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“COMPOSTO DE GLP-1 PEGUILADO, E, USO DO MESMO”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se refere a compostos de peptideo 1 tipo
glucagon (GLP-1) modificado com polietilenoglicol (PEG) e composi¢des
relacionadas e métodos uteis para tratar condi¢gdes ou desordens beneficiadas
por diminui¢do de glicose sanguinea, diminuicdo de consumo alimentar,
diminuigdo de esvaziamento gastrico ou intestinal, aumento de numero e/ou
fungdo de célula beta () e/ou inibigdo de apoptose de célula B, ou diminuigdo
de motilidade géstrica ou intestinal. ,

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

GLP-1 induz numerosos efeitos biolégicos tal como
estimulando secre¢do de insulina, inibindo secre¢do de glucagon, inibindo
esvaziamento gastrico, inibindo motilidade gastrica ou motilidade intestinal,
estimulando utilizagdo de glicose, e induzindo perda de peso. GLP-1 pode
adicionalmente atuar para prevenir a deteriora¢do de célula-pB pancreatica que
ocorre a medida que diabete melito ndo dependente de insulina (NIDDM)
progride. Uma caracteristica significante de GLP-1 € sua capacidade de
estimular secre¢do de insulina sem o risco associado de hipoglicemia. GLP-1
induz secre¢do de insulina apenas quando niveis de glicose estdo elevados ao
contrario de outras terapias que atuam aumentando expressdo de insulina
independente de se niveis de glicose estio elevados.

A utilidade de terapia envolvendo peptideos GLP-1 foi
limitada pelo fato de que GLP-1(1-37) é fracamente ativo, € os dois
peptideos truncados naturalmente ocorrentes, GLP-1(7-37)OH e GLP-1(7-
36)NH,, sdo rapidamente depurados in vivo e tém meias vidas in vivo
extremamente curtas. E conhecido que dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV)
endogenaménte produzida inativa peptideos GLP-1 circulantes removendo os
residuos de histidina e alanina N terminais e € uma grande razio para a curta

meia vida in vivo.
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Embora varias abordagens tenham resultado em compostos de
GLP-1 com uma meia vida mais longa ou maior poténcia do que aquelas de
GLP-1 nativo, compostos adicionais sfo necessarios para adicionalmente
diminuir depuragdo e aumentar meia vida com isso otimizando a capacidade
de GLP-1 ser 1til como um terapéutico que pode ser administrado um numero
minimo de vezes durante um periodo de tempo prolongado. Pedidos
Internacionais Nos. PCT/US2004/006082 e PCT/US2000/11814 descrevem
acoplamento covalente de um ou mais moléculas de PEG com vdrios
compostos de GLP-1 e exendina. Estes compostos podem ter uma meia vida
em excesso de 24 horas levando em conta menos administragdes do composto
de GLP-1 PEGuilado embora mantendo um alto nivel sanguineo do composto
por um periodo de tempo prolongado.

Pesquisa adicional elucidou um problema caracterizado pelo
fato de que a separagdo de PEG de um composto de GLP-1 PEGuilado ou
exendina ocorre durante vida til prolongada. Como um resultado, o peptideo
GLP-1 ou exendina livre aumenta o perfil inicial de exposi¢do a concentragédo
de pico através da janela terapéutica. Isto tem a possibilidade de aumentar os
efeitos colaterais de nausea e vomito.

A presente invengdo procura superar os problemas associados
com a vida util prolongada e o potencial de separagdo de PEG do composto de
GLP-1 PEGuilado ou exendina introduzindo dois sitios de PEGuilagdo em um
composto de GLP-1 ou exendina e entdo PEGuilando estes dois sitios de
PEGuilagdo simultaneamente. As vantagens desta abordagem s@o pelo menos
quadruplas. Primeiro, PEGuilagdo do compostos ird melhorar dramaticamente
as meias vidas in vivo dos compostos. Segundo, PEGuilagdo do compostos ird
desacelerar a taxa de absor¢do do composto e assim, reduzir estimulo inicial
da droga que se acredita ser responsavel pelos efeitos colaterais. Terceiro,
PEGs lineares podem ser usados diretamente para PEGuilagdo e irdo

simplificar o procedimento de sintese. Quarto, PEGuilagdo acoplada ira
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aliviar as questdes associadas com vida util prolongada e o potencial de
separa¢do de PEG do composto de GLP-1 PEGuilado ou exendina
diminuindo a probabilidade de que ambos PEGs sejam separados da mesma
molécula de peptideo GLP-1 ou exendina.

Adicionalmente, introduzir dois sitios de PEGuilagdo em um
composto de GLP-1 ou exendina na extremidade C terminal do composto e
entdo PEGuilar estes dois sitios de PEGuila¢do simultaneamente resultou em
compostos PEGuilados tendo maior atividade sobres estes compostos
PEGuilados caracterizados pelo fato de que pelo menos um dos sitios de
PEGuila¢io nido é na extremidade C terminal do peptideo. Ademais, acoplar
um ligante compreendendo dois sitios de PEGuilagdo na extremidade C
terminal de um composto de GLP-1 e entdo PEGuilar estes dois sitios de
PEGuilagdo simultaneamente resultou em compostos de GLP-1 PEGuilados
tendo maior atividade do que aqueles compostos PEGuilados caracterizados
pelo fato de que os sitios de PEGuilagdo sdo acoplados na extremidade C
terminal de um composto de GLP-1 sem um ligante.

Tais compostos de GLP-1 PEGuilados podem ser usados
terapeuticamente para tratar individuos com desordens incluindo, mas nio
limitadas a, diabete, obesidade, anormalidades de motilidade gastrica e/ou
intestinal, deficiéncia de célula beta () (por exemplo células [ insuficientes
ou nio funcionando), e anormalidades de esvaziamento gdstrico e/ou
intestinal com uma vantagem particular sendo que os compostos de GLP-1
PEGuilados da inven¢do requerem doses menores durante um periodo de 24
horas, aumentando tanto a conveniéncia para um individuo com necessidade
de tal terapia como a probabilidade de adaptagdo do individuo com
requerimentos de dosagem.

SUMARIO DA INVENCAO
A inveng¢do descrita neste lugar fornece compostos de GLP-1

acoplados covalentemente a duas moléculas de polietilenoglicol (PEG), ou
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um derivado deste caracterizado pelo fato de que cada PEG ¢ acoplado em um
residuo de cisteina, resultando em compostos de GLP-1 PEGuilados com uma
meia vida de eliminagdo de pelo menos uma hora, ou pelo menos 3, 5, 7, 10,
15, 20 horas ou pelo menos 24 horas. Os compostos de GLP-1 PEGuilados da
presente invengdo tém um valor de depuragdo de 200 ml/h/kg ou menos, ou
180, 150, 120, 100, 80, 60 ml/h/kg ou menos, ou menos do que 50, 40 ou 20
ml/h/kg.

Compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo
compreendem uma seqiiéncia de aminoécidos da férmula:
His-Xaas-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaa,,-
Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Xaas;-Lys-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Cys,s- Xaass Formula I (SEQ ID NO: 1)

em que Xaag é: D-Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

Xaa22 é: Gly, Glu, Asp, ou Lys;

Xaasz; é: Val ou lle

Xaayg é: Cys ou Cys-NH2

e em que uma molécula de PEG € acoplada covalentemente a
Cys4s € uma molécula de PEG € acoplada covalentemente a Cysss ou Cys46-
NH2.

Preferivelmente, para os compostos de GLP-1 PEGuilados de
Formula I: Xaag € Gly ou Val; Xaa,, € Gly ou Glu; Xaas; € Val ou lle; e Xaayg
é Cys ou Cys-NH,. Também preferiveis sdo os compostos de GLP-1
PEGuilados de Formula I, em que Xaag € Val; Xaa22 é Glu; Xaas; € Val ou
Be; e Xaays € Cys ou Cys-NH,. Também preferiveis sdo os compostos de
GLP-1 PEGuilados de Formula I, em que Xaag € Val; Xaay, € Glu; Xaas; €
Val; e Xaass € Cys. Também preferiveis sdo os compostos de GLP-1
PEGuilados de Formula I, em que Xaag € Val; Xaa,2 € Glu; Xaas; € Val; e
Xaays € Cys-NH,. Também preferiveis s@o os compostos de GLP-1

PEGuilados de Formula I, em que Xaag € Val; Xaay;, ¢ Glu; Xaa;; € lle; e
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Xaayg € Cys. Também preferiveis sdo os compostos de GLP-1 PEGuilados de
Férmula I, em que Xaas € Val; Xaa,, € Glu; Xaas; € Ile; e Xaay € Cys-NH2.
Os polimeros de polietilenoglicol ("PEG") usados na invengdo
tém pesos moleculares entre 500 e 100.000 daltons, ou entre 5.000 e 40.000
daltons, ou entre 20.000 e 60.000 daltons, ou entre 20.000 e 40.000 daltons, e
podem ser moléculas lineares ou ramificadas, e podem ser derivados de

polietilenoglicol como descrito na técnica. A molécula de PEG acoplada

. covalentemente a compostos de GLP-1 na presente invengdo ndo € pretendida

para ser limitada a um tipo particular. Preferivelmente o PEG ¢ um Metéxi

PEG maleimida linear de 20 quilodaltons. Mais preferivelmente o PEG é:
O

CH30(CH2CH20)a-(CH2)sNHCO(CH2)2 —N_ |

O

A presente invengdo abrange um método de estimular o
receptor de GLP-1 em um individuo com necessidade de tal estimulag&o, dito
método compreendendo a etapa de administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de um composto de GLP-1 PEGuilado descrito neste lugar. Individuos
com necessidade de estimulagdo de receptor de GLP-1 incluem aqueles com
diabete ndo dependente de insulina, hiperglicemia induzida por estresse,
obesidade, desordens de motilidade ou esvaziamento gastrico e/ou intestinal
incluindo, por exemplo, sindrome do intestino irritavel, deficiéncia de célula
beta (B), e dispepsia funcional. |

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Peptideo Tipo Glucagon 1 (GLP-1) € um peptideo de 37
aminoacidos secretado pelas células L do intestino em resposta a ingestdo de
alimento. Numerosos analogos e derivados de GLP-1 foram descritos na
técnica. A presente invenc¢do descreve modificagdes para compostos de GLP-
1 que resultam em meia vida de eliminagdo prolongada e/ou depuragio

reduzida. Incorporagdo de residuos de cisteina em sitios de aminoacidos
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particulares do peptideo fornece um grupo tiol ao qual um polietilenoglicol
(PEG) ou derivado de PEG pode ser covalentemente acoplado resultando em
um composto de GLP-1 PEGuilado.

O termo "composto de GLP-1" como usado neste lugar, inclui
GLP-1 nativo, [GLP-1(7- 37)0H ou GLP-1(7-36)NH,], analogos de GLP-1,
derivados de GLP-1, fragmentos biologicamente ativos de GLP-1, GLP-1
prolongado ou um analogo ou fragmento de um peptideo GLP-1 prolongado,
analogos de exendina-4 e derivados de exendina-4. Preferivelmente, um
analogo de GLP-1 tem a seqiiéncia de aminoacidos de GLP-1(7-37)0H ou um
peptideo GLP-1 prolongado de forma que 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 aminoacidos
diferem do aminodacido na posi¢do correspondente de GLP-1(7-37)011 ou um
fragmento de GLP-1(7-37)0H ou modificado de forma que 0, 1,2, 3,4,50u 6
aminoacidos diferem do aminodcido na posi¢do correspondente de um
peptideo GLP-1 prolongado.

O termo "PEGuilado" quando se referindo a um composto de
GLP-1 da presente invengdo se refere a um composto de GLP-1 que é
quimicamente modificado por acoplamento covalente de duas moléculas de
polietilenoglicol ou um derivado deste. Além disso, € pretendido que o termo
"PEG" se refira a polietilenoglicol ou um derivado deste como s@o conhecidos
na técnica (veja, por exemplo, Patentes U.S. 5.445.090; 5.900.461; 5.932.462;
6.436.386; 6.448.369; 6.437.025; 6.448.369; 6.495.659; 6.515.100 e
6.514.491). Preferivelmente, em compostos de GLP-1 PEGuilados da
presente invengdo, PEG (ou um derivado deste) é acoplado covalentemente a
dois residuos de cisteina introduzidos no composto de GLP-1.
Preferivelmente, os dois residuos de cisteina introduzidos no composto de
GLP-1 estdo em posicio 45 e 46.

"Atividade insulinotropica" se refere a capacidade de estimular
secrecdo de insulina em resposta a niveis elevados de glicose, com isso

causando absor¢do de glicose por células e niveis plasmaticos de glicose
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diminuidos. Atividade insulinotropica pode ser verificada por métodos
conhecidos na técnica, incluindo usando experimentos in vivo e ensaios in
vitro que medem atividade de ligacdo de receptor de GLP-1 ou ativagdo de
receptor, por exemplo, ensaios empregando células de ilhotas pancreaticas ou
células de insulinoma, como descrito em Patente Européia 619.1322 para
Gelfand, et al, e Patente U.S. 5.120.712, respectivamente. Atividade
insulinotrépica € rotineiramente medida em humanos medindo niveis de
insulina ou niveis de C-peptideo. Para os propoésitos da presente invengdo um
ensaio in vitro de sinalizacdo de receptor de GLP-1 € usado para determinar
se um composto de GLP-1 PEGuilado da presente invengdo ird exibir
atividade insulinotrdpica in vivo. Atividade insulinotrépica € uma atividade
que pode ser usada para demonstrar que o composto de GLP-1 PEGuilado ¢
biologicamente ativo. Todos os compostos de GLP-1 PEGuilados
exemplificados da inven¢@o tém atividade insulinotrépica (Veja Exemplo 6).
"Poténcia in vitro" como usado neste lugar, ¢ a medida da
capacidade de um peptideo para ativar o receptor de GLP-1 em um ensaio
baseado em célula. Poténcia in vifro € expressa como o "ECs" que € a
concentracdo eficaz de composto que resulta em 50% de atividade em um
unico experimento de dose-resposta. Para os propositos da presente invengdo,
poténcia in vitro é determinada usando um ensaio de fluorescéncia que
emprega células HEK-293 que expressam estavelmente o receptor de GLP-1
humano. Estas células HEK-293 integraram estavelmente um vetor de DNA
tendo um elemento de resposta de cAMP (CRE) dirigindo expressdo do gene
de luciferase. A interagdo de um composto de GLP-1 ou um composto de
GLP-1 PEGuilado com o receptor inicia um sinal que resulta em ativagéo do
elemento de resposta de cAMP e subseqiiente expressdo de luciferase. Os
valores de ECso para os compostos de GLP-1 PEGuilados listados em
Exemplo 3 foram determinados usando o ensaio de luciferase descrito acima.

. A . . . 4 .
Valores relativos de poténcia in vitro podem ser estabelecidos executando
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Val8-GLP-1(7- 37)0H ou GLP-1 nativo como um controle e designando ao
controle um valor referéncia de 100%.

O termo "meia vida plasmatica" se refere ao tempo no qual
metade das moléculas relevantes circula no plasma antes de serem depuradas.
Um termo usado alternativamente € "meia vida de eliminag¢do." O termo
"prolongada" ou "maior" usado no contexto de meia vida plasmatica ou meia
vida de eliminag¢3o indica que existe um aumento estatisticamente significante
na meia vida de um composto de GLP-1 PEGuilado em relagdo aquela da
molécula de referéncia (por exemplo, a forma ndo PEGuilada do peptideo ou
o peptideo nativo) se determinadas em condi¢gdes comparaveis.
Preferivelmente um composto de GLP-1 PEGuilado da presente invengdo tem
uma meia vida de elimina¢do de pelo menos uma hora, mais preferivelmente
pelo menos 3, 5, 7, 10, 15, 20 horas e mais preferivelmente pelo menos 24
horas. A meia vida relatada neste lugar em Exemplos 4 e 5 sdo a meia vida de
eliminagdo; € aquela que corresponde a taxa log-linear terminal de
eliminag¢do. Aqueles versados na técnica compreendem que meia vida é um
pardmetro derivado que muda como uma fung¢do tanto de depuragdo como
volume de distribuigdo.

Depuragio € a medida da capacidade corporal de eliminar uma
droga. A medida que depuragdo diminui devido, por exemplo, a modificagdes
para uma droga, € esperado que meia vida aumente. Entretanto, esta relagdo
reciproca é exata apenas quando ndo existe nenhuma mudang¢a no volume de
distribuicdo. Uma relagdo aproximada util entre a meia vida log-linear
terminal (t), depuragédo (C), e volume de distribuicdo (V) € dada pela equacéo:

t 1, ~0,693 (V/C). |
Depuragdo nio indica quanta droga esta sendo removida mas, ao contrario, o
volume de fluido bioldgico tal como sangue ou plasma que deveria ser
completamente livre de droga para responder pela eliminagdo. Depuragdo ¢

expressa como um volume por unidade de tempo. Os compostos de GLP-1



10

15

20

25

9

PEGuilados da presente invengdo tém um valor de depuragdo de 200 ml/h/kg
ou menos, ou 180, 150, 120, 100, 80, 60 ml/h/kg ou menos, ou 50, 40 ou 20
ml/h/kg ou menos (Veja Exempio 4¢eb5).

Na presente inven¢do, um aminoacido Cys € incorporado em
posicbes 45 e 46 dos compostos de GLP-1. A molécula resultante ¢
PEGuilada aos aminoacidos Cys resultando em uma molécula modificada que
retém toda ou uma porg¢do de atividade bioloégica embora tendo uma meia vida
maior do que aquela da molécula ndo modificada ou do que aquela da
molécula nativa.

Os compostos de GLP-1 para uso na presente invengdo podem
ser preparados usando métodos padrdo de técnicas de sintese de peptideo em
fase de solug¢do ou fase solida.

Uma vez que um composto de GLP-1 € preparado e
purificado, ele é PEGuilado ligando covalentemente duas moléculas de PEG
ao composto de GLP-1. Uma ampla variedade de métodos foi descrita na
técnica para conjugar covalentemente PEGs aos peptideos (para artigo de
revisdo veja, Roberts, M. et al. Advanced Drug Delivery Reviews, 54:459-476,
2002). PEGuilagdo de peptideos no terminal carboxi pode ser realizada
através de acoplamento enzimatico usando peptideo recombinante de GLP-1
como um precursor ou métodos alternativos conhecidos na técnica e descritos.
Veja por exemplo Patente Norte-Americana 4.343.898 ou International
Journal of Peptide & Protein Research.43:127-38, 1994. Um método para
preparar os compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo envolve o
uso de PEG-maleimida para acoplar diretamente PEG a um grupo tiol do
peptideo. A introdugdo de uma funcionalidade de tiol pode ser atingida
adicionando ou inserindo um residuo de Cys sobre ou dentro do peptideo em
posi¢des descritas acima. Uma funcionalidade de tiol também pode ser
introduzida sobre a cadeia lateral do peptideo (por exemplo acilagdo de grupo

E-amino de lisina de um 4cido contendo tiol). Um processo de PEGuilagdo da
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presente invengdo utiliza adigdo de Michael para formar um ligante de tioéster
estavel. A reagdo € altamente especifica e ocorre em condi¢gbes brandas na
presenca de outros grupos funcionais. PEG maleimida foi usada como um
polimero reativo para preparar conjugados bioativos de PEG-proteina bem
definidos. E preferivel que o procedimento use um excesso molar composto
de GLP-1 contendo tiol em relagdo a PEG maleimida para dirigir a reagdo até
conclusdo. As reagles sdo preferivelmente realizadas entre pH 4,0 € 9,0 em
temperatura ambiente por 1 a 40 horas. O excesso de peptideo contendo tiol
ndo PEGuilado € prontamente separado do produto PEGuilado por métodos
convencionais de separagdo. Condi¢des exemplares requeridas para
PEGuilagdo de compostos de GLP-1 sdo descritas em Exemplo 1 e 2.
PEGuilagdo de cisteina pode ser realizada usando PEG maleimida ou PEG
maleimida bifurcado. Um PEG preferido € um Metoxi PEG maleimida linear
de 20 quilodaltons.

Em sua forma tipica, PEG é um polimero linear com grupos
hidroxila terminais e tem a férmula HO-CH,CH,-(CH,CH,0)n-CH,CH,-0H,
onde n é de cerca de 8 a cerca de 4000. O hidrogénio terminal pode ser
substituido por um grupo protetor tal como um grupo alquila ou arila.
Preferivelmente, PEG tem pelo menos um grupo hidréxi, mais
preferivelmente ele é um grupo hidréxi terminal. Ele € este grupo hidréxi que
é preferivelmente ativado para reagir com o peptideo. Existem muitas formas
de PEG uteis para a presente invengdo. Numerosos derivados de PEG existem
na técnica e sdo adequados para uso na inveng¢do. (Veja, por exemplo,
Patentes U.S. 5.445.090; 5.900.461; 5.932.462; 6.436.386; 6.448.369;
6.437.025; 6.448.369; 6.495.659; 6.515.100 e 6.514.491 e Zalipsky, S.
Bioconjugate Chenz. 6:150-165, 1995). A molécula de PEG acoplada
covalentemente a compostos de GLP-1 na presente invengdo ndo € pretendida
para ser limitada a um tipo particular. Peso molecular de PEG ¢é

preferivelmente de 500-100.000 daltons e mais preferivelmente de 20.000-
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60.000 daltons e mais preferivelmente de 20.000-40.000 daltons. PEG pode
ser linear ou ramificado.

Compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo tém
uma atividade bioldgica in vitro que € pelo menos 0,5% daquela de GLP-1
nativo ou de Valg-GLP-1(7-37)OH. Compostos de GLP-1 PEGuilados da
presente invengdo tém uma atividade bioldgica in vitro que é pelo menos 1%
daquela de GLP-1 nativo ou de Vals-GLP-1(7-37)OH. Compostos de GLP-1
PEGuilados da presente invenc¢do tém uma atividade bioldgica in vitro que é
pelo menos 3% daquela de GLP-1 nativo ou de Valg-GLP-1(7-37)0H. Tal
atividade biologica pode ser determinada pelo ensaio de poténcia in vitro
como descrito neste lugar (Exemplo 3) ou por outros ensaios de GLP-1
conhecidos na técnica. Embora alguns compostos de GLP-1 PEGuilados da
invengdo possam ter atividade bioldgica inferior do que aquela de GLP-1
nativo ou de Vals-GLP-1(7-37)0H se medida em um ensaio particular; esta
diminuic¢do de atividade € compensada pela meia vida prolongada e/ou menor
valor de depuragdo do composto.

Administragdo dos compostos de GLP-1 PEGuilados pode ser
através de qualquer via conhecida por ser eficaz pelo médico de verso
habitual. Parenteral periférica é um tal método. Administragdo parenteral é
geralmente entendida na literatura médica como a inje¢do de uma forma de
dosagem no corpo por uma seringa estéril ou algum outro dispositivo
mecénico tal como uma bomba de infusdo. Vias parenterais periféricas podem
incluir vias de administragdo intravenosa, intramuscular, subcutinea, e
intraperitoneal. Os compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo
também podem ser comodos para administragdo por vias oral, retal, nasal, ou
respiratdria inferior, que sdo vias ndo parenterais. Destas vias ndo parenterais,
a via respiratoria inferior e a via oral sdo preferidas.

Os compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengio

podem ser usados para tratar uma ampla variedade de doengas e condigdes.
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Os compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo exercem
primariamente seus efeitos bioldgicos atuando em um receptor referido como
o '"receptor de GLP-1." Individuos com doengas e/ou condigdes que
respondem favoravelmente a estimulagdo de receptor de GLP-1 ou a
administracdo de compostos de GLP-1 portanto podem ser tratados com os
compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengéo. Estes individuos séo
ditos "estarem com necessidade de tratamento com compostos de GLP-1" ou
"com necessidade de estimulacdo de receptor de GLP-1". Ao incluidos
individuos com diabete ndo dependente de insulina, diabete dependente de
insulina, derrame (veja WO 00/16797), infarto do miocardio (veja WO
98/08531), obesidade (veja WO 98/19698), mudangas catabdlicas depois de
cirurgia (veja Patente U.S. 6.006.753), dispepsia funcional e sindrome do
intestino irritavel (veja WO 99/64060). Também sdo incluidos individuos
requerendo tratamento profilatico com um composto de GLP-1, por exemplo,
individuos em risco de desenvolver diabete ndo dependente de insulina (veja
WO 00/07617). Individuos com tolerancia a glicose prejudicada ou glicose
em jejum prejudicada, individuos cujo peso corporal € cerca de 25% acima de
peso corporal normal para a altura e construgdo corporal do individuo,
individuos com uma pancreatectomia parcial, individuos tendo um ou mais
progenitores com diabete ndo dependente de insulina, individuos que tiveram
diabete gestacional e individuos que tiveram pancreatite aguda ou crénica
estdo em risco de desenvolver diabete ndo dependente de insulina.

Uma quantidade eficaz dos compostos de GLP-1 PEGuilados
descritos neste lugar € a quantidade que resulta em um efeito terapéutico e/ou
profilatico desejado sem causar efeitos colaterais inaceitdveis quando
administrada a um individuo com necessidade de estimulagdo de receptor de
GLP-1. Um "efeito terapéutico desejado" inclui um ou mais dos seguintes: 1)
uma melhora do(s) sintoma(s) associado(s) com a doeng¢a ou condi¢do; 2) um

atraso no inicio dos sintomas associados com a doenga ou condigdo; 3)
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longevidade aumentada comparada com a auséncia do tratamento; e 4) maior
qualidade de vida comparada com a auséncia do tratamento. Por exemplo,
uma "quantidade eficaz" de um composto de GLP-1 PEGuilado para o
tratamento de diabete € a quantidade que deve resultar em maior controle de
concentra¢do de glicose sanguinea do que na auséncia de tratamento, com isso
resultando em um atraso no inicio de complicagdes diabéticas tal como
retinopatia, neuropatia ou doenga renal. Uma "quantidade eficaz" de um
composto de GLP-1 PEGuilado para a prevencdo de diabete ¢ a quantidade
que deve atrasar, comparada com a auséncia de tratamento, o inicio de
elevados niveis de glicose sanguinea que requerem tratamento com drogas
anti-hiperglicémicas tal como sulfonil uréias, tiazolidinadionas, metformina,
insulina e/ou biguanidinas. Tipicamente, os compostos de GLP-1 PEGuilados
da presente invenc¢do serdo administrados de forma que niveis plasmaticos
estejam dentro da variacdo de cerca de 5 picomoles/litro e cerca de 200
picomoles/litro. Niveis plasmaticos 6timos para Valg-GLP-1(7-37)0H foram
determinados serem entre 30 picomoles/litro e cerca de 200 picomoles/litro.

A dose de um composto de GLP-1 PEGuilado eficaz para
normalizar glicose sanguinea de um paciente ird depender de um numero de
fatores, entre os quais estdo incluidos, sem limitagdo, o sexo, peso e idade do
individuo, a severidade de incapacidade de regular glicose sanguinea, a via de
administra¢do e biodisponibilidade, o perfil farmacocinético do composto de
GLP-1 PEGuilado, a poténcia, e a formulagdo. Uma variagdo de dose tipica
para os compostos de GLP-1 PEGuilados da presente invengdo ird variar de
cerca de 0,01 mg por dia a cerca de 1000 mg por dia para um adulto.
Preferivelmente, a dosagem varia de cerca de 0,1 mg por dia a cerca de 100
mg por dia, mais preferivelmente de cerca de 1,0 mg/dia a cerca de 10 mg/dia.

E preferivel que os compostos de GLP-1 PEGuilados da
presente inveng¢do sejam administrados ou uma vez a cada duas semanas ou

uma vez por semana. Dependendo da doenga sendo tratada, pode ser
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necessario administrar os compostos de GLP-1 PEGuilados mais
freqlientemente tal como duas ou trés vezes por semana.

Um "individuo" é um mamifero, preferivelmente um humano,
mas também pode ser um animal, por exemplo, animais de companhia (por
exemplo, cachorros, gatos, e os semelhantes), animais de produgdo (por
exemplo, vacas, ovelhas, porcos, cavalos, e os semelhantes) e animais de
laboratorio (por exemplo, ratos, camundongos, porquinhos-da-india, e os
semelhantes).

Os peptideos usados para gerar os compostos de GLP-1
PEGuilados da presente invengdo podem ser preparados usando meétodos
padrdo de técnicas de sintese de peptideo em fase de solugdo ou fase sélida.

A invengdo € ilustrada pelos exemplos seguintes que ndo sdo
pretendidos para serem limitantes de maneira alguma.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - PEGuilacdo de analogos relacionados a GLP-1:

ReacGes de PEGuilagdo sdo realizadas em condi¢gOes que
permitem a formag¢do de uma ligagdo tioéter. Especificamente, o pH da
solucdo varia de cerca de 4 a 9 e as concentragdes de peptideo contendo tiol
variam de 1 a 10 de excesso molar de concentragdo de metéxi PEG2-MAL.
As reagdes de PEGuilagdo normalmente sdo realizadas em temperatura
ambiente. O peptideo GLP-1 PEGuilado € entéo isolado usando cromatografia
de troca i6énica HPLC de fase reversa, ou cromatdgraﬁa de exclusdo por
tamanho (SEC). Analogos de GLP-1 PEGuilados sdo caracterizados usando
RP-HPLC analitica, HPLC-SEC, SDS-PAGE, e/ou Espectrometria de Massa
MALDI.

Peptideos GLP-1 contendo tiol s3o reagidos com
polietilenoglicol-maleimida (PEG-maleimida) para produzir derivados com
PEG covalentemente acoplado através de uma ligagdo tioéter. Por exemplo,

um composto de GLP-1, de 46aa de comprimento; 7,5 mg, 1,8 pumol é
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dissolvido em 2 ml de 200 mM de tampao fosfato contendo 20 mM de EDTA,
pH 7,4. A solugdo é entdo purificada com argénio. A esta solugdo sdo
adicionados 40 mg de metoxi-PEG-MAL, um PEG maleimida linear ou
bifurcado (Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Alabama) (0,55:1
mole/propor¢do molar de PEG para peptideo). A reagdo € realizada por 2
horas. Entdo 25 mg do peptideo PEGuilado € purificado por RP-HPLC,
caracterizado por HPLC de exclusdo de tamanho, e testado para atividade in

vitro.

Exemplo 2 - Reacido de 2X20kDa-PEG-maleimida com analogos de GLP

Analogos de GLP-1 sd3o seletivamente PEGuilados nos
residuos de cisteina introduzidos usando mPEG de 20 kDa linear ativado por
maleimida (NOF, Inc.). Para a reacdo de PEGuilagdo, o peptideo a ser
PEGuilado é dissolvido em 100 mM de tampdo NH4Ac contendo 10mM de
EDTA a pH 6,8 e um excesso molar de 1,25 vez de mPEG de massa de 20
kDa ¢ adicionado. A reagdo é permitida para agitar em temperatura ambiente
por 1-4 horas e cromatografia de troca catiénica SP-Sefarose ¢ usada para
separar composto PEGuilado de PEG livre e peptideo livre. O conjugado &
dessalinizado por RP-HPLC e liofilizado.

Exemplo 3 - Ensaio de atividade in vitro

Células HEK-293 expressando estavelmente o receptor de
GLP-1 humano, usando um sistema CRE-Luciferase, are semeadas em 30.000
células/po¢o/80 pl de meio DMEM F12 com pouco soro em placas de 96
pogos. No dia depois de semeadura, aliquotas de 20 pl de proteina de teste
dissolvidas em 0,5% de BSA sdo misturadas e incubadas com as células por 5
horas. Geralmente 10 diluigdes contendo de 0,001nM a 10nM sdo preparadas
para os compostos de GLP-1 de teste e 0,0003nM e 3nM sdo preparadas para
o padrdo Valg-GLP-1(7-37)0H antes de adigcdo as células para gerar uma
curva dose resposta a partir da qual os valores de ECsy sdo determinados.

Depois de incubagdo, 100 pl de reagente de Luciferase € adicionado
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diretamente a cada placa e misturado suavemente por 2 minutos. Placas sdo
colocadas em um lumindémetro Tri-lux e emissdo de luz resultando de
expressdo de luciferase € calculada. O valor médio de ECs, para composto de
GLP-1 PEGuilado de Formula I, caracterizada pelo fato de que Xaag € Val;
Xaay, é Glu; Xaas; € Ile; e Xaays € Cys € 0,22-1.0,03 nM. O valor médio de
ECs¢ para composto de GLP-1 PEGuilado de Férmula I, caracterizada pelo
fato de que Xaag é Val; Xaay, é Glu; Xaa;; € Ile; e Xaays € Cys-NH, ¢é
0,36+0,04 nM.

Exemplo 4 - Analise farmacocinética de peptideo GLP-1 derivado

Um composto de GLP-1 PEGuilado de Formula I,

caracterizada pelo fato de que Xaag € Val; Xaa,; € Glu; Xaas; € Ile; e Xaayg €
Cys-NH; é administrado por vias intravenosa (IV) ou subcutinea (SCV) em
uma dose de 0,1 mg/kg para ratos SD machos. Os animais (3 ratos por grupo)
sdo sangrados em varios momentos entre 0 e 192 horas dépois de dosagem.
Plasma é coletado de cada amostra e analisado por radioimunoensaio N
terminal especifico. Parametros farmacocinéticos sdo calculados usando
métodos ndo compartimentais (WinNonlin Pro). Por administragdo IV, o
analogo de GLP-1 PEGuilado tem uma meia vida de eliminagdo de
aproximadamente 1,2 dias enquanto que por administragdo SC o analogo de
GLP-1 PEGuilado tem uma meia vida de eliminacéo de aproximadamente 1,1
dias. Nenhuma observacgdo clinica adversa € associada com administragdo IV
ou SC de 0,1 mg/kg. Meia vida de eliminagdo prolongada, depuragdo lenta e
biodisponibilidade subcutidnea (aproximadamente 30%) sdo observadas para o
composto. Dados representativos sdo mostrados abaixo em Tabela 1
Tabela 1 -

Valores médios (£SD) de parametro PK para um composto de
GLP-1 PEGuilado de Formula I, caracterizada pelo fato de que Xaag ¢ Val;
Xaay,, € Glu; Xaasz; € Ile; e Xaass € Cys-NH, seguindo administragido

intravenosa ou subcutidnea de 0,1 mg/kg para ratos SD machos.
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Via Coax” Trmax’ AUC.1ast” t12° CL/F® Vss/F!
(ng/mL) (h) (ng*h/mL) (h) (mL/h/kg) (mL/kg)
- 2020 0,08 52292 25,8 1,9 54
(235) (0,00) (4546) 2.2) (0,2) (2,5)
SC 191 24,0 15423 28.3 6,5 268
(SD) 31 (0,0) (2821) (0,8) (1,2) (56)

? Concentragdo plasmatica maxima observada.

® Tempo de concentragdo plasmatica maxima observada.

° Area sob a curva de concentragdo plasmatica-tempo medida de 0 até ultimo ponto de
tempo.

4Meia vida de eliminag#o.

° Depurag#o corporal total como uma fun¢do de biodisponibilidade.

fVolume de estado constante de distribui¢io como uma fungio de biodisponibilidade,

Quando Valg-GLP(7-37)OH ¢ similarmente administrado IV a
ratos Fischer 344 em uma dose de 10 Kg/kg, valores profundamente
diferentes de depuragio e meia vida de eliminagdo sdo obtidos como listado
abaixo.

Depuragdo: 1449 ml/h/kg

t1/2 (h): 0,05
Exemplo 5 - Anélise farmacocinética de peptideo GLP-1 derivado

Um composto de GLP-1 PEGuilado de Foérmula I,

caracterizada pelo fato de que Xaag é Val; Xaa,, é Glu; Xaasz; € Ile; e Xaays €
Cys-NH; é administrado por via subcutanea (SC) em uma dose de 0,01 mg/kg
para macacos Cynomolgus machos. Os animais sdo sangrados em
varios momentos entre 0 e 168 horas depois de dosagem. Soro € coletado de
cada amostra e analisado por radioimunoensaio N terminal especifico.
Parametros farmacocinéticos s@o calculados usando métodos ndo
compartimentais (WinNonlin Pro). Dados representativos sdo mostrados
abaixo em Tabela 2.
Tabela 2 -

Valores médios (+£SD) de parametro PK para um composto de
GLP-1 PEGuilado de Férmula I, caracterizada pelo fato de que Xaag é Val;
Xaay;, € Glu; Xaas; € lle; e Xaay € Cys-NH, seguindo administragdo

subcutdnea de 0,01 mg/kg para macacos Cynomolgus machos.
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Animal # Cmaxa Tmaxb AUCO-lastc t1/2d CL/F © Vss/F f
(ng/mL) (h) (ng*h/mL) (h)  (mL/h/kg) (mL/kg)

Média 69,49 48 7464,78 75,69 1,06 117,15

SD 17,07 0 1612,03 11,67 0,26 44 89

Abreviagdes: SD = desvio padrido

? Concentragdo no soro maxima observada.

b Tempo de concentragdo no soro maxima observada.

© Area sob a curva de concentragio no soro-tempo medida de 0 até ultimo ponto de tempo.
4 Estimativa de meia vida de eliminago.

° Depuragdo corporal total como uma fungdo de biodisponibilidade.

fVolume de estado constante de distribui¢io como uma fungéo de biodisponibilidade.

Exemplo 6 - Analise farmacodinidmica de peptideo GLP-1 derivado

Um composto de GLP-1 PEGuilado de Foérmula I,

caracterizada pelo fato de que Xaag é Val; Xaa,, ¢ Glu; Xaas; € Ile; e Xaaye €
Cys-NH, € administrado por via subcutdnea (SC) em uma dose de 0,01 mg/kg
para macacos Cynomolgus machos. Uma infusdo intravenosa escalonada de
glicose € conduzida imediatamente antes de administracdo SC de veiculo
controle (salina tamponada com fosfato) e 1, 5, e 7 dias depois de
administragio SC de 0,01 mg/kg de analogo de GLP-1 PEGuilado.
Procedimentos de infusdo intravenosa escalonada de glicose sdo conduzidos
em macacos sedados depois de um jejum de 16 horas. Amostras de sangue
sdo extraidas em 10 minutos antes de comeco de infusdo de glicose e
imediatamente antes de comec¢o de infusdo de glicose para definir linha de
base. Uma infusio escalonada de glicose (20% de dextrose) € entdo iniciada
em uma taxa de 10 mg/kg/min por 20 minutos seguida por uma infusdo de 25
mg/kg/min por uns 20 minutos adicionais. Amostras de sangue sdo extraidas
em intervalos de 10 minutos durante o periodo de infusdo. Niveis de insulina
sdo determinados por imunoensaio. Atividade insulinotrépica ¢ demonstrada
por pelo menos 7 dias (em relagdo a placebo; p<0,0001) seguindo uma unica
injecdo SC de 0,01 mg/kg do analogo de GLP-1 PEGuilado. Dados
representativos sdo mostrados abaixo em Tabela 3.
Tabela 3 -

Valores médios (£SD) de pardmetro PD para um composto de

GLP-1 PEGuilado de Férmula 1, caracterizada pelo fato de que Xaas ¢ Val;
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Xaay, é Glu; Xaas; € Ile; e Xaay € Cys-NH, seguindo administragdo

subcutinea de 0,01 mg/kg para macacos Cynomolgus machos.
AUC de

Insulina
Grupo AUClast (pM*min)
Veiculo Média 14983
SD 5789
SE 2363
Dia 1l Média 30862
SD 10770
SE 4397
Dia 5 Média 27203
SD 6507
SE 2657
Dia7 Média 28542
SD 7685

SE 3137
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

Eli Lilly and Company
Compostos de GLP-1 Peguilados
X-17063

1

PatentIn versdo 3.3

1

40

PRT
Artificial

Construto sintético

MISC_FEATURE

)..2Q)
Xaa em posi¢éo 2 € Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr

MISC_FEATURE
2)..2)

Ala é D-isoméro

MISC_FEATURE

(16)..(16)
Xaa em posicéo 16 € Gly, Glue, Asp, ou Lys

MISC_FEATURE
27)..27)
Xaa em posigdo 27 € Val ou Ile

MISC_FEATURE
(40)..(40)
Xaa em posigdo 40 € Cys ou Cys-NH2

1

His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Xaa Lys Gly Gly Pro Ser

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Cys Xaa

35

40



10

15

20

25

1

REIVINDICACOES
1. Composto de GLP-1 PEGuilado, caracterizado pelo fato de

compreender uma seqii€ncia de aminoacidos da férmula:
His-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaay;-
GlIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Xaas;-Lys-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Cys,s- Xaa46 Férmula I (SEQ ID NO: 1)

em que Xaag é: D-Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

Xaay; €: Gly, Glu, Asp, ou Lys;

Xaasz é: Val ouIle

Xaayg é: Cys ou Cys-NH,

e em que uma molécula de PEG é acoplada covalentemente a
Cysss € uma molécula de PEG € acoplada covalentemente a Cysys ou Cysgs-
NH,.

2. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com
reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato de que Xaag € Gly, ou Val, e Xaaj, €

Gly, ou Glu.

3. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com
reivindicagdo 2 caracterizado pelo fato de que Xaag é Val e Xaa,, € Glu.

4. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com

reivindicagdo 3 caracterizado pelo fato de que Xaag é Val, Xaa,, é Glu, Xaa;;
é Ile, e Xaass € Cys-NH,.
5. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1-4 caracterizado pelo fato de que as moléculas de

PEG sdo Metéxi PEG maleimida linear de 20 quilodaltons.
6. Método para tratar diabete ndo dependente de insulina em

um individuo com necessidade deste, caracterizado pelo fato de compreender

administrar uma quantidade eficaz do composto de GLP-1 PEGuilado como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1-5.

7. Método para tratar obesidade em um individuo com
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necessidade deste caracterizado por compreender administrar uma quantidade

eficaz do composto de GLP-1 PEGuilado como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1-5.
8. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindica¢Ges 1-5 caracterizado pelo fato de ser para uso como um

medicamento.
9. Uso de um composto de GLP-1 PEGuilado como definido

em qualquer uma das reivindicagdes 1-6 caracterizado pelo fato de ser para a

fabricagdo de um medicamento para o tratamento de diabete ndo dependente

de insulina ou obesidade.
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RESUMO
“COMPOSTO DE GLP-1 PEGUILADO, E, USO DO MESMO”

A invengdo fornece compostos de GLP-1 acoplados a duas
moléculas de polietilenoglicol ou derivado deste, resultando em um peptideo
biologicamente ativo com uma meia vida prolongada e uma depuragio mais
lenta quando comparado com aquelas de peptideo ndo PEGuilado. Estes
compostos e composi¢des de GLP-1 PEGuilado s3o uteis para tratar
condi¢des ou desordens beneficiadas por diminuigdo de glicose sanguinea,
diminui¢do de consumo alimentar, diminui¢do de esvaziamento gastrico ou
intestinal, aumento de populagdo de célula beta (B), ou diminui¢do de

motilidade géastrica ou intestinal.



A requerente apresenta novas vias das reivindicagdes para

melhor esclarecer e definir o presente pedido.
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REIVINDICACOES
1. Composto de GLP-1 PEGuilado, caracterizado pelo fato de

compreender uma seqiiéncia de aminoacidos da férmula:
His-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaay,-
Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Xaa;z;-Lys-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Cysys- Xaa46 Formula I (SEQ ID NO: 1)

em que Xaag €: D-Ala, Gly, Val, Leu, Ile, Ser, ou Thr;

Xaay; €: Gly, Glu, Asp, ou Lys;

Xaas; é: Val oulle

Xaaye €: Cys ou Cys-NH,

e em que uma molécula de PEG € acoplada covalentemente a
Cysss € uma molécula de PEG ¢ acoplada covalentemente a Cyss ou Cysss-
NH,.

2. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com
reivindicagdo 1 caracterizado pelo fato de que Xaag € Gly, ou Val, e Xaa,, €

Glu.

3. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com
reivindicagdo 2 caracterizado pelo fato de que Xaag € Val e Xaa,, ¢ Glu.

4. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com

reivindicagdo 3 caracterizado pelo fato de que Xaag € Val, Xaa; € Glu, e

Xaa33 é Ile.
5. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com
reivindicacdo 4 caracterizado pelo fato de que Xaag € Val, Xaa,, € Glu, e

Xaas; € Ile, e Xaayg € Cys-NH,.

6. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindicagles 1 a 5, caracterizado pelo fato de que as moléculas de

PEG possuem pesos moleculares entre 5.000 e 40.000 Daltons.
7. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 1 a 5, caracterizado pelo fato de que as moléculas de
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PEG possuem pesos moleculares entre 20.000 e 60.000 Daltons.
8. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindica¢des 1 a 5, caracterizado pelo fato de que as moléculas de
PEG possuem pesos moleculares entre 20.000 e 40.000 Daltons.
9. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que as moléculas de

PEG possuem pesos moleculares em torno de 20.000 Daltons.
10. Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com a

reivindica¢do 9 caracterizado pelo fato de que as moléculas de PEG sdo

metoxi PEG maleimida linear.
11 Composto de GLP-1 PEGuilado de acordo com qualquer

uma das reivindicagées 1-10 caracterizado pelo fato de ser para uso como um

medicamento.
12. Uso de um composto de GLP-1 PEGuilado como definido

em qualquer uma das reivindicagdes 1-10 caracterizado pelo fato de ser para a

fabrica¢do de um medicamento para o tratamento de diabete ndo dependente

de insulina ou obesidade.
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