-37)O0H.

Preferencialmente, o0s compostos de GLP-1 da pre-
sente invencdo possuem zero, um, dois ou trés aminodcidos
adicionalmente aos aminoadcidos nas posicgdes 8 e 22 que
diferem do aminocdcido na posicdo correspondente de GLP-1
(7-37)0H ou de um fragmento de GLP-1 (7-37)OH. Num exemplo,
um ou mais dos aminocacidos nas posicdes 7, 21 e 27 do
composto de GLP-1 diferem do aminodcido correspondente em
GLP-1 (7-37)0OH ou de um fragmento de GLP-1 (7-37)0H,

adicionalmente aos aminodcidos nas posicdes 8 e 22.

Preferencialmente, apenas as posicbes 7, 8 e 22
diferem do aminodcido na posicdo correspondente de GLP-1
(7-37)0H (ou um fragmento dai resultante). E esperado que
outros compostos de GLP-1 melhorados com propriedades de
agregacédo reduzidas possam ser obtidos a partir compostos
de GLP-1 Dbiologicamente activos, conhecidos através da
substituicdo da glicina na posicdo 22 e preferencialmente a
alanina na posicdo 8 destes compostos com um aminoacidos
adequado, como descrito aqui. Compostos conhecidos de GLP-1
biologicamente activos estdo descritos na Patente dos
E.U.A. No 5,977,071 para Hofmann, et al., Patente dos
E.U.A. No 5,545,618 para Buckley, et al., Adelhorst, et

al., J. Biol. Chem. 269: 6275 (1994).

Uma "substituicdo conservativa" é a substituicéo

de um aminodcidos por outro aminodcidos que possul a mesma
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rede de carga electrdénica e aproximadamente o mesmo tamanho
e forma. Os aminoacidos com cadeias laterais de aminoéacidos
alifdticos ou alifédticos substituidos possuem aproximada-
mente o mesmo tamanho quando o numero total de carbonos e
de heterodtomos nas suas cadeias laterais difere ndo mais
do que cerca de quatro. Eles possuem aproximadamente a
mesma forma quando o numero de ramificagdes nas suas
cadeias laterais difere ndo mais do que uma. Os amino&cidos
com grupos fenilo ou fenilo substituidos nas suas cadeias
laterais sdo tidas em conta por possuirem aproximadamente o
mesmo tamanho e forma. Estdo listados em baixo cinco grupos
de aminodcidos. A substituicdo de um aminocdcido num
composto de GLP-1 por outro aminodcido a partir dos mesmos

grupos resulta uma substituicdo conservativa:

Grupo I: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
serina, treonina, <cisteina, e aminoacidos que né&o
ocorrem naturalmente com Cl1-C9 alifdtico ou Cl-C4
hidroxilo substituido por cadeias laterais aliféticas

(directamente encadeadas ou mono-ramificadas).

Grupo II: acido glutamico, acido aspartico e
aminodcidos gque ndo ocorrem naturalmente com o &cido
carboxilico substituido por cadeias laterais aliféticas

Cl-C4 (n&do ramificadas ou com um ponto de ramificacéo).

Grupo III: 1lisina, ornitina, arginina, e aminocacidos
que ndo ocorrem naturalmente com a amina ou o guanidino
substituido por cadeias laterais alifdticas C1-C4 (né&o

ramificadas ou com um ponto de ramificacéo).
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Grupo IV: glutamina, asparagina, e aminodcidos que néo
ocorrem naturalmente com a amina substituida por
cadeias laterais alifédticas Cl-C4 (n&do ramificadas ou

com um ponto de ramificagédo).

Grupo V: fenilalanina, fenilglicina, tirosina e

triptofano.

Excepto indicacdo em contrario especificamente
aqui fornecida, as substituicdes conservativas sdo pref-
rencialmente efectuadas com aminodcidos que ocorrem

naturalmente.

Como utilizado aqui o termo "composto GLP-1" in-
clui também sais farmaceuticamente aceitédveis dos compostos
aqui descritos. Um composto GLP-1 desta invencdo pode
possuir um grupo funcional suficientemente acidico, um
suficientemente basico, ou ambos, e reage de acordo com
qualguer uma de um nUmero de bases inorgénicas, e de &cidos
inorgdnicos e orgadnicos para formar um sal. Os acidos
empregues normalmente para formar sais de adicdo acida séo
dcidos inorgédnicos tais como o &cido hidrocloridrico, &cido
hidrobrémico, &cido hidroiddico, &cido sulftrico, é&cido
fosférico, e outros, e &acidos orgénicos tais como o &cido
p-toluenossulfénico, acido metanossulfdédnico, acido oxéalico,
adcido p-bromofenil-sulfdénico, adcido carbénico, acido
succinico, &cido citrico, &cido benzdico, &cido acético, e

outros. Exemplos de tais sais incluem o sulfato, piros-
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sulfato, bissulfato, sulfito, bissulfito, fosfato, mono-
hidrogenofosfato, di-hidrogenofosfato, metafosfato, piro-
fosfato, cloreto, brometo, iodeto, acetato, propionato, de-
canoato, caprilato, acrilato, formato, isobutirato, capro-
ato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succinato,
suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-dioato,
hexino-1, 6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato,
sulfonato, xilenossulfonato, fenilacetato, fenilpropionato,
fenilbutirato, citrato, lactato, gama-hidroxibutirato,
glicolato, tartrato, metanossulfonato, propanossulfonato,
naftaleno-l-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato, mandelato, e

outros.

Sais de adicédo bédsica incluem aqueles gque derivam
de Dbases inorgadnicas, tais como o amdénio ou alcalinos ou
hidréxidos de metais alcalino-terrosos, carbonatos,
bicarbonatos, e outros. Estas bases Uteis na preparacdo dos
sais desta 1invencdo incluem assim hidréxido de sédio,
hidréxido de potédssio, hidréxido de amdbnio, carbonato de

potéssio, e outros.

Os compostos de GLP-1 podem ser utilizados para
tratar individuos com uma grande variedade de doencas e
perturbacdes. Acredita-se gque os compostos de GLP-1,
incluindo os da presente invencédo, exercem os seus efeitos
bioldgicos através da actuacdo num receptor referido como o
"receptor de GLP-1" (ver Patente dos E.U.A. No. 5,670,360

para Thorrens). Individuos com doencas e/ou perturbacdes
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que respondem favoravelmente a estimulacdo do receptor de
GLP-1 ou a administracdo de compostos de GLP-1 podem desta
forma ser tratados com os compostos de GLP-1 da presente
invencdo. ©Estes individuos s&o designados como @ "com
necessidade de tratamento com compostos de GLP-1" ou como
"com necessidade de estimulacdo do receptor de GLP-1".
Estdo incluidos individuos com diabetes ndo dependentes de
insulina, com diabetes dependentes de insulina, derrame
cerebral (ver WO 00/16797 por Efendic), enfarte do
miocdrdio (ver WO 98/08531 por Efendic), obesidade (ver WO
98/19698 por Efendic), alteracdes catabdlicas pds-cirurgia
(ver Patente dos E.U.A. ©No. 6,006,753 por Efendic),
dispepsia funcional e sindrome do intestino irritével (ver
WO 99/64060 por Efendic). Estdo também incluidos individuos
que necessitam de tratamento profildctico com um composto
de GLP-1, por exemplo, individuos em risco de desenvolver
diabetes ndo dependentes de insulina (ver WO 00/07617). Os
individuos com diminuicdo da tolerédncia a glucose ou
diminuicdo da glicémia em Jejum, individuos <cujo peso
corporal é de cerca de 25% acima do peso corporal normal
para a altura e constituicdo fisica do individuo,
individuos com uma pancreatectomia parcial, individuos com
um ou ambos o0s pais com diabetes ndo dependentes de
insulina, individuos que apresentaram diabetes gestacionais
e individuos gque tiveram pancreatite aguda ou crdénica estdo
em risco de desenvolver diabetes ndo dependente de

insulina.

Uma "quantidade efectiva" de um composto de GLP-1
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¢ a quantidade que resulta num efeito terapéutico e/ou pro-
fildctico desejado sem causar efeitos secundédrios inacei-
tdveis quando administrado a um individuo com necessidade
de estimulacdo do receptor de GLP-1. Um "efeito terapéutico
desejado" inclui um ou mais dos seguintes: 1) uma melhoria
do(s) sintoma(s) associado(s) a doenca ou perturbacdo; 2)
um atraso no inicio dos sintoma associados com a doenga ou
perturbacdo; 3) longevidade aumentada comparada com a
auséncia de tratamento; e 4) maior qualidade de wvida
comparada com a auséncia de tratamento. Por exemplo, uma
"quantidade efectiva" de um composto de GLP-1 para o
tratamento da diabetes é a quantidade que iréd resultar num
maior controlo da concentracdo da glucose no sangue do que
na auséncia de tratamento, resultando assim num atraso no
inicio de complicacdes diabéticas tais como a retinopatia,
neuropatia ou doenca renal. Uma "quantidade efectiva" de um
composto de GLP-1 para a prevencdo da diabetes €& a
quantidade que poderd atrasar, comparada com a auséncia de
tratamento, o 1inicio de niveis elevados de glucose no
sangue que requer o} tratamento com farmacos anti-
hipoglicémicos tais como sulfonilureias, tiazolidinedionas,

insulina e/ou bisguanidinas.

Uma "quantidade efectiva" do composto de GLP-1
administrada a um individuo iré& depender também do tipo e
severidade da doenca e das caracteristicas do individuo,
tais como o estado de saude, idade, sexo, massa corporal e
tolerdncia a farmacos. O perito serd capaz de determinar

doses apropriadas dependendo destes e de outros factores.
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Normalmente, uma quantidade terapeuticamente efectiva do
composto GLP-1 pode variar desde cerca de 0,01l mg por dia
até cerca de 1000 mg  por dia para um adulto.
Preferencialmente, a dosagem varia desde cerca de 0,1 mg
por dia até cerca de 100 mg por dia, mais preferencialmente

desde cerca de 1,0 mg/dia até cerca de 10 mg/dia.

Os compostos de GLP-1 da presente invencdo podem,
por exemplo, ser administrados oralmente, por administracédo
nasal, inalacéo ou parenteralmente. A administracéo
parenteral pode incluir, por exemplo, administracdo sis-
témica, tal como por injeccgdo intramuscular, intravenosa,
subcutdnea, ou intraperitoneal. 0Os compostos de GLP-1 podem
ser administrados ao individuo em conjuncdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitével, diluente ou excipiente, como
parte de uma composicdo farmacéutica para tratamento das
doencas acima apresentadas. A composicdo farmacéutica pode
ser uma solucdo ou, ser administrada parenteralmente, uma
suspensdo do composto de GLP-1 ou uma suspensdo do composto
de GLP-1 complexada com um catido metdlico divalente, como
descrito abaixo. Veiculos farmaceuticamente aceitéveis
podem conter ingredientes inertes que ndo interagem com O
peptideo ou com derivados de peptideos. Podem ser empregues
técnicas de formulacdo farmacéutica padrdo tais como as
descritas em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, PA. Veiculos farmaceuticamente
aceitdveis para a administracdo parenteral incluem, por
exemplo, agua estéril, salino fisioldgico, salino

bacteriostédtico (salino contendo &lcool benzilico a cerca
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de 0,9% mg/ml), salino tamponado com fosfato, solucdo de
Hank, lactase de Ringer e outros. Alguns exemplos de
excipientes adequados incluem a lactose, a dextrose, a

sacarose, a trealose, o sorbitol, e o manitol.

Um "individuo" ¢ um mamifero, preferencialmente
um humano, mas pode também ser um animal, por exemplo,
animais de companhia (por exemplo, cédes, gatos, e outros),
animais de quinta (por exemplo, vacas, ovelhas, porcos,
cavalos, e outros), e animais de laboratério (por exemplo,

ratazanas, ratos, porcos da guiné , e outros).

Os compostos de GLP-1 da presente invencdo podem
ser complexados com um catido metdlico divalente adequado.
Os complexos de metal divalente de compostos de GLP-1 sé&o
geralmente insoltveis em solucdo aquosa perto do pH
fisioldgico. Assim, estes complexos podem ser administrados
subcutaneamente como suspensdes e apresentam um decréscimo
da taxa de libertacdo in vivo, estendendo assim o tempo de
accdo do composto. Exemplos de catides metdlicos divalentes
adequados incluem Zn'", Mn'", Fe™", ca’™, Cco'", cd', Ni'Y, e

outros. O Zn'" é o preferido.

Para obter os complexos entre os compostos de
GLP-1 da presente invencdo e um catido metdlico divalente,
um GLP-1 é dissolvido num tampdo adequado e na presenca de
um sal metdlico. E permitido que a mistura incube a
temperatura ambiente para permitir que o complexo se

precipite. Tampdes adequados sdo aqueles que mantém a
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mistura numa escala de pH de cerca de 3,0 a cerca de 9,0 e
ndo interferem com a reaccdo de complexacdo. 0Os exemplos
incluem tampdes de fosfato, tampdes de acetado, tampdes de
citrato e tampdes de Goode, por exemplo, HEPES, Tris e
Tris-acetato. Sais metdlicos adequados s&do agueles em que ©
metal estd disponivel para complexacdo. Exemplos de sais de
zinco adequados incluem cloreto de zinco, acetato de zinco,
6xido de =zinco, e sulfato de =zinco. Preferencialmente, um
sal metalico catidénico divalente tal como o cloreto de
zinco é fornecido em excesso para produzir uma taxa molar
até cerca de 50 moléculas de um catido metdlico divalente

para cada molécula do composto de GLP-1.

"Actividade insulinotrépica” refere-se a
estimulacdo da secrecdo da insulina em resposta a niveis
elevados de glucose, causando assim a absorcdo da glucose
pelas células e o decréscimo dos niveis do soro glicosado.
A  actividade insulinotrépica pode ser conseguida por
métodos conhecidos na 4&rea, incluindo a utilizacdo de
experiéncias in vivo e ensaios in vitro que medem a
actividade de ligacdo ao receptor de GLP-1 ou a activacéo
do receptor, por exemplo, ensaios gque empregam células dos
ilhéus pancreéticos ou células de insulinoma, como descrito
em EP 619,322 para Gelfand et al., e Patente dos E.U.A. No.

5,120,712, respectivamente.

Os compostos de GLP-1 da presente invencdo podem
ser preparados utilizando métodos padrdo de técnicas de

sintese de peptideos de fase sdlida. Os sintetizadores de
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peptideo estdo comercialmente disponiveis em, por exemplo,
Applied Biosystems em Foster City CA. Os reagentes para a
sintese de fase sd6lida estdo disponiveis comercialmente,
por exemplo, em Midwest Biotech (Fishers, IN) . Os
sintetizadores de peptideos de fase sdbdélida podem ser
utilizados de acordo com as instrucdes do fabricante para
bloquear grupos de interferéncia, protegendo os aminoacidos
de reaccdes, acoplacdes, desacoplamento, e capeamento de

aminoacidos ndo reactivos.

Normalmente, um aminoacido oa-N-carbamoil
protegido e o aminodcido N-terminal da cadeia de peptideos
extensivel numa resina sdo acoplados a temperatura ambiente
num solvente 1inerte tal como a dimetilformamida, a N-
metilpirrolidona ou o cloreto de metileno na presencga de
agentes de acoplacédo tais como o diciclo-hexilcarbodiimida
e o l-hidroxibenzotriazole e uma base tal como a
diisopropiletilamina. O grupo de ©proteccdo da o-N-
carbamoil ¢é removido da resina de peptideo resultante
utilizando um reagente tal como o &cido trifluorocacético ou
a piperidina, e a reaccgdo de acoplamento é repetida com o
préximo aminocdcido N-protegido desejado para ser adicionado
a cadeia de peptideos. Grupos adequados que protegem grupos
aminas s&o bem conhecidos na &rea e sdo descritos, por
exemplo, em Green e Wuts, "Protecting Groups in Organic
Synthesis", John Wiley e Sons, 1991. Exemplos incluem t-

butiloxicarbonilo (tBoc) e fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

Os peptideos sdo também sintetizados utilizando
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protocolos padrdo de sintese de fase sdlida automatizada
utilizando t-butoxicarbonil- ou fluorenilmetoxicarbonil-
alfa-aminodcidos com proteccdo de cadeia lateral apro-
priada. Apds a conclusdo da sintese o0s peptideos s&o
clivados a partir do suporte de fase sdélida com despro-
teccdes de cadeia lateral simulténeas utilizando métodos
padrdo de fluoreto de hidrogénio. Os peptideos em bruto s&o
entdo novamente purificados utilizando cromatografia de
fase reversa em colunas Vydac C18 utilizando gradientes de
acetonitrilo em &acido trifluoroacético (TFA) a 0,1%. Para
remover o acetonitrilo, os polipeptideos s&o liofilizados a
partir de uma solucdo contendo TFA a 0,1%, acetonitrilo e
dgua. A pureza pode ser verificada por cromatografia anali-
tica de fase reversa. A identidade dos polipeptideos pode
ser verificada por espectrometria de massa. 0Os peptideos

podem ser solubilizados em tampdes aquosos a pH neutro.

A invencdo ¢ ilustrada pelos seguintes exemplos

que ndo pretendem ser limitantes em gqualquer modo.

Exemplo 1 - Preparac¢do dos Compostos de GLP-1 da Presente

Invengdo por Quimica t-Boc de Fase sdlida

Foram colocadas aproximadamente 0,5-0,6 gramas
(0,38-0,45 mmole) de resina Gly-PAM Boc num reactor padréo
de 60 ml e o duplo acoplamento foi realizado num sinte-
tizador de peptideos ARI430A da Applied Biosystems. Os
seguintes aminodcidos protegidos pela cadeia lateral (2

mmole de cartuxos de aminodcidos Boc) foram obtidos a
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partir da Midwest Biotech (Fishers, IN) e utilizados na

sintese:

Arg-Tosilo (TOS), éster Aps-0-ciclo-hexilo
(CHXL), éster Glu-8-ciclo-hexilo (CHXL), His-benziloxi-
metilo (BOM), Lys-2-clorobenziloxicarbonilo (2Cl-7), Met-
sulféxido (0), éter Ser-O-benzilo (0Bzl), éter Thr-0-
benzilo (0Bz1l), Trp-formilo (CHO) e Tyr-2-bromo-
benziloxicarbonilo (2Br-z) e resina Gly-PAM Boc. O acido
trifluorocacético (TFA), a diisopropiletilamina (DIEA),
hidroxibenzotriazole (HOBt) a 0,5 M em DMF e diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) a 0,5 M em diclorometano foram
adquiridos a partir da PE-Applied Biosystems (Foster City,
CA). A dimetilformamida (DMF-Burdick and Jackson) e o
diclorometano (DCM-Mallinkrodt) foram adguiridos a Mays

Chemical Co. (Indianapolis, IN).

Os acoplamentos duplos padrdo foram realizados
utilizando quer ésteres HOBt ou anidridos simétricos, ambos
formados wutilizando DCC. Um segundo conjunto de acopla-
mentos duplos (sem desproteccdo de TFA) foi realizado em
Trp3l, Thrl3 e Thrll. No término das sinteses, o grupo Boc
N-terminal foi removido e as peptidil-resinas tratadas com
piperidina a 20% em DMF para deformilar a cadeia lateral do
Trp. Apds a lavagem com DCM, as resinas foram transferidas

para um reactor de TEFLON e secas in vacuo.

Para analogos contendo Met, foi efectuada uma

reducdo na resina utilizando TFA/dimetilsulfeto (DMS) a
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10%/HC1 concentrado a 2%. As clivagens foram efectuadas
acoplando os reactores a um dispositivo com HFE (acido
hidrofludérico) (Penninsula Laboratories). Foi adicionado 1
ml de m-cresol por grama/resina e 10 ml de HF (adgquiridos a
AGA, Indianapolis, IN) foram condensados no recipiente pré-
arrefecido. Foi adicionado 1 ml de DMS por grama de resina
quando a metionina estava presente. As reaccdes foram
agitadas durante uma hora numa banho de gelo e o HF foi
removido in vacuo. 0Os residuos foram ressuspensos em éter
etilico e os sdé6lidos foram filtrados e lavados com éter.
Cada peptideo foi extraido em &acido acético aquoso e quer
liofilizado ou carregado directamente numa coluna de fase

reversa.

As purificacdes foram realizadas numa coluna
VYDAC C18 2,2 x 25 cm em tampdo A (4dcido trifluoroacético a
0,1% em &gua, B: TFA a 0,1% em acetonitrilo). Um gradiente
de 20% a 90% de B foi realizado numa HPLC (Waters) durante
120 minutos a 10 ml/minuto enquanto se monitorizava o UV a
280 nm (4,0 A) e colectando fracgdes de um minuto. As
fraccdes apropriadas foram combinadas, congeladas e
liofilizadas. 0Os produtos secos foram analisados por HPLC
(0,46 x 15 cm METASIL AQ Cl8) e por espectrometria de massa

MALDT.

Exemplo 2 - Preparagdo dos Compostos de GLP-1 da Presente

Invengdo por Quimica F-Moc de Fase sélida

Aproximadamente 114 mg (50 mMole) de resina FMOC
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Gly WANG (adgquirida a NovaBiochem, LaJdolla, CA) foram
colocados em cada pog¢o programado do bloco de reaccdo de 96
pocos e o0s acoplamentos duplos foram realizados num sinte-
tizador de peptideo Advanced ChemTech 396. O andlogos com
uma amida C-terminal foram preparados utilizando 75 mg (50

pmole) de resina Rink Amide AM (NovaBiochem, LaJdolla, CA).

Os seguintes aminodcidos FMOC foram adquiridos a
Advanced ChemTech (Louisville, KY), NovaBiochem (LaJolla,
CA), e Midwest Biotech (Fishers, IN): Arg-2,2,4,06,7-
pentametildi-hidrobenzofurano-5-sufonil (Pbf), Asn-tritilo
(Trt), éster Asp-P-t-butilo (tBu), éster Glu-d-t-butilo
(tBu), Gln-tritilo (Trt), His-tritilo (Trt), Lys-t-
butiloxicarbonilo (Boc), éter Ser-t-butilo (0OtBu), éter
Thr-t-butilo (0OtBu), Trp-t-butiloxicarbonilo (Boc), éter

Tyr-t-butilo (OtBu).

Os solventes dimetilformamida (DMF-Burdick and
Jackson), N-metilpirrolidona (NMP-Burdick and Jackson),
diclorometano (DCM-Mallinkrodt) foram adguiridos a Mays

Chemical Co. (Indianapolis, IN).

O hidroxibenzotriazole (HOBt), a diisopropilcar-
bodiimida (DIC), a diisopropiletilamina (DIEA), e a pipe-
ridina (Pip) foram adguiridos a Aldrich Chemical Co.

(Milwaukee, WI).

Todos os aminodcidos foram dissolvidos em HOBt a
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0,45 M em NMP e foram realizados acoplamentos activados de
DIC/HOBt durante 50 minutos apds 20 minutos de desproteccédo
utilizando Pip/DMF a 20%. Cada resina foi lavada com DMF
apdés as desproteccdes e o0s acoplamentos. Apds o Ultimo
acoplamento e desproteccéo, as peptidil-resinas foram

lavadas com DCM e secas in vacuo no bloco de reaccédo.

Com o bloco de reaccdo/clivagem reunido no local,
foram adicionados 2 ml de Reagente K a cada pogco e a
reacgdo de clivagem foi agitada durante 2 horas [Reagente K
= fenol a 0,75 mg, tiocanisole a 0,5 ml, etanoditiol a 0,25
ml, &agua a 0,5 ml por 10 ml de &cido trifluorocacético
(TFA), tudo adquirido a Aldrich Chemical Co., Milwaukee,
WI]. Os filtrados de TFA foram adicionados a 40 ml de éter
etilico e o0s precipitados foram centrifugados durante 2
minutos a 2000 rpm. Os sobrenadantes foram decantados, os
pellets foram <ressuspensos em 40 ml de éter, re-
centrifugados, re-decantados, secos em azoto e seguidamente

in vacuo.

Foi dissolvido 0,3-0,6 mg de cada produto em 1 ml
de TFA/acetonitrilo (ACN) a 0,1% e foram analisados 20 pnl
em HPLC [0,46 x 15 cm METASIL AQ C18, 1 ml/min, a 45 °C,
214 nM (0,27A), A = TFA a 0,1%, B = TFA a 0,1%/ACN a 50%.

Gradiente = 50% de B a 90% de B durante 30 minutos].

As purificacdes foram realizadas numa coluna

VYDAC C18 2,2 x 25 cm em tampdo A (4cido trifluoroacético a
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0,1% em &gua, B: TFA a 0,1% em acetonitrilo). Um gradiente
de 20% a 90% de B foi realizado numa HPLC (Waters) durante
120 minutos a 10 ml/minuto enquanto se monitorizava o UV a
280 nm (4,0 A) e colectando fraccgdes de 1 minuto. As
fraccdes apropriadas foram combinadas, congeladas e
liofilizadas. Os produtos secos foram analisados por HPLC
(0,46 x 15 cm METASIL AQ Cl1l8) e por espectrometria de massa

MALDT.

Exemplo 3 - Ensaio de Agregag¢do de GLP:

Os peptideos GLP desta invencdo foram analisados
no gque respeita ao seu potencial para se agregarem em
solucdo. De um modo geral, os peptideos em solucdo foram
agitados a temperatura elevada num tampdo adegquado enquanto
que se registava a turbidez a 350 nm como uma funcdo do
tempo. O tempo para o inicio da agregacdo foi medido para
quantificar o potencial de uma dada molécula de GLP para se

agregar sob estas condic¢des de stresse.

Protocolo:

Um composto de GLP-1 foi primeiramente dissolvido
sob condic¢des alcalinas (pH 10,5) durante 30 minutos para
dissolver qualguer material pré-agregado. A solucdo foi
entdo ajustada a pH 7,4 e filtrada. Especificamente, 4 mg
de um composto de GLP-1 liofilizado foi dissolvido em 3 ml

de fosfato a 10 mM/citrato a 10 mM. O pH foi ajustado entre
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10,0-10,5 e mantido durante 30 minutos. A solucdo foi
ajustada com HCl1 para pH 7,4 e filtrada através de um
filtro adequado, por exemplo, um filtro de seringa Millex
GV (Millipore Corporation, Bedford, MA). Esta solucdo foi
entdo diluida para uma amostra final contendo proteina a
0,3 mg/ml em citrato a 10 mM, fosfato a 10 mM, NaCl a 150
mM, e ajustado para pH 7,4 a 7,5. A amostra foi incubada a
37 °C numa cuvete de quartzo. A turbidez da solucido foi
medida de cinco em cinco minutos a 350 nm num
espectrofotédmetro de UV-VIS AVIV Modelo 14DS (Lakewood,
NJ) . Durante 30 segundos antes e durante a medicdo a
solucdo foi agitada wutilizando wuma barra de agitacéo
magnética da Starna Cells, Inc. (Atascadero, CA). Um
aumento na DO a 350 nm indica a agregacdo do peptideo GLP.
O tempo para a agregacédo foi aproximado pela intercepcédo de
preparados lineares ©para o0 pré-crescimento e fase de
crescimento de acordo com o método de Drake (Arvinte T,

Cudd A, e Drake AF. (1993) J. Biol. Chem. 2068, 06415-6422).

A cuvete foi limpa entre as experiéncias com uma

solucgdo de sabdo caustico (por exemplo, Contrad-70).

Os resultados para os compostos de GLP-1 da
presente invencdo sdo reportados na Tabela 1 como o tempo
em horas requerido para o composto se agregar. Como pode
ser observado, os compostos da presente invencdo apresentam
grande aumento dos tempos de agregacdo sobre os compostos

de GLP-1 conhecidos em técnicas anteriores.
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Exemplo 4 - Activagdo do Receptor de GLP-1 com os Compostos

de GLP-1 da Presente Invencgéo

A capacidade dos compostos de GLP-1 da presente
invencdo para activarem o receptor de GLP-1 foi conseguida
utilizando ensaios in vitro tais como o0s descritos em EP
619,322 para Gelfand, et al., e na Patente dos E.U.A. No.
5,120,712, respectivamente. Todos os ensinamentos destas
referéncias estdo aqui incorporados como referéncia. A
actividade destes compostos relativamente a actividade de
GLP-1 (7-37)0H estd apresentada na Tabela 1. Como se pode
observar através destes resultados, a actividade dos
compostos de GLP-1 da presente invencdo sdo normalmente té&o

bons ou melhores do que os de GLP-1 (7-37)0H.

Tabela 1

Tempo do Composto de GLP-1 Agregagdo em Activagdo do Receptor

Horas de GLP-1
GLP-1 (7-37)OH* 1 1,0
Val®-GLP-1 (7-37)CH* 0,9 0,2 0,47

(n = 6)
Gli®-His"-GLP-1 (7-37)CH* 9+ 0,282
Val®-Ala™-GLP-1 (7-37)OH* 10 0,021
Val®-Lis"-GLP-1 (7-37)0H* 13 0,001
Val®-Tir*-GLP-1 (7-37)0H* 6 0,81
Val®-Glu'®-GLP-1 (7-37)OH* 12 0,047
Val®-Ala®®-GLP-1 (7-37)0H* 16 0,112
Val-Tir'*-GLP-1 (7-37)CH* 5 1,175
Val®-Lis®™-GLP-1 (7-37)OH* 5 0,33
Gln*-GLP-1 (7-37)0H* 7 0,42

Val®-Ala??*-GLP-1 (7-37)0H* 19 0,56
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(continuacéo)

Termmpo do Composto de GLP-1 Agregagdo em Activagdo do Receptor

Horas de GLP-1
Val®-Ser”-GLP-1 (7-37)OH* 22 0,50
Val®-Asp?-GLP-1 (7-37)0H* > 90 0, 40
Val®-Glu®-GLP-1 (7-37)0H* 72 1,29
Val®-Lis®-GLP-1 (7-37)0H* 100, 54 0,58
Val®-Pro?*-GLP-1 (7-37)0H* > 75 0,01
Val®-His*-GLP-1 (7-37)0H* > 75 0,14
Val®-Lis®-GLP-1 (7-36)NH,* 24 0,53
Val®-Glu?-GLP-1 (7-36)NH, > 65 1,0
G1i®-Glu*-GLP-1 (7-37)CH 19 1,07
Val®-Glu”-GLP-1 (7-36)CH* 65 0,28
Val®-Lis®-GLP-1 (7-37)OH* > 45 0,18
Val®-His*-GLP-1 (7-37)OH* 3 0,007
Val®-Lis*-GLP-1 (7-37)CH* 22 0,02
Ala®-His®*-GLP-1 (7-37)OH* > 24 0,8
Ala®-Glu®*-GLP-1 (7-37)OH* > 24 0,7
Val®-His?’-GLP-1 (7-37)CH* 10 0,37
Val®-Ala”’-GLP-1 (7-37)OH* 2 0,47
G1i®-Glu™-GLP-1 (7-37)CH* > 40 0,29
Val®-Glu™-GLP-1 (7-37)0H* 30 0,29
Val®-Asp®-GLP-1 (7-37)CH* > 45 0,15
Val®-Ser-GLP-1 (7-37)OH* 8 0,19
Val®-His™-GLP-1 (7-37)0H* 13 0,19
Val®-Glu™-GLP-1 (7-37)CH* > 70 0,039
Val®-Ala™-GLP-1 (7-37)OH* 20 0,1
Val®-Gli™-GLP-1 (7-37)0H* 9 0,01
Val®-Glu™-GLP-1 (7-37)CH* > 40+ 0,17
Val®-Pro™-GLP-1 (7-37)OH* 14 0,094
Val®-His™-GLP-1 (7-37)0H* > 45, 30 0,41
Val®-Glu™-GLP-1 (7-37)CH* 63 0,15
Val®-Glu™-GLP-1 (7-37)OH* > 45 0,11
Val®-His™-GLP-1 (7-37)0H* 8 0,22
Val®-His”-GLP-1 (7-37)CH* > 40 0,33
Val®-Leu'*-Glu”*-GLP-1 (7-37)OH* > 20 0,23

Val®-1is?-Glu®’-GLP-1 (7-37)OH* 4 0,37
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(continuacéo)
Termmpo do Composto de GLP-1 Agregagdo em Activagdo do Receptor
Horas de GLP-1
Val®-Lis?-Glu”-GLP-1 (7-37)OH* > 30 0,35
Val®-Glu?-G1ln®-GLP-1 (7-37)0H > 20 0,47
Val®-Glu*-ala’’-GLP-1 (7-37)0H > 45 1,02
Val®-Glu*®-Lis”-GLP-1 (7-37)0H > 65 1,43
Val®-Lis¥-val™-GLP-1 (7-37)OH* 22 0,08
Val®-Lis™-Asn™-GLP-1 (7-37)0H* > 48 0,09
Val®-G1li™-Lis®-GLP-1 (7-37)0H* 27 0,34
Val®-G1i**-Pro®’-GLP-1 (7-37)NH,* 2 0,53

+ Tempo de agregacdo determinado a 30 °C

* apresentado apenas com fins ilustrativos

Exemplos 5 — Precipitag¢do de Zinco de Compostos de GLP-1

Foram preparados compostos de GLP-1 individuais
como descrito nos Exemplo 1 ou 2. Foram dissolvidas 3 mg de
uma molécula individual de GLP liofilizada em 3 ml de
tampdo HEPES a 0,1 M a pH 10,5. O pH da solucdo resultante
foi entdo ajustado entre 10,0 e 10,5 com NaOH a 0,2 N. A
solucdo foi agitada a temperatura ambiente durante 30
minutos e a solucdo foi entdo ajustada a um pH de 7,4 com
HCl a 0,2 N. A solucdo foi filtrada através de um filtro de
seringa apropriado, por exemplo um filtro de seringa Millex
GV (Millipore Corporation, Bedford, MA), e a concentracédo
do composto de GLP-1 foi estimada medindo a absorcdo a 280
nm num espectrofotdémetro, por exemplo um Beckman DU640. A
concentracdo da proteina foi entdo ajustada para 200 pM em

HEPES pH 7,4.
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As solugdes de GLP-1 filtradas (100 ul) foram
diluidas com 100 pl de HEPES a 0,1 M a pH 7,4 contendo
varios niveis de cloreto de zinco numa placa de ELISA, (por
exemplo, Falcon Microtest™ 96) resultando numa solucdo de
200 pl contendo varios niveis de cloreto de zinco e 100 uM
de compostos de GLP-1. Estas solucdes foram incubadas a
temperatura ambiente (22 ©°C) durante 18 horas e entéo
centrifugadas, por exemplo, numa centrifugadora Jouan CR412
com adaptadores de microplaca. Apds a centrifugacdo foram
entdo transferidos 150 pl dos sobrenadantes para uma placa
de microtitulo de ELISA de UV legivel (por exemplo, placa
de UV Costar) e a OD a 280 foi determinado num leitor de
microplaca (por exemplo, Molecular Devices SPECTRAmax PLUS,
SOFTmax PRO). Os resultados de uma experiéncia estéo
apresentados na Tabela 2. 0Os valores Ajs sdoc o0s resultados

de duas determinacdes independentes.

Tabela 2

razao A280 de A280 de A280 de A280 de A280 de A280 de
molar GLP-1 (7- | G1i’-GLP-1 | Val®-GLP-1 | GIn**-GLP-1 | Val®-Glu®- | Val®*-Ala®-
Zn/GLP-1 37)0H (7-37)0H (7-37)CH (7-37)OH | GLP-1 (7- | GLP-1 (7-

37)OH 37)OH

0 0,337 0,32 0,3 0,290 0,295 0,289

0,3 0,318 0,106 0,27 0,390 0,291 0,202

0,5 0,329 0,151 0,26 0,123 0,292 0,107

0,7 0,253 0,156 0,124 0,076 0,293 0,104

1 0,148 0,119 0,00 0,074 0,26 0,110

2 0,092 0,089 0,025 0, 095 0,078 0,110

3 0,081 0,085 0,021 0,095 0,052 0,104

5 0,074 0,078 0,019 0,097 0,035 0,119
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Tabela 2 (continuacédo)

raz&o molar [A280 de Val®-|A280 de Val®-|A280 de Val®-|A280 de Val®-|A280 de Val®-
Zn/GLP-1 Ser”-GLP-1 | Fen”-GLP-1 | Pro”-GLP-1 | Lis®-GLP-1 | Asp”-GLP-1
(7-37) OH (7-37) OH (7-37) OH (7-37) OH (7-37)OH
0 0,2855 0,31 0,2595 0,299 0,288
0,3 0,2805 0,1485 0,2455 0,0825 0,2785
0,5 0,2665 0,1165 0,2325 0,0905 0,2845
0,7 0,1825 0,1015 0,219 0,1195 0,287
1 0,149 0,1265 0,1905 0,1225 0,291
2 0,0935 0,092 0,1695 0,1675 0,184
3 0,101 0,061 0,1615 0,1475 0,1485
5 0,0615 0, 00795 0,171 0,142 0,1675

Estes resultados demonstram gue apenas sdo
necessarias pequenas quantidades de zinco para se complexar
com e ©precipitar uma porcdo significativa de varios

compostos de GLP-1 a partir dessas solucdes diluidas.

EQUIVALENTES

Embora esta invencdo tenha sido particularmente
mostrada e descrita com referéncias as suas formas de
realizacdo preferidas, serd compreendido pelos especia-
listas na técnica que podem ai ser feitas varias alteracdes
na forma e detalhes, sem nos afastarmos do ambito da

invencdo tal como definida pelas reivindicac¢des apensas.

Lisboa, 23 de Abril de 2009
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

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

<220>
<223>

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

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

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

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

LISTAGEM DE SEQUENCIAS
Eli Lilly and Company
ANALOGOS DO PEPTIDEO-1 DO TIPO GLUCAGON
X-13989
53
PatentIn Versdao 3.0
1
31

PRT
Artificial

construcdo sintética

VARIANTE
(2) ..(2)
Xaa na posicdo 2 é Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

VARIANTE
(5)..(5)
Xaa na posicdo 5 é Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys, ou His;

VARIANTE
(6) ..(6)
Xaa na posicdo 6 é His, Trp, Phe, ou Tyr;

VARIANTE
(10) ..(10)
Xaa na posicdo 10 é Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu,

ou Ala;

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

<220>
<221>
<222>

VARIANTE
(16) ..(16)
Xaa na posicdo 16 é Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ou Cis;

VARIANTE
(17)..(17)
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<223>

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
Pro,

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

<220>
<221>
<222>
<223>
His,

<400>

His,

Xaa na posicdao

VARIANTE
(18) ..(18)
Xaa na posicdao

VARIANTE
(20) ..(20)
Xaa na posicdao

VARIANTE
(21) ..(21)
Xaa na posicdao

VARIANTE
(25) ..(25)
Xaa na posicdao

VARIANTE
(27) ..(27)
Xaa na posicdao

VARIANTE
(28)..(28)
Xaa na posicgdao

VARIANTE
(29)..(29)

Xaa na posicéao
ou Gluy;

VARIANTE
(30) ..(30)
Xaa na posicéao

VARIANTE
(31)..(31)

17

18

20

21

25

27

é His,

é Glu,

é Asp,

é Ala,

é Ala,

é Asp,

¢ Glu,

é Thr,

é Arg,

Xaa na posicdo 31 é Lys,

-NH2, Gly,

1

Gly-Pro,

ou Gly-Pro-NH2,

- 35 -
Asp, Lys, Glu, ou Gln;

His, Ala, ou Lys;

Lys, Glu, ou His;

Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg, ou Lys;
Glu, Asp, Ser, ou Lys;

Arg, Val, Lys, Ala, Gly, ou Glu;

Lys, ou Asp;

Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly,
Glu, ou His;

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

ou & deletada.
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Hiz Zam Glu Sy Xae Xas Thr Ser ksp Zsa Ser Ser Tyr Leb Gl Xam

i 5 14 15
Xax Xea Ala Xas Xas Fhe Ile ala Xas Leu I3 Xaa X8 Xaa Xaa
W 25 ki
<210> 2
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa na posicdo 2 é Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(0)

<223> Xaa na posicdo 6 & His, Trp, Phe, ou Tyr;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa na posicdo 10 é Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu,
ou Ala;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(1lo)

<223> ¥Xaa na posicédo 16 é Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, ou Cis;

<220>
<221> VARIANTE
<222> (17)..(17)

<223> Xaa na posicdo 17 é His, Asp, Lys, Glu, ou Gln;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (20)..(20)

<223> Xaa na posicdo 20 é Asp, Lys, Glu, ou His;

<220>
<221> VARIANTE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa na posicdo 24 é Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

<220>
<221> VARIANTE
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<222> (29)..(29)
<223> Xaa na posicdo 29 é Thr, Ser,
Pro, His, ou Glu;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na posigdo 31 é Lys, Arg,

His, -NH2, Gly, Gly-Pro, ou Gly-Pro-

<400> 2

Lys

Thr
NH2,

» Arg,

, Ser,

Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly,

Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,

ou & deletada.

Bim ¥Yaa Blu 8y Thr Xas Thr Ser Asp Xsa Ser Ser Tyr Leuw Glu Xas

x §

18

15

waa Bis Bls Rss Rtu Fhe Ile Xea Trp Leu Val Lys Xss Arg Xsa

&0
<210> 3
<211> 31

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> ¥Xaa na posicdo 2 é Gly, Ala,

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa na posicdo 1o & Gly, Asp,

<220>

<221> VARIANTE

<222> (17)..(17)

<223> Xaa na posicdo 17 é His, Asp,

<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa na posicédo 21 é Ala, Glu,

<220>

<221> VARIANTE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa na posicdo 24 é Ala, Glu,

<220>
<221> VARIANTE

25

val,

Glu,

Lys,

His,

Asp,

Leu,

Gln,

Glu,

Phe,

Ser,

BN

Ile, Ser, ou Thr;

Asn, Lys, Arg, ou Cis;

ou Gln;

Tyr, Trp, Arg, ou Lys;

ou His;
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<222> (31)..(31)
<223> Xaa na posicdo 31 é lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe,
His, -NH2, Gly, Gly-Pro, ou Gly-Pro-NH2, ou é deletada.

<400> 3

His Xsa Gls 8ly Thre Phe Thy Bsr 3sp Val Ser Sor Twr Leug §is Xaa
1 5 i 5

20 = 30
<210> 4
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ..(1)

<2223> Xaa na posicdo 1 é L-histidina, D-histidina, desamino-his-
tidina, 2-amino-histidina, Beta-hidroxi-histidina, homo-histidina,
alfa-fluorometil-histidina, ou alfa-metil-histidina;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2) ..(2)

<223> Xaa na posicdo 2 é Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(1lo)

<223> Xaa na posicdo 16 é Asp, Glu, Gln, Asp, Lys, Arg, ou Cis;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na posicdo 31 é -NH2, ou Gly.

<400> 4

Xaa Xaa @lu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ssr S8ar Tyr Leu Glu Haa
1 S 10 15

@in Als ala Lys Glu Phe Ile Ade Trp Lew Val s 6y Ave Xas
28 35 30

<210> 5

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

construcdo sintética

5
Hig Yal O8lu Gly Tthr Phy Thy Ser aAsp Val Ser Ser fyvr beu $£lu giu
L 5 ig is
Slw Ala Ala Lys 8lu Phe Tle Ala Trp Leuw Val lys Sly Axg Sly
3G 25 39
6
31
PRT
Artificial
construcdo sintética

6

His ¥al Slu Gy Thy Fhe Thr Ser Asp Val Ser Sor Tyr Lew Gl ksp

L b 10 15

Gla Als als Lys Glu Phe Tle Ala Trp Lau Vel Lys Gy Brg Sy
2 . 3

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

o34 5

-
31

PRT
Artificial

construcdo sintética

His Tl Glu Gly Thi the Thr Ser AsSp ¥l Sey Bar Ty Lew Slu Ao
1 5 1 15

Glu Alas Bls Ipes Glu Phe Ils ARls Trp Lew Val Lys Gly-gfg Qiy

28 25 30
8
31
PRT
Artificial
construcdo sintética

8

His wal $lu gy Tl Phe Thr Ssr Asp Val Ser Ssr Tyr Lew ¢lu Lys
j ! 3 10 is

@ln als Ala Lys Glu Phe Ile Ala Top Lew Val Lys Gly Avg Gly
2 35 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>

9

31

PRT
Artificial

construcdo sintética

His 81y Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Wal Ssr Ser Tyr Leu Sdu @ig
3 1o 15

Gln Ala &ls Lys §lu Phe Jie Ais Tryp Lsu Val Lys (lv Arg Gly

2% 25 3%

10

31

PRT
Artificial

construcdo sintética

10

His Sly Glu Sly Thr Phe Thr Ser hsp Val Ser Ssr Tyr Lew Slu Agp
i 5 it 15

Fln ala alka Lyvs Glu Phe Il Als Top ey Val Lys Gly Arg $ly
28 25 30

10

31

PRT
Artificial

construcdo sintética

11
Hiz 8ly Slu Sly Thy PFhe Thr Ser Asp Val Sar Ssr Pyr Leu le Ary
5 ig
&in Rlae 3ls bys Glu Phe Ile ala Tep Lew ¥al Lys Gly Srg 8ly
28 BE 35
12
31
PRT
Artificial

<213>

<220>
<223>

<400>

construcdo sintética

12
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Hig 61y Glu Gly Thy fhe Thr Ser ssg Val Ssr Ser Tyy Lou Slu Lys

1 3 10 15
Sle Ala Als Dys Slu Fhe Ile &ls Trp Leu Wal Lys By Arg Gly
20 25 3G
<210> 13
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 13
His Val Glu 8ly Thr Phs Thr Ser Rsp Val Ssr Ser Tyr Leu Glu 83y
i & if 1s

5la Als Als Lys Glu Fhe Ile Glu Trp Lew Vel Iys Sly hog By

39 25 30

<210> 14

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 14
#is §ly 8l Sly The Phe Thr Ser Asp Val Sar Ser Tyr lau f%u Gy
1 § 10 o

Sin Ala Ala Lys Glu Bhe Ils Glu Trp Lewn ¥l Iyas Gy %ﬁ@'ﬁiy
20 36 b
<210> 15

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 15

Hisz ¥al 8lu Gly Thy Fhe Thy Sox Asp Vel Ser Sex Tyr Tew Slu &1y
1 % 19 i5

Gin als &la Lvs glw Phe Tle Ala Top Lew Val ixs Gly %gg Him
2 28 34

<210> 1o

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> construcdo sintética

<400> 1o
Wis Sly Sly Sly The fhe $hr $aw asp Val Sor Ser Tyr Leg Glue Sly
L 5 18 18
Sin Ala Ala ILys Glu Fhis Ile Ads Trp Lew V8l Lys Gly Arg His
20 3% 30
<210> 17
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 17

Hig Val Glu 81y Thr Phe Thr Ser Xsp Val Ssr Sery Tyr Lew $lu &l
i 5 T8 15

GEln Sla Ala Lys Ala Phe Ile Als Tep Dau Val law Sly drg Bis
20 2B k¢

<210> 18

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 18

His ¥al &lu Sly Thr Phe Thr Ser Bsp Val Ser Ssr Tyr Leu Glu Lrs
1 & ig 15

Slu ala Als YLys Glu FPhe Tle Ala Trp beu ¥l Lys Gly Aryg Hiz
3

St i3

<210> 19

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> homo sapiens

<400> 19

His Als Glu Bly Thy Fhe Thr Ssr sk ¥al Ssr Ser Tyr Lesu Glun Gly
1 5 10 1s

Bin 3la Ala Lys Gle Ffhe Ils Als Trp Leu Val Lys Gly Arg Sy
208 25 g
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<210> 20

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 20
His a8la Glu Glvy T Fhe Thy Ser Asp Vel Ser Ser Tyr Lew Glu Slu
1 5 g E3)
‘Ein Ala Ala Lys @lu Phe fls Ala Prp Leuw Val Lys @ly Arg Oy
20 i g
<210> 21
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 21
Hig Als 8luw Gly fhr Phe Thy Ser Asp ¥al Ser Ssr Thr Lsu Sl Asp
k S ia i5

Gla Als Ala Lys Glu phe Iie &la Trp Leu Val Lys 8ly aryg @iy
a4 2% 3G

<210> 22

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 22

Hisg ala Gln @1y . Thr Phe Thr Ser Asp Val Sar Ser Twr Leu 9lu koy
i & 19 18

filn Ala Ala Lys 8lu Phe Ile Als Ty Dew ¥al bvs 81y Arg Sy
29 25 30

<210> 23

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 23
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His ale Qv Gly Thr the Thr Ser Asp Val Sor Ssr Tvr leu Slu Iys

1 5 A0 1%
Sl Aals Als Lys Glu Phe Ile Ala Trp e Wal Lys 8ly Arg Qly
20 25 E$1)
<210> 24
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222>(16)..(16)

<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;

<400> 24
His Rla Glu 81y Thr Phe Pher Ser Asp Vel Ser Ser Tyr Leu Glu Xss
3 & 14 1%

Gln Ala Ala Iys Glu Phe Yle Ala Trp kew Val Lys Sly Arg Gly
28 25 30
<210> 25
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (lo6)..(16)

<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;

<400> 25

Hiz ¥Wal Sy 81y Thr Fhe Thy Ser Bsp Vel Sor Ser Tyr e 83u Xaa
i 5 18 15

Sln Ala Als Lo= Glu rhe Ils Als Trp Lsu Wel Lys §ly arg &ly

20 23 30

<210> 26
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>
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<221> VARIANTE
<222> (16)..(106)
<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;

<400> 26
Hie @ly Glu Qly Thr Fhe Thr Ser Asp Val Bor Ser Tyr Lewu Glu Xas
i L3 19 is
Bla &3s Rls Dys Glu Fhe Ile Ale Trp Leu Val Iys Sly srg &y
G 25 30
<210> 27
<211> 31

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 27
Hig Als Siu @ly Thr Phe Tho Ser Asp VYal Sor S8y By Lew 8w Glu
1 § 14 18
Sin Ala Als Lys Glu Bhe Ils Ada Trp lan Val Iys Sy Arg
. 28 3% g
<210> 28
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 28

#in Als Qlu §ly Thr rhs Thr Ssr dsp Vsl Ser Ser fyr Leuw iy Zsp
1 G 14 1%

Gl Ala Ala s Glu Fhe Ile Als Trp Leuw Wal Ly Sy Aryg
ey 25 30
<210> 29
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 29

Hig Ala Slu 8ly Thr the Thr Ber Asps Val Ser Ber Twr Lou Slu &rg
3 5 19 1&

Gln Als Als laes Glu Phe ITie Als Trp bLou Wal lys Gly Aayw

20 ' 33 ' 30
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<210> 30

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 30
His 3= 8luw 81y Thr Phe Thr Ser Rsp ¥al Ser Ser Tyr Lau Slu los
I 5 _ 1@ 5
@l Ala ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leuw Val Lyvs Gly Xrg
28 25 3&
<210> 31
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;

<400> 31

His Ala #in Gy Thr Phe Thr Ser Azp Val Ser Ser Tyr leu Slu Xas
1 % i 15
Sin la Ala Lys @lu Fhe Ile &le Trp Law Val Lvs Qly g
20 &5 34
<210> 32
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 32
Hin Wal 6lu GIy Thr Fhe Thr Sy Asp Val Ber Sor Tyr Teu Slu Glu
1 _ § 1o 1N
Gin 3fs &le Lys Gle Fhe Ile als Trp Law Val Lys Gly g
B3y 25 30
<210> 33
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> construcdo sintética

<400> 33

Hisg ¥al Glue Gly Thr Fhe Thr Ser Asp Vel Sy Ser Tyr Lsuy Slu Asp
kA 5 R 15

Bln s Als Lyw Glu Fhe Ile Als Trp Leu Val Lys Gly arg
g 25 iy

<210> 34

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 34
His val @lu §ly Thy Phe Thr Ser asp Val Ser Ser Tyr Leu §lu Axg
1 5 18 15
$In Ala Als Lys §lu Phe Ils Ay Trp Leu Vel bvs dly Arg
26 35 g
<210> 35
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 35
His ¥al S8lu &3y Thy Phe Thr Sery &sp Val Ssr Ser Twr Leu Slu Lys
1 5 if 15
Gin als 3ls Lys Glu Phe Ile &la Trp Leu Val Lys Gly Arg
28 35 I
<210> 36
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1l6)..(1l6)

<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;
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<400> 36
His val Slu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ssr Tyr Leu Glu Xaa
X =] ERL: 1%
Gln als Ala Lys 81w Fhe Ile Alx Top Lew Wl Lys @y Avg
20 35 30
<210> 37
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 37
Hig 8iy Qlu Rly Thr Phe Thr Sar Asp Val Ser Ser Tyr Lew Glp &ln
3 & ‘ ig i%
Gla Ala Als Eave Glw FPhe Ile Ala Trpy Leu Wal Lys Gly Arg
28 25 M
<210> 38
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 38
Hig Gly Silu Aly Thr Fhe Thr Ssr Asp Val Ssx Ser Tyr Lou §lu Asp
1 b kRS 15
Qs Ala Al Lys Glu Phe Ile Xls Typ Leu Val lys Sly Ary
pas A% 30
<210> 39
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 39

His @iy 4lu Gly Tthr vhe Thy Ser Asp ¥al Ser Ser Tyr Leu Olu A
1 3 14 1%

[4

Gla Als Ala Lys SQlou Phs fis Als Trp Leuw Val Lys Qly dvy
R 25 g

<210> 40
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> construcdo sintética

<400> 40
Wiy 8ly 8lw 8ly Thre The Thy Ser Asp Vel Ser Sar Tyr Leu Glu Lys
i 3 in 15
&ln Ala Ala Lyvs Glu Fhs Ils als Tep Leuw Vel Lvs Qly Arg
24 25 k1)
<210> 41
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1l6)..(16)

<223> Xaa na posicdo 16 é acido cisteico;

<400> 41

#is @y Blu ¢ly Thr She Thy Sar Asp Val Sex Ssr Tyy heu.ﬁéu AT
i 5 i0 1

Sin Ale Ala Iys Glu Fhe Iis als Top Leuw Val Lys Sly %gg
24 4% E

<210> 42
<211> 31

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 42
Hig ¥al Slw 81y Thy Fhe Thy Ssr Asp VWal Ser Sex Tyy L&u-?gu &ly
b} 5 10 &

Ivs Ale Ale Lys Glu Phe ils Ala Trp Leu Val Lys Gly ’;E‘*;! oly

<210> 43

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética
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<400> 43

His val Siu Gly Thr Phe thr Ser Asp Vel Ser Ser Tyy Lew ?éu aly
i ig

?ﬁ ag 30

<210> 44

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 44
His val 8lw 81y *rhr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyvr Leu &lu 81y
3 in 18
Sln Als Als Lys Slu Phe Tle Glu Top Lot Wal I Gly Arvg Gly
20 g 30
<210> 45
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 4

ul

Hin Sly Gl Qly Thy Phe Thr Sexr Asp Vel Ser Ber Tyy lLen @lu &ly
i 5 - hEE) i%

Gl &la Ales Lvs Glu Flhie Tle Glu Top Law Val Lys Giy Rxg Gy
[ 25

<210> 4o

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 46
Hisg Wal ¢lu 8y Thr Phe Thy Sor Asp Val Ssr Ser fvr Deu 9lu aby
3 S ig %
Gln A&la Als Lys Glu Phe Tle Als Trp Lew Val Lys His Avg Sly
29 &3 4
<210> 47
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> construcdo sintética

<400> 47

Bis Wal Glu Sly Thr Sie Phe Ser Asp Wal Ser Sex Tyr hew Slu Gy
1 5 19 is

@in Ala Als Lys Glu Phe Tle Ala Tep houn Vel Ipw fly Ay His
28 25 38

<210> 48

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 48
Hig ¥al Glu Gly ¥hr Fhe Thr Sey Asp Val Ser Sar Ter Les 81w $ln
1 5 18 15
Lys Ala Ala Lve Slu Phe Ile Ala Try Lew Val Lys @y Arg 8Ly
2N 25 3
<210> 49
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética
<400> 49

His val Glu Gly The Fhe Thy Ssv Ask Wl Ssr Ser Tyr lau 8l Glu
3 & 18 i

Glu 3la Aly Lys Gle Phe Ile Ala Tep Lew Val iyw Wiy Arg Gly
20 25 38
<210> 50
<211> 31

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 50

#iz Val ®lu Gly The Phe Thr Ser Asp Vel Ser Sey Tye Iew &lu olw
1 5 1@ 15

2kn Als Als Lys Ala Phe Ile Als Trp Leu val Lys Gly Rrg Siy
1] 25 38

<210> 51
<211> 31
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 51

Hig Yal Rlu 1y Thy Bhe Thr Ssp asp Val Ssy Sex Byr L& 41u Oy
X S KRL 1%
Sin Ala Ads iys Slu vhe [le ala Trp bew Vel 81y lys Xxrg Gly
20 - 25 ig
<210> 52
<211> 31

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 52

His ¥al Glu @ly Thr Phe Thy Ser Asp ¥Wal Ser Ser Tyr Leu Glu Gy
b 5 16 15

#in Ala Als fas S1un Phe Yie ala Trp Leuw ¥el Lys Oly dAcg His
286 2% 39

<210> 53

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> construcdo sintética

<400> 53 .
His Gly Glu 81y Thr Phs Thr Ssr &sp ¥al ger Ber Tyvr Leu Glu @iy
1 5 L6 15

Gln als Ala uys 3Iu Phe Ils Ala Typ Deu Val Lys Gly Axg Mis
by 25 3



PE1294757 -1 -

REIVINDICACOES

1. Um composto de GLP-1 compreendo a sequéncia

de aminoédcidos de férmula 1 (SEQ ID NO: 1)

His - Xaag — Glu - Gli - Xaa;; - Xaaj;, — Tre - Ser - Asp -
Xaa;¢ — Ser - Ser - Tir - Leu - Glu - Glu - Xaa;; — Xaazs -
Ala - Xaajy¢ — Xaaz7 — Fen - Ile - Xaajzy — Trp - Leu - Xaass; —
Xaass — Xaass — Xaass — R

Férmula I (SEQ ID NO: 1)

em que:

Xaag é: Gli, ou Val;

Xaa:; é: Asp. Glu, Arg, Tre, Ala, Lis, ou His;

Xaai, é€: His, Trp, Fen, ou Tir;

Xaais é: Leu, Ser, Tre, Trp, His, Fen, Asp, Val, Tir, Glu,
ou Ala;

Xaays é€: His, Asp, Lis, Glu, Gln, ou Arg;

Xaayp, é€: Glu, Arg, Ala, ou Lis;

Xaays €: Trp, Tir, Fen, Asp, Lis, Glu, ou His;

Xaay; é: Ala, Glu, His, Fen, Tir, Trp, Arg, ou Lis;

Xaasg €: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

Xaaszs é: Asp, Arg, Val, Lis, Ala, Gli, ou Glu;

Xaass €: Glu, Lis, ou Asp:;

Xaass; é: Tre, Ser, Lis, Arg, Trp, Tir, Fen, Asp, Gli, Pro,
His, ou Glu;

Xaass €: Tre, Ser, Asp, Trp, Tir, Fen, Arg, Glu, ou His;
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R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, ou Gli-Pro-NH;, ou é delectado.

2. Um composto de GLP-1 da reivindicacdo 1
compreendo a sequéncia de aminoédcidos de férmula II (SEQ ID

NO: 2):

His - Xaag — Glu - Gli - Tre - Xaaj;» — Tre - Ser - Asp -
Xaa;s — Ser - Ser - Tir - Leu - Glu - Xaa,, — Xaay; — Ala -
Ala - Xaays — Glu - Fen - Ile - Xaa3; - Trp - Leu - Val -
Lis - Xaass — Arg — R

Férmula II (SEQ ID NO: 2)

em que:

Xaag é: Gli, ou Val;

Xaa;, é€: His, Trp, Fen, ou Tir;

Xaa,s é: Leu, Ser, Tre, Trp, His, Fen, Asp, Val, Glu, ou
Ala;

Xaay, é: Glu;

Xaays é€: His, Asp, Lis, Glu, ou Gln;

Xaags é: Asp, Lis, Glu, ou His;

Xaasy é: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

Xaass é: Tre, Ser, Lis, Arg, Trp, Tir, Fen, Asp, Gli, Pro,
His, ou Glu;

R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, Gli-Pro-NH;, ou ¢& delectado.
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3. O composto de GLP-1 da reivindicacdo 1
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de férmula III

(SEQ ID NO: 3):

His - Xaag — Glu — Gli - Tre - Fen — Tre - Ser - Asp - Val
— Ser - Ser — Tir - Leu - Glu - Xaaz; — Xaay; — Ala - Ala -
Lis - Xaayz7 — Fen - Ile - Xaas — Trp - Leu - Val - Lis -
Gli - Arg - R

Férmula III (SEQ ID NO: 3)

em que:

Xaag é: Gli, ou Val;

Xaaz, €: Glu;

Xaaps é: His, Asp, Lis, Glu, ou Gln;

Xaay; é: Ala, Glu, His, Fen, Tir, Trp, Arg, ou Lis;

Xaasp é€: Ala, Glu, Asp, Ser, ou His;

R é: Lis, Arg, Tre, Ser, Glu, Asp, Trp, Tir, Fen, His,

-NH,, Gli, Gli-Pro, ou Gli-Pro-NH;, ou é delectado.

4. O composto de GLP-1 de qualquer uma das
reivindicacdo de 1 a 3 em que ndo mais do que 6 aminoacidos
no composto de GLP-1 diferem dos aminoacidos

correspondentes em GLP-1 (7-37)0H ou em GLP-1 (7-36)NH,.

5. O composto de GLP-1 da reivindicacdo 4 em
que ndo mais do que 5 aminodcidos no composto de GLP-1
diferem dos aminodcidos correspondentes em GLP-1 (7-37)0H

ou em GLP-1 (7-36)NH,.
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6. O composto de GLP-1 da reivindicacdo 5 em
que ndo mais do que 4 aminoadcidos no composto de GLP-1
diferem dos aminodcidos correspondentes em GLP-1 (7-37)0H

ou em GLP-1 (7-36)NH,.

7. O composto de GLP-1 da reivindicacdo 6 em
que ndo mais do que 3 aminoédcidos no composto de GLP-1
diferem dos aminodcidos correspondentes em GLP-1 (7-37)0H

ou em GLP-1 (7-36)NH,.

8. O composto de GLP-1 da reivindicacdo 7 em
que ndo mais do que 2 aminoédcidos no composto de GLP-1
diferem dos aminoédcidos correspondentes em GLP-1 (7-37)0H

ou em GLP-1 (7-36)NH,.

9. O composto de GLP-1 de qualquer uma das
reivindicacbes precedentes para utilizacéo Como um

medicamento.

10. O composto de GLP-1 de qualquer uma das
reivindicagcbes de 1 a 8 para utilizacdo no tratamento da

diabetes ndo dependente de insulina.

11. O composto de GLP-1 de qualgquer uma das
reivindicagdes de 1 a 8 para utilizacdo no tratamento

profildtico da diabetes ndo dependente de insulina.
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12. O composto de GLP-1 de qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 8 para utilizacdo no tratamento da
obesidade, do derrame cerebral, do enfarte do miocérdio,
das alteracdes catabdlicas pds cirurgia, ou do sindrome do

intestino irritéavel.

Lisboa, 23 de Abril de 2009
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Fig. 1

His-Val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser~Asp-Val-8ar-Ser-Tyr~
Lew-Glu-Glu~Gln-Ala-Ala-lys-Glu-Phe-Tle~Ala-Trp-leu-
Val-Lys-Gly-Arg-~iGly

val®-Glu®-QLp~-1{7-37108

Hig=-Val-Glu-8ly=-Thr-Phe-Thr-Sar-Asp~-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Asp~@in=-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Tlse-Ala-Trp-leu-
Val-Lys~-Gly~Arg-Gly

Val¥®-Asp™~GLE~1 {7-373108

His-Val-Glu-8ly=-Thr-Fhe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-3rg-Gln-ala-Ala-lys-Glu-Phe-Ile-Bla~-Yrp=-lau-
Val-Lys-Gly=-Arg-Gly

valt-arg®-GLr-1{7-3T108

His-Val~-Glu-Gly-Thr~Phe-Thr~Ser-Asp-Val-Sexr-Ssr-Tyr-
Leu~Glu=Lys=-Glo-Ala-Bla~-Lys~Glu=-Fhe~Ile-A)la-Trp-lau=-
Val~Lys=-Gly-ARrg-Gly

Val®~Lys* -GLe-1{7-37)0H
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Fig. 2

His-GQly-Glu~-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp~-Val-Sexr~-Ser-Tyr-
Leu~-Glu~Glu~-Gln~Ala-Ala~-Lys~-Glu~-Fhe~Tie-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys~Gly~Arg-Gly

Gy -Glu?t-GLP-1{7~37)0H

Hig~Gly=Glu~Gly~Thr~Fhe~-Thr~Ser-Asp~Val-Sarp-Ser-Tyxr-
Leu~Glu~Asp-Bln~Ala~Ala~Lys~Glu~Pha«Ile-Ala~Trp~Leu«
Val«Lys=Gly=-Arg-=Gly

Gly*=RAsp*’-GLP=-1{7=-37)10H

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-3er-Tyre

Glyt-Arg®?~GLE~1 {7T~3T)OH

His~-Gly~Glu~8ly-Thr+~Phe~Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr~
Leu-Glu~Lys-Glno-Ala-Als-Lys~-Glu-Phe~Ile~-Ala-Trp-len-
Val-Lys-~Gly~Arg~Gly

G1ly*~Lys**~GLP-1 (T-37) 08
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Fig. 3

His~Val=-Glu-Gly-Thr-Phe-Thy-Sar-Asp-Val-Ser-Ser~Tyr-
Leu~Glu~Gly-Gln~-Ala~-ala-Lys~-Glu~Phe~Ila-Glu-~Trp~Leu~
Val~Lys~Gly-Arg-Gly

Val®-glu*-gLe-1{7-37)0H

His~Gly~Glu=-Gly-Thr-FPhe-Thr-Ser«Asp~V¥al«Ser+-Jar-Tyr-
Leu-Slu~Bly-Gln~Ala~-Ala-Lys~Glu~Pha-Tle-Glu~Trp~Leu-
Val~-Lys~-Gly—-Arg-Gly

a1y -Gle**-6LP-1 {7-37)CH

His-Val-Slu-8ly~Thr-Phe~Thr-8sr~Asp~Val-Ser-Sasr-Tyr-
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala~ala~Tys-Glu~Phe~Ile-Ala~Trp-Leu~
Val-Lys-Gly-Avrg-His

val®Hig?~-GLE~1{7-37}0H

Hig=Gly-8iu~Gly~Thr~PFPhe~Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser~Tyr~
Leu-Glu-Giy-Gln-Ala-Ala~Lys-Glu-Phe~Ile~-Ala~Trp~-Leu~

Gly*~-His¥ ~GLP-1 (7T-37)0OH
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Fig. 4

Hig~Val~Glu~Gly-Thr-Phe-Thr-Ser~Asp~Val-Ser-Ser~Tyr-
Leu~Glu~Glu~Gin~Ala~Ala-Lys-Ala~-Phe~Ile-Ala~-Trp-Leu~
Val~lya-Gly-Arg~-His

Val¥-5lo®-alaP-GrLe-1{7-3710H

gizg-val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-aAsp~-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu~Glu~-Lys~Glu~ABla~Ala-Lys~-Glu-Fhe~-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg~His

val®~Lys®-Gln*?~GLP~1 {7~37) QR
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRICAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente €& apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.
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