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{11) Nacionalidad o Domicilio: Indianapaolls, Estadd
de Indlana, Estados Unidos de América. Cual
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(72)
@ PCT (89)
Solicitud Intemacional No.  PCT/US01/16474 Fecha:  01/06/01
Publicacion Intemacional No. WO 01/88331 A2 Fecha: 27/12/01
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@ Claslficacién Internacional {(51) CO7K 14/00
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siD no [] US y US 16/06/00 y 13/10/00 80/212,171 y 60/240,348
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(19

E Comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud.
E Documento que acredita la axistancla y representaclén legal cuando el solicitante sea persona Jurldica.
E Documento de Representacién Legal. Protocollzado bajo el nimero 11.271.

E Documento de cesion del Inventor al solicitante o a su caueants.
[[] peciaraciones

l:] Copla de la solicitud Intemacional. {(Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccién de la solicitud intemnacional al castellano. (Resumen, descripclén, relvindicaciones, dibujos)

E Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

E Traduccién del axamen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

[[] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitiudes de patente o titulos obtenidos an el extranjero por el

mismo tiular o su causants, relaclonados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D Dae ser ol caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internaclonal.
m Otros Informe de Basqueda Preliminar y su traducclén, Publicacién y su traduccién y Anexo Explicativo de
Madificaclones.

@ FIGURA CARACTERISTICA:
’

His-Xaa,-Glu-Gly-Xaa,-Xaa, -'l‘hr-Ser-A;p-Xaau— Ser- .
Ser-Tyr-Leu-Clu-Xasa, -Xan, -Xaa,,-Ala-Xaa, -Xaa,-Phe-

lle-Xan,-Trp-Leu-Xaay-Xan, -Xaa, -Xan,-R
Formula 1 (SEQ D NO: 1)

|
@ Soliclto la concesién de la patents, . I JOSE ANYERID LLOREDA
. * - NOMBRE
________=-
f
: FIRMA: L,
i C.C.17.150.681 Btd.  T.P.10.784
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotéd de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o ALFONSO LLOREDA CAMACHO para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra protocolizado
ante esa Divisién bajo el No. 11.271. En consecuencia, ruego a usted
reconocer la personerfa de cada uno de dichos Representantes
Legales para actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de

la solicitud en él contenida.

JOSE ANTO DA
T.P. No. 10.784
Codigo 231
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RELACION DE ANEXOS e
No de Follo
Expedlente No pAS
item T
i |CD
2 |owD
3 |REVISTA
4 |[LIBRO
& [PERIODICO
6 |DISQUETES
7 |SOBRE DE MANILA - 1
8 |SOBRE BLANCO TAMANO CARTA
9 |SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO
10 [OTROS:
|Observaciones: sob,e_ Vocio
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Remitente : LA ADMINISTRACION ENCARGADA
DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL
Destinatario: PCT
ELI LILLY AND COMPANY NOTI FICACION‘RELATIVA A LA TRANSMISION DEL
G:I; Steward, Mark, J. INFORME DE BUSQUEDA INTEgNACIONAL ODELA
Corporate Canter DECLARACION
Indlanapolls, Indiana 48285
ESTADOSI'l'JNIDO': DE AMERICA (PCT Regla 44.1)
Fecha de envio
{dfa /mes /afio) 0B /07 / 2002
mddnHMbcagmh PARA ACCIONES POSTERIORES: Véanse los pérrafos 1 y 4 sigulentes
-1
N° de solicitd Intemadional Fecha de presantacién intsmadional
PCT1US 01 16474 01/08/ 2001
Solicitents
ELI LILLY AND COMPANY

1.0

N - |

Se notifica al soliciiante que el Informe de Bisqueda Intermacional ha sido concluldo y remitido.

Presentacién de modificacionss y deciaracién an virtud del articulo 19:
El solicitante estd autorizado, sl lo desea, a modificar las relvindicaciones de la Solicitud Irmtemacional (Ver Regia 48).

LCuando? El plazo limite para la presentacién de dichas modificacionas es normaimante de 2 meses desde la fecha de
tranzmiaifn dal Informe de Bisqueda Intamacional; sin embargo, para mayores detalles, visnse laa notas de acompaliamiento
dal formulario.

¢Dénde? Direciamente al  Inkemational Bureau of WIPO
3, chemin des Colombaettes
2111 Geneva 20, Suixa
Fax No. : (41-22) 740.14.35
Para més detalles respecto de Ias Instrucclones de anvio, véanse ies notas del formulario de acompafiamiento.

Se nofifica el sallcitants qua al informe de Basqueda Intemacional no ha sido concluldo ni remiiido, y que la decaracidn en virtud
del Articulo 17 (2) (a) ha sido trasmitida.

Raspectio de la reclamacién de pago de tasa (s8) adiclonal (ea) en virlud de la Regia 40.2, se le nolifica al soficitante que :

§ La reclamadion jurtto con la decialén adoptada ha sido trasmitido al la Oficina Internacional junto con la peticidn del solldtante
de envio de la recilamaciin y de la dedisién adoptada & las Oficinas designadas.

§it no se ha adopiado ninguna decisidn sobre la reciamacién de pago; o soliciants notificand tan pronto como sea posible la
dedlsidn qus se adopte.

4, Acclén (es) posteriores : Se le recuerda al solicitants los sigulentes extremos :

Transcurridos 18 mesas desde la fecha de prioridad , serd publicada la solciiud intermacional por la Oficina Intermadonal. Si el
soliclianie desaa evitar o posponer la publicacidn, deberi de ser enviada a la Oficina Intemnacional la notificacién de refirada de la
soliciud intemacional, o de la salicitud de prioridad, tal y como establecen las Regias 80 bis.1 y 80 bis. 3, nespeciivamente, antes
da conclulr la preparacion ticnica de la publicacion.

Dentro de lbos 18 messs sigulentes a la fecha de priorided, deberd sor presentada una solicitud de examen preliminar
Internacional sl ol solicitante dessa posponer la entrada dentro de la fasa nacionad hasta ios 30 meses sigulentss a b fecha de
prioridad (en algunas Oficinas despuds).

Dentro de los 20 mesaa sigulentes a la fecha de prioridad, el solicitante debera llevar a cabo ante todas les Oficinas designadas
que no hayaen sido clegidas previaments en ka sciicitud los acios requarides pars la enfrada en la fass naclonal o, en una eleccidn
posterior, dentro de los 19 meses sigulentss a la fecha de priorided, salvo que no esidn obligexios par of Cepitulo H.

Nombre y direccién postal de la Autoridad Intemacional de Basqueda | Funcionario competente

Europsan Patant Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31 —70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, Joannes Vergoosen

Fax: (+31 — 70) 340-3018

Formulario PCT 7 ISA 7 220 (Jullo 1688)
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NOTAS AL FORMULARIO PCT /ISA./ 220

Las presartes Notes pretenden dar las Instrucciones basicas concemientes a la preseniacidn de modificaciones en virtud del
Articulo 18. Las Notas se basan en los requisitos establecidos en el Tratado de Coopenacidn en matesria de Patantes, los Regiementos y iss
Instrucciones Administrativas exdstentas en viriixd de ese Tratado. En caso de discrepandia entre estas Notas y agquelioa requisiins, dsios
ulimos serdn de aplicacién. Para mis informacién, viase tamblén la Gula del Solicitante del PCT publicada por la WIPO.

En estas Notes, "Articuic”, "Regla” y "Seccidn” se reflere a Ias disposiciones del PCT, a los Regiamentos del PCT y a las
Instrucciones Administrativas dal PCT.

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A LAS MODIFICACIONES ESTABLECIDAS EN EL ARTICULOD 19

El solicitants tlena, tras de haber recibido el informe de bisqueda imtemacional, ia posibilidad de presentar madificaciones a las
relvindicaciones de la solicitud Intemacional. Debe, sin ambargo, remarcarse sl hacho de que, en cuanio que fodas las partes de la sollcitud
Intamacional (relvindicaciones, descripciones y dibujos) pueden ser modificadas duante el procedimienio del examen prefiminar,
uwsuaiments no hay necesidad de presentar enmiendas a las relvindicaciones en virtud del articulo 18, salvo cuando, por elemplo, el
solicitante desse retrasar lo méds posible la publicacién a los fines de garantizar una proteccidn provisional, o tiens alguna ofra raxin para
modificar las relvindicacionas anies de la publicacidn intemacdional. Asimiamo, debe remarcarse ol hecho da que la proteccén provisional
asti disponible en aigunos Estados Gnicaments.

4Quil partes de |a solicitud Intemacional pusden ser modificadas?
En virid del articuio 19, tnicaments pueden modificarse las relvindicaciones.
Durants |a fase Intemacional, las relvindicaciones podrin tamblén ser modificadas (o remodificadas) al smparo del articulo 34
ante la Administracin encargada del Examan Preliminar intemacional. Las descripciones y los dibujos podrin también ser
modificados en virtud del articuio 34 ante la Adminisiracién encamgada del Examen Prelimingr infemacional.

Al entrar an la fase nacional, podrin ser modificadas indas les paries de la soliciud intemacional en virhud dal articulo 28 o,
cuando proceda, en virtud del articulo 41.

LCuanda?

Dentro de los 2 meses siguleniss & la feche de transmisién dal informe de bisqueda intemacional o denbro de los 18 mesas
siguferites a la facha de priorkiad, cuaiqulera que ssa la fecha que axpire antss de les dos. Debe safialarse, sin embargo, que ixs
modificaciones podrin ser consideradas recibidas en fecha ol son recibidas por la Oficina Intemecional despuds de haber
(qirldodflmIhhaﬂl@ﬂeluqmmallemdwndahsmmdahpllhclonlnunndorﬂ
Regla 46.1

LEn qui casos no se pueden presantar las modiicacionea?

Las modificaciones podrin (nicamenis presentarse con la Oficina intemacional y no con la Ofidna recepiora o la Adminisiracion
encargaca de la bisqueda intemacional (regla 48.2).

En los casos an que 86 ha presantado o s& presents una peticidn de examen preliminar intemacional, véase a continuacién lo
que sigue.

LCéma?

Blen cancelando una reivindicacién o més, blan afiadiendo una relvindicacién o mas o modificando el taxto de una o méa de las
ralvindicaciones presentadas.

Se presentani una nueva hoja de sustifucidn para cada una de las holas de las relvindicaciones que, por haber skio Introducida
una modificacion o varias modificaciones, difieran de la hoja pressntada originaiments.

Todes ias ralvindicaciones que aparezcan an una hola de sustitucién debenin estar numeradas en numeracion drabe. En ol caso
de que una relvindicacién sea cancalada, no serd preciso volver a numerar las relvindicaciones restantes. En todos los casos en
que las meivindicaciones astén numeradas de nuevo, dstas deberdn mumerarss de forma corsecutiva (Instrucciones
administrativas, Saccldn 205(b}).
Las relvirdicaciones deberdn realizarse en ¢l idioma an que la sollciiud Internacional fuere publicada.

4.Quid documentos deben / pusden acompafiar a Ias modificaciones?
Carta (Seccién 205(b)) :
Las modificaciones deberin de presentarse junto con una carta.

La carta no deberd publicarss junto con ka solicitud Internacional ni las reivindicaciones modificedas. Dicha carta no deberd
kierificarse con ta "Declarecién del Articulo 19 (1)° (Véasa a continuadidn, bajo el epigrafe “la Dedlaracién del Articulo 19 (1)°).

La carta deberd estwr redacteda en Inglés o francéds, & aleccion del solicitanta Sin embargo, o el kiloma de la solictud
Intemacional as al ingiés, ia carta deberd estar redactada an ingiée; an caso de que al kdioma de Ia solicitud Inlemacional sea el francés, ia
carta debend estar redacteda en francée.

Notas al Formiario PCT 7 1SA 7 220 (Primera pagina) (Enero de 1004)



NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/ {Continuacién)

La caria deberd Indlcar las diferendas antre ias relvindicaciones tal y como se presentaron originalmente y las reivindicaciones
madificadas. Debend en particular indicar, en consdén con cada relvindicacidn que apanezca en la solichiud Interacional {(an e blen
entandido que las Indicaciones ldénticas concemientes a varias relvindicaciones deberin quedar agrupades), los sigulentes exiremos

)] la relvindicacién permanece inalierada;

{n la relvindicacién es cancelada;

(i) Ia reivindicacion es nueva;

(v} la relvindicacién remplaza a una o mas de las refvindicaciones tal y como fuaron presentadas originaiments;
(V)] Ilrdvhdludhudmlhdod.hdlvhlﬁndonrdﬂrdlﬂﬂnhlymommuhlmm

Los siguisniss ajampics liustran ia manara en que las modificacionss deben ser axplicadas en Ia carta de acompafiamiento:

1. [En el caso de que orfiginaiments hublere 48 relvindicacionss y tran de la modificacién de algunas de efias termine
hablendo 51] : “Las relvindicaclones 1 a 28, 31, 32, 34, 35, 37 a 48 fueran modificadas por relvindicaciones de un
mismo nimero; las reivindicacionas 30, 33 y 38 panmanecerin inalteradas, y las nuevas reivindicaciones 48 a 51
s6 afladirdn a las edstantes.”

2. [En e caso de que ofginaimente exstieran 15 relvindiceciones y tras de las modificaciones de las
relvindicaciones hubiere 11] : “Las relvindicaciones 1 a 15 serdn reemplazadas por las relvindicaciones 1 a 11.”

3. [En ¢l caso de que ariginaiments hublere 14 relvindicaciones y las modificaciones consistieran en ka cancelacion
de algunas da las relvindicaciones y en afladir obras nuevas] : “Las relvindicaciones 1 a 8 y 14 pamanecerdn
Inalteradas; las relvindicaciones 7 a 13 se cancelan; y se afiaden las nuevas relvindicaciones 15, 18y 17." o "Las
relvindicaciones 7 a 13 se cancalan; se afladen tas nueves reivindicaciones 15, 18 y 17; y dl resto de s
relvindicaciones parmanecan Inaitaradas.®

4. [En caso de que se realicen varios tipoa de modificaciones] : "Las relvindicacionss 1-10 permanecerdn
inalteradas; kes reivindicaciones 11 a 13, 18 y 18 se cancslan; las relvindicaciones 14, 15 y 10 se reemplazan por
2 reivindicacién 14 modificada; la reivindicacidn 17 sa subdivide en las relvindicaciones 15, 18 y 17 modiicadas;
sa afiadan las nuevas relvindicaciones 20 y 21.”

“Deciaracion del Articuto 19 (1)* (Regla 48.4)

Las modificaciones pueden ser acompafiades por una declaracidn que explique las modificaciones e indique cuaiquier efecto que dichas
modificaciones puedan tener en la descripcidn y an los dibujos (que no pueden ser mocdificacios bajo of articulo 19 (1))

La decianacién seni publicada con |a soficitud Intemadional v las relvindicacionss modificadas.

Debeni presentarse en al kiloma en que Ia solicitud intemacional sea publicada.

Deberd ser breve, que no excada de 500 palabras sl estuviers redactada en Inglés o fuere traduckia al inglés.

No daberé confundirse con |a carta de acompafiamiento nl sustiuir a 4sta en lo que s reflare a ka Indlcacidn de laa diferenclas entre las
relvindicaciones presentadas originaiments y las relvindicaciones modificadas. Deberd presantarse an hoja aparte y deberd Kentificarse
claraments en el encabazamiento, preferiblemente medlante la expresidn "Declaracién del Artfaudo 10 (1).°

No deberd contener ningin comentario amitido an el informe de bdsqueda Intemnacional o |a oporiunidad de citas contenidas en este
informe. La referencia a les citas, relativas a una determinada reivindicacidn, contanidas en el informe de biisqueda Intemnacional puede ser
hecha dnicaments en relacién con una modificacidn de dicha relvindicacidn.

Consecusncias de haber sido ya presentada la peticién de sxamen preliminar intemacional

Sl, en cuaiquisr momento de la presentacién de cuaiquier modiicacién en virtud dal Articuio 18, se hublere presentado ya una peticidn de
examen preliminar intemacional, ol solicients deberd preferentements, al mlsmo iempo da la presantacién de las modificaciones con la
Oficina Intemacional, presentar tamblén una copla de dichas modificaciones con la Adminisiracidn encargade del Examen Prefiminar
Internacional (ver Regia 82.2 (a), primera parte).

Efectos relstivos a la traducclén de una solicitud intemacional para Ia entrada en la fass nacional

Se atree la atencitn de loe salicitantas sobre al hecho de que, a la entrada en la fase nacional, podrd ser propordonada una treduccin de
las relvindicaciones tal y como han quadado modificadas en virtud del Articulo 19 ante la Oficina deeignada / selecclonada, en luger da, o
junto a, la traduceién de la relvindicaciones tal y como fueron presantadas originaiments.

Para mayores detalles sobre los requisitos da cada Oficina designada / seleccionada, wiase al Volumen |l da la Gula de Salicitante PCT.

Notas el Formulario PCT / ISA / 220 (segunda pagina) (Enevo de 1004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES FEN

PCT
INFORME INTERNACIONAL DE BUSQUEDA

{Articulo 18, as! como reglas 43 y 44 PCT)

[N® de expediente del solicitanie o del agenla | POSTERIOR Véase la notificaddn del envio del Informe Intemacional de bisqueda
PROCEDIMIENTO ({formulerio PCT/1SA/220), asl como el punio § indicado a contimacion,
| X-13889 en la mecida que comesponda _
N® de expediente Intemacional Fecha de solicitud intemacional (Primera) facha de prioridad (dia/mes/aiio)
(Dia/mes/afio)
PCT/US 01/18474 01/08/2001 168/06/2000
[ Solictants
ELI LILLY AND COMPANY

Esta Informe Intamacional de bdsqueda fue elaborado por la autoridad Intemacional de bilsqueda y se envia al solicitante de acuerdo con el articulo
18. Una copila se anvia a la Oficina Intemadional.

Informe Intemacional de bdsqueda Incluye un totalde 3 hojas.
X Ademés, ua@nﬁmwphdolmdmmchmddmmhﬂmhhdlﬂdmmmlnhmn

1. Base del Informe

a. Respecio al idioma, la bisqueda intemacional se ha reaitrado en base a la solicihud intemacional en el idioma an el que se ha presentado,
slampre que no se haya especificado otro idioma bajo este punto.

La bisqueda intemeacional se ha realizado a base de una traduccién de la solichud internacional presenteda ante la auloridad (regla
23.1b).

b. Raspecto a la secuencia de nucledtiios y/o aminodcidos descrita en a solictiud Intemacional, la bilsqueda Intemacional ee ha reallzado &
buaddpmhmlodemque
Estii Incluido en la solldtud intemacional de forma esaita.
x Se ha presantado jurto con la solicitud Intemacional de forma legible por ordanador.
Se ha presentado en la autoridad posteriorments de forma esarita.
Sa ha presentado en la aukoridad posterionnente de forma leglible por ordenador.
Se ha presentado la declaracién que &l protocolo de secuencia presentado posteriorments de forma escita no va més aiid del
contanido informativo de ha sollciiud intemacional en el momento de la solicitud.
Sa ha presantado la declarscién que las Informaciones regisirades de forma legible por ordenador cormesponden al protocolo de
sacuencia escritp.

2, X Determinadas relvindicaciones han resultado ser no Investigables (véase el campo I).
b Falta de unidad de la brvencién (véase o] campo II).
Respecto a la denominacién de la Invenddn

X Seconcede al texto literal presentado por ol soficitante.
La autoridad ha filado el texto litaral de la sigulents forma:

5. Respecio al resumen

X saconcede ol taxin lteral presentado por e solicitante.
La autoridad ha fijado el texio Iiteral segin la regia 38.2b) en la versidn Indicada en el campo ll. El solicitante pusds presentar ante la

0. La siguiente reproduccién de los dibujos debe publicarsa con el resumnen: Fig. N°®

Segin la proposicién del solicitants x  Ninguna de Is figuras
Porque al proplo sallcitants no ha propuesto ninguna figura.
Porque esta figura caracteriza mejor la Invencién.

autoridad sus comentarios al respecio en ¢l plazo de un mas después de la fecha del envio de esta Informe Intemacional de bisqueda.

Formulario PCT/ISA210 (hoja 1) (ufio de 1998)



INFORME INTERNACIONAL DE BUSQUEDA

. A3
C,

[ﬁ' de expedients Intemacional
PCTAUS 01118474

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE SOLICITUD
NIP 7 CO7K14/805 AD1K3&/26 AB1PIMD

Segin sl nomencidtor intemacional de patentes (NIP) o segiin el nomenciitor nacional y el NIP
B. CAMPOS INVESTIGADOS _ _
Material minimo comprobado en la bdsqueda (sisterna de ciasificacién y simbolos de clasificacifn)
NIP7 COTK ABIK AB1IP

Wr- Investigadan que, sin smbango, no forman parte del material minimo comprobado, en la medida que pertenecen a los campos de la
a

Base de datos electrnica consultada en la bisqueda Intemadional (nombre de Ia base de datos y conceptos de bisqueda eventualments
uliirados)
EPO-intamal, CHEM ABS Data, WP Data

Ig DOCUMENTOS CONSIDERADOS FUNDAMENTALES
.i

Denominacidn de la publicacin, si es necasario, IndicAndose las partes elevantes . 8 relvindicacién N°
X WO 00 07617 A (NOVO NORDISK A/S) 1

17 de febrero de 2000 (2000-02-07)

pag.9- 50
X WO 80 30731 A (ELI LILLY AND COMPANY) 1

24 de Junio de 1999 (1999-08-24)
pig. 5 - 8; reivindicaciones 5, 9, 14

X WO 08 18688 A (ELI LILLY AND COMPANY) 1
14 de mayo de 1608 (1998-05-14)
pdg. 4, linea 20 - pdg. 18, linea 17; ejemplo 1

X US 5877 071 A (GALLOWAY ET AL.) 1
2 da noviembre de 1999 (1990-11-02)
mendonado an la soliciud
colunna 7; relvindicaciones 1 - 8; tabla 1

-

X Otras publicacionas se indican an la conlinuacién del campo C X Véase el anaxo Familia de paiantes

* Catagorias espaciales de las publicaciones Indicadas *T" Publicacidn posterior, que se ha publicado después de la fecha de

“A" Publicadién qua define al estado general de la tdcnica, pero que no solicitud irtemacional o despuds de la facha de prioridad y con la
debe conslderane sspeciaiments relevante que no colisiona |a solicitud, Indicindose sdlo pam Ia comprensién

“E" Documento antarior que, sin embargo, no se ha publicado antes de del principio an el que se basa Ia Invencién ¢ de la teoria en la que
Ia facha de solicitud Internacional o incluso pesteriorments a ésta. sa basa la misma.

“L" Publicacién que hace dudosa ia relvindicacion de la priorided o con la "X Publicacién de importancla espacial; solamants en basa a esta
que sa pretande comprobar ka fecha de publicacidn de otra publicacién, la iwvencidn relvindicada no puede considerarse nueva
publicacidn indicada an ol Informe de bisqueda o que se Indica nl puade considerarss que la miama ssté basada an una activikiad
por oira ranin especial (segin se Indique). Inventiva,

“O° Publicacion que sa raflers a una desaipcidn oral, un uso, una *Y" Publicacién de Importancia especial; no pusde considerarse que la
axposicidn u otras medidas la invencidn relvindicada esté basada en una aclividad Inventiva, o

"P* Publicacion que se ha publicado antes de la fecha de soficiud la publicacin ss asocia a una o a varias otras publicaciones de esta
intemacional, pero después de la fecha de prioridad reivindicada. categoria y el exta asoclacidn es evidents pare un experto.

| *&" Publicacidn que &8 mismiyo de la misma familla de patentes

Fecha de la finallzaciin de la bisqueda Intemacional Facha de envio del Informe intemacional de basqueda

20 de Junio de 2002 07/08/2002

Nombre y direccidn postal de ia Autorided Internacional de Bisqueda Empleado autorizado
Europdiiaches Patentamt {Oficina Europea de Patentes)
P.B. 5818 Patentiaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk Schmidt W,
Tal (+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo nl.
Fax [+31-70) 340-3016

Formulario PCTASA210 (hoja 2) (ulio de 1992) Pégina 1 de 2



INFORME INTERNACIONAL DE BUSQUEDA

A4
1O

N° de expadients Internacional
PCTAm 01/18474

C._{continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS FUNDAMENTALES
| Categoria® | Denominacién de la publicacién, sl es necesario, indicindose las partes relevantes

"Resp. a reivindicacion N*

X WO 81 11457 A (BUCKLEY DI ET AL.)

8 de agosto de 1881 (1691-08-08)

pég. 2, linea 24 - pig. 7, linea 8; reivindicaciones
1-14;tables 1,2

b 4 DEACON CF ET AL.: "Dipeptidyl peptidase
IV resisiant analogues of glucagon-iike
peptide-1 which have extendad metabollc
stability and improved biological

activity”

DIABETOLOGIA,
vol, 41, 1008, pag. 271 - 278, XPO02202152
pég. 276; figura 3; tablas 1, 3

Formuaric PCT/ISA210 (continuadién de hoja 2) (jullo de 1882)

Pigina2de 2



Solidtxd internacional No. PCT / US 01/ 18474

Otra informacién continuacién del PCT /ISAJ 210

Continuacién del recuadro (. 2
Relvindicaciones Nos. : 1-35, 38-45 (indas parciaimentse)

Las presentes ralvindicaciones 1-35 y 38-45 relativas a un nimmero exiremadaments ampiio de posibles componentss. De hecho, las
relvindicaciones contlenen tanias varianss y condicionantss que aparece una total falte de clarided y concisidn en lo que respecta
al significado dal articulo 8 PCT, hasta al punto de qua se haca impasible dar santico e la bisqueda de las reivindicaciones.

Aln méa, con la argumentacién en el sanlido del Articulo 8 PCT y la descripcidn conforme a la letra dal Articulo 5 PCT, (nicaments
puaden encontrar algunos de ke componanias relvindicados. En al presents caso, las relvindicaciones al carecer da dicho apoyo y
la solicihud al carecer de diche descripcidn, hacen e(in més imposible ol cabe una bimqueda significativa del Ambito total
reivindicado.

Por ofra parts, la fase niclal de la bisqueda revels la eistencia de 281 documenios con SEQ ID NO 1 (Incluyendo los
condicionantes) relativos al aspecio de la novedad. Asl muchos documentos han skio comegidos de modo que no es posible
delarminar qué paries de las reivindicaciones definen al objeio cuya proteccién puede legitimamente solicitarsa (Articulo 8).

En consscuancia, la bisquedsa ha sido Bevada a cabo pam aquellas partes de la solicitud que aparecen verdaderamente carae,
conclags y argumentadas, principakments los componentes GLP — 1 descritos en s tabla 1 (pdginas 30 — 33 de la presente sollcitud)
dentro del sentiio de ia relvindicacidn 1 y de los componentes GLP - 1 de las relvindicaciones 38 y 37.

Seo airee la atencién de los solicitantes hacla el hecho de que estas relvindicaciones, o partes de las mismas, relatives a les
invencioness respecio de las cuales no se ha elaborado ningdn Informs de bisqueda intemadional, no necasitand ser objeto de un
examen preliminar intemacdonal (regla 88.1 (s) PCT). Se advierte al solicitants de que Ia politica de la EPO cuando acia en tanto
qua Administracidn encargada del Examen Preliminar Intemacional normaiments no es la de flevar a cabo un examen prefiminar
sobre un objelo que no haya sido previaments buscado. Tal es el caso, con independencia de sl las relvindicacionss hayan skio
modificadas o no a la recapcidn del informe de bisqueda intemacional o durants el procadimianto del caphtulo 1.

Notas al Formulario PCT / ISA / 220 (segunda pagina) (Enero de 1064)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 01/ 18474

Recuadro |
Obssrvaciones

reapecto da aqualias reivindicacionss que no puesden buscarse (Continuacién del punto 1 de Ia Primera Pigina)

1.8

im

Ei presenta Informs Intsmacional de Biisqueda no ha podide concrelanss respecio de aigunas da les relvindicacionss en virtud del
Articulo 17 (2) (a), por las razones que siguen:

Relvindicaciones No.:
dado que se refleren a un objeto cuya bisqueda no ha sido solicitada a esta Administracion, principaimente:

Sl bien |as retvindicaciones 40-43 estén dirigidas al método de tratamiento del cuerpo humano / o an animales, la
bilsqueda ha sido Bevada a cabo y se ha basado en los efecins alagados dal componente / composician.

Relvindicaciones No.: 1-35, 38-45 (odas parcialmente)
dado que sa refleren a partes de la Solicitud Intemecionsl que no cumpian con los requisiios prescritos al efecto, de modo
que no puade levarse a cabo ninguna Blsqueda imamacions! apropiada, concretamente:

Ver més Informacién en le pégina PCT / ISA /210

Raivindicacionss No.:
dado que son relvindicaciones depandientss y no estin establecidas de acuardo con &l primer y segundo pdraio de i

Ragia 8.4 (a)

Recuadro I Observacionss respecto de la falta de unidad de imvencién {Continuacién del punto 2 de la Portada)

sigue:

i+ H

AW

Esta Administracidn de Bisqueda intemacional ha enconirade invenciones miiltiples en esta soliciiud Intemacional, tal y como

En Ganto que han sido satisfachas por ol solicitants todes las tesas adicionaies de bisqueda, en tampo y forma, af
presente informe de Bisquaeda Intermnacional cubrird todss las reivindicaciones suscaptibles de ser buscades.

En tanto que des las relvindicaciones susceptibles se sar buscadss pusden ser on efecto buscadas sin un emplec
mayor en elio que jusiiicare una tasa adicional, ests Administrackdn no requiens del solicitants ningin pago de tasa
adicional.

En tanio que (nicamants aigunas de las tases de bisquedas adicionales han sido satisfechas an iempo y forma por &l
solicitants, el presents Informe de Bisqueda Intameacional inicaments cubrird las relvindicaciones cuyas asas de
bdsqueda hayan sido satisfechas, concretaments las relvindicaciones No.:

No ha sido satisfecha ninguna tasa de bisquedes adiciorales en tlampo y forma por el solicitante. Consigulenisments, &l
presente Informe de Bisqueda Intemacional Gnicaments cubrird ia invencién menclonada en primer lugar en las
reivindicaciones; abarcando a las reivindicaciones No.:

Cuestionss sobra Ia reclamacién

O Las tasss bdequeda adicional sa acompafian de reciamacién presentada por
ol solicitanta
O Nose acompafia recismaciin de pago de les tasas de bisqueda edicional

Formularfo PCT 7 ISA 7210 (portada) (Jullo 1998)
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Datos respecin @ publicacionea que forman parte de la misma famillla de patentes ll;l'chTU upedlums padianta | ]
; _ 74
[ Documento de patents indicado en Fecha de publicacin Miambro(s) de la famiia de Fecha de publicacin
A ol Informe de bimquada petentes
WO 0007617 A 17-02-2000 AU 5027209 A 28-02-2000
WO 0007617 A1l 17-02-2000
EP 1100530 A1 23-05-2001
WO 8830731 A 24-06-1900 AU 1821890 A 05-07-1909
BR 8813658 A 10-10-2000
CA 2315243 At 24-06-1909
CN 1261389 T 24-01-2001
cz 20002104 A3 15-08-2001
EP 0926158 A2 30-08-1900
HR 20000408 A1 31-10-2000
HU 0100048 A2 28-05-2001
JP 2002508332 T 18-03-2002
NO 20003081 A 08-08-2000
NZ 505182 A 31-05-2002
PL 341210 A1 26-03-2001
R 200001726 T2 23-10-2000
WO 9930731 A1 24-06-1900
ZA 8811468 A 14.06-2000
WOO9B10688 A 14-05-1998 uUs 8191102 B1 20-02-2001
AU 734042 B2 31-05-2001
AU 5245798 A 29-05-1998
EP 0048191 At 08-10-1899
HU 0003314 A2 26-02-2001
NO 992557 A 16-08-1099
NZ 335885 A 23-02-2001
PL 334317 At 14-02-2000
WO 96819698 A1 14-05-1098
ZA 8700004 A 25-05-1998
US 5077071 A 02-11-1999 us 5705483 A 06-01-1898
us 6133235 A 17-10-2000
. us 4388053 B1 14-05-2002
AU 708150 B2 29-07-1900
AU 2026885 A 03-10-1996
BR 9503038 A 23-09-1997
CA 2150080 A1 22-09-1908
CN 1131674 A 25-09-1996
cz 8501321 A3 16-10-1906
EP 0733644 A1 25-08-1996
FI 852538 A 22-09-1996
HU 74720 A2 28-02-1907
L 113809 A 26-07-2000
JP 8269007 A 15-10-1906
NO 052034 A 23-09-1906
NZ 272188 A 26-01-1897
PL 308783 A1 30-08-1996
RU 2147588 C1 20-04-2000
™ 389769 B 11-05-2000
ZA 8504141 A 22-11-1908
CA 2137208 At 10-08-1005
EP 08585688 A1 21-06-1905
JP 7186695 A 01-08-1995
WOg111457 A 08-08-1991 AT 184852 T 15-04-1998
CA 2073858 A1 25-07-1991
DE 00120226 D1 14-05-1968

Formulario PCTASA/210 (Anexo Familia de Patentes) (Jullo de 1982)



. - 4_8

INFORME INTERNACIONAL DE BUSQUEDA |
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Datos respecio a publicaciones que forman parte de la misma famifia de patentes g'cfll_amupedllm Intemacional
01/18474
Documento de patents indicade en Fecha de publicacién Miembro{s) de la famila de Fecha de publicacién
N 6l Informe de bisqueda _patentes
WO 9111457 A DE 89120228 T2 30-07-1968
DK 512042 T3 11-05-1988
EP 0512042 A1 11-11-1982
ES 2113878 T3 18-05-1968
JP 3202320 B2 04-03-2002
JP 2001151788 A 05-06-2001
WO 9111457 A1 08-08-1991
us 5545618 A 13-08-1988

Formulario PCTASA/210 (Anexo FamiRa de Patentes) {Jullo de 1962)



PATENT COOPERATION TREATY
su 10 2%
Fmﬂ':\!mﬂ AL SEARCHING AUTHORITY PCT
To:
el iy wo coemny AN TGP
n. Stewart, Mark, J.
Lilly Corporate Center OR THE DECLARATION
Indianapolis, Indiana 46285
UNITED STATES OF AMERICA {PCT Rule 44.1)
Dsta of maiing j -
(dapinoninyen)  08/07/2002

Applicant’s or agenta fie refarencs

X-13989 /7 FOR FURTHER ACTION  Bee paragraphs 1 and 4 below
international appiicalion No. imiemationsl fling dxte

PCT/US 01/16474 / (dipimeaihied  01/06/2001 s
Applcant

ELI LIILY AND COMPANY

1. [X] The spplicant is hersty nofied that the intemationsl Search Repert hes been established and Is tranamitisd herowith.

Fiing of aransicmanis and stxiement under Artials 18
The appiicant ks enditied, I he 5o wishes, io amend the claims of tha inlamational Application (sse Pule 48):

Whan? Tha time mR for fing such amandmaents is normally 2 months from the date of tranemittl of the
Inemsional Ssarch Report; howevar, for mons detalls, 588 1he Notes ON e AcCOMpaEnying sheet.

Where? Dintty o the  Inlemational Buresu of WIPO
34, ohemin des Colombetias
1211 Ganeva 20, Switzeriard
Fascimle No: (41-22) 740.14.35

For mern detalled Insiructions, see the notes on the eccompanying sheet.

2 Tha appiicant la haraby notfiad that no imemaional Gasrch RAeport wil be ssiablished and that the dasleration
D Arlﬁi'lEKI)blIIMHnllllln“ herowith, i

8 [T} With regani ts the protest against payment of (an) ackditonal fee(s) undar Fuls 40.2, the sppliomt Is nofiled that

D the protest iogether with the decision thereon has besn ymnamitied 1 the (ntsmational Bureat) ingether with the
appiicant's request Io forward the texts of bolh the proest and the decieion thereon 1 the designaiesd OfMcss.

[ o dacision hes besn mads yeton the protass: the spplicent will be notfid a8 500N as a decision s made.

4. Further sotionfs):  The applicant i remindad of the folowing:

Shorlly aftar 18 menthe from the pricrity dats, the intemations appiication will be published by the intemational Buresu.
if the appicant wishss t aveid or postpona publication, & notice of withdrswal of the insmational applicalion, or of the
priarily ciaim, must resch the inlemationsl Buresu as provided in Pules 60bk.1 and S§0bis.3, respactivaly, bafore the
oompiation of he lachnical preperations for intemational publication.

Within 19 menths from the priorfty daw, a demand for inlermations] praiminiry sxarmination must be fled f the appiicarn
wishes 1 posipons the antry inib the nalional phass untl 30 monthe from the priority cdaie (in some OfMoss svan later),

Within 30 maonthe rom the priorty date, e appiicant must perform the prascribed acts for aniry o the national phase
before afl designeied Offioss which have not mhhu&?ﬂchnﬁﬁmﬂﬂmﬂumu
priarity deia or coukl not be sleciad bacauss they ars not bound by Chapier IL

Nams and maling addess of the inlsmations] Searching Authority | Authoriaed affiosr
T ah  Europten Palent Offios, P.B. 5618 Palentiaan 2
NL-2280 HV Joannep Vergoosen

Tol (+31-70) 340-2040, T 31 651 epo N, ( J
Fast: (+31-T70) 340-3016

Form PCTABA220 Lady 1898)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are inlansiad 10 give Ihe basio lnstrustions gonasming the Gling of amancimenis under artisle 19. The
MnumhmthMTudv.hw-ﬂhmw-
urcier that Treaty. In sase of dissrepanoy between fhesa Notes and thoss recuiremenis, the lslier are eppiieable. For mare
datailnd information, ses aleo e PCT Applicants Guids, a publiination of WHO.

in theaa Nolss, *Artice”, "Ruls”, and "Seclion” refer i the provisions of the PCT, the PCT Reguistiors end the PCT
Adminarative instrustions reapectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The apphoant has, afier having ressived the inlemalional ssarch epet, one spparunily o smand the csima of e
MMIMMhMMhdmdhm (ﬁ-.
denonphon and srenings) be amendad dusing the inlemational prelsninary sxsnination them s

n need ip iy smendmenis hﬂmuﬁﬂlﬂhﬂ-ﬂm.mhm"hh_hhm
e e parposes of provisional proieclion or hes ancther raason for the claims belre iniamational pbaulloation.
Fusthormusy, § should be enephanized thet provisionsl prolesiion s avaiishle in some Stales enly.

Wil parts of the inlermaiiontl applostion may he amended?

Under Aricle 18, only the claims may be amanded,
Chrwyg the vtamnationsl ghase, he slaime aing by amevsind {or father smended) unsier Arlicle 34 belarm
Aricia 34 balare the intermnaiionall Examining Authority.

Upen entvy into the national phase, all peris of the intamstionsl appiiostion may ke smended ursier Arlisle 20
or, whare applisable, Article 41.

Whan? mnmmuuumunwmm.tcmmnm
dale, whchever fime Gmi supines intar, & should be noled, however, that the amendmanis will be conaidered
s having basn recalved on fivw N they are recelved by ihn inlsmalionst Buresu after the explrsiion of w
ﬁrunmnmdn“muwm

The amendmants meay only be Siad wilh the intemational Guresu and net with the mosiving Ofios or the
intemahenal Searching Authorly (Rule 400 «

Whare & damansl for iInlemnalional preliminary axaminalion has beenia fled, see below.,

How? B enlire clalma e bt of
n.m“-::. claime, by adding one sr more sew or by amanding

Amtmmn.“hu.hdudhdﬁ-m atnount of wn armesviment
mmenchweris, diffars from the shest seiginally Sled, - - -

Al im olsims appewing on & repiscamant shast must be numbered in Arebis navarals. Where a oaim b
cancalied, ne reruamberineg of e ether alsime s required. In off canes wivre daims are rerumisered, they must
e remankbared senasculively (Asministrative insiructions, Seotion 206{).

The asendmants must be made in the language in which the intemelienal spplication la ta be published.

What decuments tnnt/may sscampany the smendmanin?
Latter (Beotion S8E(b)):
The smandmanis must be subsmitied with & lether,

The lefier wil nst be published with !he inlemational epplicaion and he amandiad dlalma. 1t aheuld nal be
scnhaad with the "Stalement under Ariile 19(1)" (30 below, under *Sialernant under Arisie 191)°).

The isiter musi be In English or French, st i ghaioe of the Ih-v..llhl“dh

n e
™ hm-ﬁrl. Iotter meiat be In the isnguage of the intemations! sppliostion

Nalea i Form PCTABARO (first shaet) (Jasnary 1094)
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NOTES TO FORM PCTABA/220 (continued)

Tha letinr musi ndinats the differences beiween the olsims as fied and the daime s amended. & must, in
partiaulsr, indioste, in eonnechon with eash alaim appearing in the intemasiional appliestion (i being undeminad
that identinal ndiostions conoaming several clakime may be grouped),whether

the claim i unchanged;

e claim I cancalied;

the olaim i newr;

the claim repisces one or mare olaims as fied;

fhe dlaim la the resull of the division of a claim aa Bed.

TTEE®

The Mustrals in which amendmants mustbe In the

1. [Wiere ariginally ere wers 40 olsims and alter smandment of aome dlaima thers are 51):
Cisims 1 10 29, 31, 32, 34, 35, 37 b 40 mpisoad by smended alsims bearing the sama numbaern;
claims 30, 33 and 36 unchanged; rew daims 49 to 51 added "

2 m ariginally theve were 15 olsims end aier emanciment of all cleims there are 11}:
1 o 15 replaned by amencied dlaims 1 i» 11.°

- % M-I thae wive 14 olsive and the amendmanis consist in canosling some cltlve erd in adkding

'clmibl-luumm?bﬂ-—ld; claime 15, 18 and 17 addad " or
'ﬂ.m?bﬂm_u-ﬂ.ﬂ-dﬂdhd;:' ﬂ-'ud-'ul

4. [Where veriss kinds of amansimenia ane masie}:
“Clainw 1-10 dﬁ-‘lih‘ll.‘ll-ﬂilmmu.liudﬂww-ﬂ
claim 14; clain 17 inio amanded clgims 15, 18 and 17; naw aclsins 20 and

"Sislemmant wnder articls 15{1)" (Rule 40.4)

The snendmenis may be sscompanied by a ststament explaining the ameeximanis and indisaling any impast
H%-rﬁﬂnﬂllnmhw-lhmwmﬂhmm

The sislemani will be published with the inlemational applicstion and the amended clalma.
& musl be in the bngags in which the internsiional appplicalion ls io be publishesd.
& rmust be brisl, nol exsesding 500 worda if in English or i rerslated it English.

R should not be confused with and doss not repiace the latler indiosting the diferences between the cisime
&= Bed and = sverded. R musi be e on & separwie slmat and st be idenilied as such by & haading,
pwiershly by using Yhe wordh “Stalswent under Artiale 18(1)."

R may not contsin any deparaging commenis on the inlsmationsl search report or the sisvancs of ollsliors
mauwmummu-mmmnuwm
rapert may be masie only in conneclion with an amendment of that olaim.

Cansagquence I a damand for interaalional preliminary exasinetion has siready bean Slad

N, at the ime of Eing any amendmants ursier Article 18, a demand for inlemalional preliminary ezaminalion
h”“-ﬂh“ﬂm”..hmhd“hm-hh
inlemationsl Bureau, sho Me a sopy of auch smendments with the inlsmational Peliminary Examining
mpmmu--).

Coaseguenas with regand ko trensistion of the intaraiinnal appiicelion for enity bito the netional phase

h?ﬁﬁm&-ﬂghlm:ﬂ'wmhh nelionsl phase, a tramaistion of the
h“hhbﬂndhmﬂu o

For fusther dalslis on the requiremanis of sach designsiedhiscted Offics, see Volume 1] of the POT Applioants

Noisa ts Form PCTABA/220 (sscond sheel) (lanusy 19694)
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(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)
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Appiicant’s of agants file ieference FOR FURTHER gmmemm&ﬂm-

X-13989 ACHON = — ;. _

tnismnalional appiication No. intemational fling date (damontyear; | (Earbest) Priortty Date (dayimanthysar)
TPCT/USOL/ T6A7 — 0170672001 160672000~

Apphcant

ELI LIILY AND COMPANY

Thes Inamanonsl Search Report has been prepired by this niemaiional Baarching Authority and s trenemitied o the  applioant
accordng 1o Article 18. A copy is bamnp ranamiitad o the inlemationel Bureau.

This Internsbonsl Search Reportconsisinciatolaiol 3 sees

IX]

it ls als0 accompanied by & copy of each prior art docunent cied in this report.

1. Gasls of the report

4. With regard 1 the languags, the intemationsl ssarch was carried out on the basis of the imamational appiicaiion in the
ianguage n which R wes fiad, uniess olherwiss Indicaied under this kam.

O

the intemational search was carviad out on e basls of a imnatation of the inlemational application furnished 1o this
Autnority (Puls 23.1(b)).

regard to any nucisotids and/or aming acki sequencs dsciossd in he iInemabonal appikation, the inlsmational search

was carnad out on the basis of the sequence lsting :

O 0O OO0OFEH

contained in the inlsmational appiicsdion in writen lorm.

fiad together with tha svtemational spplication In compuier readebie lorm.
fumnished subsstuely o this Authorily In writien form.

fumished subsacuently 1o this Authority in compuier neadble form.

the stxtamant that the subsequently hamished wiithen likng) doars nat o beyond the discionure in the
inlsmancnal appiication s fad has been lumished. i ew ®
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Cavtain olaims were found unsssrchabls (Bse Bax I).
Unity of invantion s incking (sse Box H).

4. Whh mepand i the Stle,

[X]  the mwatis approved as submitied by the applicant

[C] the wxt nas been estbushed by this Authortty 1o read ss follows:
5. With regard ¥ the abeirect,

[X]  the wtis approved as submatied by the spplicant.

O

the lext haa been estabilshed, according to Ruls 38.2(b), by thes Authanty &s it appsars in Box [Il. The applcant may,
mlhmmnﬁhnhﬂ.dnﬂmdhlnﬁnl“lﬁ.r'ﬂmmmmnhum. -

6. The ixgere of the drawings 10 be published with the absiract s Figure No.

Ll
0l
O

a8 sugpesied by the appicant. [X] Noneofthe sume.
bacause the appicant ixed b mugpest a figure.
bacauss s igure betler characterzes the invention.
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international Appiication No. PCTLUS 01 46474

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA) 210

Continuation of Box 1.2
CTaims Nos.: 1-35,35-45 (a1 partially)

Present claims 1-35 and 38-45 relate to an extremely large number of
possible compounds. In fact, the claims contain so many variables and
provisos that a lack of clarity and conciseness within the meaning of
Article 6 PCT arises to such an extent as to render a meaningful search
of the claims impossible.

Furthermore, support within the meaning of Article 6 PCT and disclosure
within the meaning of Article § PCT is to be found for only a very small
proportion of the compounds claimed. In the present case, the claims so
lack support, and the application so lacks disclosure, that also for
these :':Tsons a meaningful search over the whole of the claimed scope 1s
1impossible.

In addition, the initlal phase of the search revealed 281 documents
comprising SEQ ID NO 1 (including the provisos) relevant to the issue of
novelty. So many documents were retrieved that it 1s impossibie to
determine which parts of the claims may be sajd to define subject-matter
for which protection might legitimately be sought (Article 6 PCT).

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
application which do appear to be clear, concise and supported, namely
GLP-1 compounds disclosed in table 1 (pages 30-33 of the current
application) within the meaning of claim 1 and GLP-~1 coampounds of claims
36 and 37.

The applicant’'s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
¢laims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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Inmernational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US 01/16474

Box| Observeiions where certain claims were found unsearchable (Continuation of Hem 1 of firet shest)

Ths international Ssarch Report haa not been established in reapoct of certaln dawne under Article 17{2)(a) for the foflowing reasona:

1. m Claima Nos.-
bacauss they reinta to subject matter not requied to be saarched by this Authority, namety:
“"Although claims 40-43 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried cut and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. [X] cinims Nos.: 1-35,38-45 (a1l partially)

bacause they relate 1o parts of the intamational Appication that do not comply with the prescribed requiremsants to such
an axtent hai no meaninglul intematonal Gearch can be carrisd out, speciically.

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

i Clams Noe.:
D nnu'umnmnmmnmmhmmmmmm-nmu-dmum

Boxl Observations where unity of invention ls lacking (Continustion of Hem 2 of first sheet)

This imemabonal Ssarching Authority found multiple inventians in this Intemational epphcalion, e folows:

1. D As all required ackiitional aparch fses ware tmely paid by the applcam, this tntsmalional Saarch Report covers al
ssarchable clasms.

2. | | As sl ssarchabie claims coukd be ssarched wimout stiont an acditonel e, Tus Authority did not invite payment
D of any acdiional fea. pisitying

3 As of ha ned additonal saarch fes! the this |
D alymﬂ- mﬂhmm"mlmmpdu:ym-:m nemational Gearch Report

4. [ ] o required accisonai eeerch fess were tmety pard by the appilcant. Conssquently, tis Inemasonal Search Report s
esticia 0 ihe nventon rst mentoned n the GRIME & 15 Covared by claima Now.

Remark on Protest Dmmmnmmwnﬂmm
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del PARA FUTURAS ACCIONES Ver Notificacién o Transmisién del
solicitante o agente Reporte de Examen Preliminar
X-13989 Internacional (Formato PCTIPEAM16)
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad

(dfa/mes/alo) (dfa/ mes/afio)
PCT/US01/16474 01/06/2001 16/06,/2000

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC

CO7K14/00

Solicitante

ELI LILLY AND COMPANY, et al.

36.

Este informe de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta Autoridad
Examinedora Preliminar Internacional y se transmite al solicitante de conformidad con el Articulo

2. Este REPORTE consta deun totaide __7 péginas, incluyendo la cardtula.

[[] Este reporte también estd acompafiado de ANEXOS, es decir, péginas de descripcidn,
reivindicaciones y/o dibujos que han sido modificados y son la base de este informe y/o
péginas que contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 y la
Seccién 607 de las Instrucciones Administrativas de conformided con el PCT).

Estos anexos constan de un total de péginas.

3. Este informe contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

2%

I EX Bases del Reporte
1| [] Prioridad
M [ No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
Industrial.
IV [ Faltade unidad de invencidn
Vv Bd Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respecto a novedad,
nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha
afirmacion .
VI [] Ciertos documentos citados
VI [] Ciertos defectos en Ia solicitud internacional
VII [] Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminaci6n de este reporte
14/12/2001 © 21.10.2002
Nombre y direccién de correo de Ia autoridad de Funcionario autorizado

examen preliminer intemacional:

Oficine de Patentes Europca-PB 5818 Patentlaan 2 Schmidt, H

NL-2280 HV Rijswijk-Pays Bas

Tel. +31 70 340-2040 Tx: 31 651 eponl Tel&fono No. +31 70 340 4023

Fax: +31 70 340-3016

Forma PCT/IPEA/409 (Portada) (Enero 1994)
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REPORTE DE EXAMEN FRELIMINAR INTERNACIONAL  Solicitud internacional No. PCT/US01/16474

L Bases del Reporte

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Cardtulas de remplazo que han sido suministradas a [a
oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estin referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estfn anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas

70.16y 70.17):
Descripcién, piginas:

1-35  como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, No.:
145  como se presentaron originalmente

Dibujos, hojas:
1/4-4/4 como se presentaron originalmente

Parte del listado de la secuencia de la descripcién, piginas:
1-19, como se presentaron originalmente

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a menos que
se indique lo contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma, el cual es:

D el idioma de una traduccién suministrada para una biisqueda internacional (segdn la Regla 23.1 (b)).

D el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segin la Regla 48.3 (b)).

D el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segiin las Reglas 55.2
y/055.3).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencia amino icida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo el
examen preliminar internacional segin el listado de secuencia:

E contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

I:l registrado junto con Ia solicitud internacional en forma legible por computador.

I:‘ proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.

E proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

I:I Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual el listado de secuencia escrito
proporcionado subsiguientemente no va més alld de la revelacién en la solicitud internacional segtin se
presentd.

I:l Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4. Las modificaciones han resultado en Ia cancelacién de:
[ 1a descripcion, pdginas:
EI las reivindicaciones, Nos.:
D los dibujos, péginas:
5. D Este reporte ha sido establecido como si (algunas) de las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se

ha considerado que van mas alld de la revelacién segln se presentS, como se indicé en Casilla
Suplementaria (Regla 70.2 (c)):

Forma PCT/IPEA/409 (Casilla I-VII[, Hoja 2) (Julio 1996)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No. PCT/US01/16474

{Cualquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser referida bajo el ftem 1 y anexada a este reporte)

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

III. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1. Las preguntas como quiera que la invenci6n reivindicada parezca ser novedosa, para comprender un nivel
inventivo (para no ser obvio), o para ser aplicable industrialmente no se han examinado en relacién con:

[] toda Ia solicitud internacional.
E Ias reivindicaciones Nos. 1-35738-45 (todas parcialmente), 40-43 (referente a IA).

porque:
E dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 40-43 (referente a IA) se relaciona con el

siguiente asunto/materia que no requiere examen preliminar Internacional (especificar):
ver hoja separada

D la descripcion, reivindicaciones o dibujos (indican elementos particulares a conlinuacion) o dichas
reivindicaciones Nos. 38 son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

|:| las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estin susteritadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opini6n significativa.

X no se ha establecido un informe de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos. 1-35,38-
45(todas parcialmene).

2. Un examen internacional significativo no puede llevarse a cabo debido a la falla del nucleétido y/o listado
de secuencia amino #cida para cumplir con el estindar preparado en el Anexo C de las Instrucciones
Administrativas;

D el formulario escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el eshindar.
D Ia forma legible por computador no ha sido proporcionado o no cumple con el esténdar.

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial;
ctaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién
Novedad (N) St:  Reivindicaciones 145
No: Reivindicaciones
Paso inventivo (IS) St: Reivindicaciones 145

No: Reivindicaciones
Aplicabilidad industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-39, 44,45

2. Citaciones y explicaciones
Ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Casillas I-VTII, Hoja 3) (Julio 1998)
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OFINION ESCRITA Solicitud internacional No.PCT/US01/16474
HOJA SEPARADA

Re Item III
No establecimiento de opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y
aplicaci6én industrial

1 Las presentes reivindicaciones 1-35 y 3845 se relacionan con un ndmero
extremadamente grande de posibles compuestos. De hecho, las reivindicaciones
contienen tantas variables y condiciones que la falta de claridad y concisi6n
dentro del significado del Articulo 6 PCT llega a tal grado que presentar una
btisqueda significativa de las reivindicaciones es imposible.

Ademds, el soporte dentro del significado del Articulo 6 PCT y la revelacién
dentro del significado del Articulo 5 PCT es encontrado tnicamente para una
muy pequefia proporcién de los compuestos reivindicados. En el presente caso,
las reivindicaciones as{ carecen de soporte, y la solicitud asf carece de
revelacién, que también por estas razones una basqueda significativa sobre la
totalidad del alcance reivindicado es imposible.

Adicionalmente, la fase inicial de la bisqueda revel6 281 documentos que
comprenden SEQ ID NO 1 (incluyendo las condiciones) relevantes al aspecto de
novedad. Tantos documentos fueron recuperados que es imposible determinar
que partes de las reivindicaciones pueden ser citadas para definir la materia-
objeto para la cual la proteccién pudo ser legitimamente buscada (Articulo 6

PCT).

La btisqueda ha sido realizada para aquellas partes de la solicitud que parecen
ser claras, concisas y soportadas, especialmente los compuestos GLP-1
revelados en la tabla 1 (paginas 30-33 de la solicitud actual) dentro del
significado de la reivindicacibn 1 y los compuestos GLP-1 de las
reivindicaciones 36 y 37.

En consecuencia, el examen ademés ha sido restringido a aquellas partes de la
solicitud, especialmente los compuestos GLP-1 revelados en la tabla 1 (paginas
30-33 de la solicitud actual)dentro del significado de la reivindicacion 1 y
compuestos de GLP-1 de las reivindicaciones 36 y 37 (Regla 66.1(e)PCT).

2 Las reivindicaciones 40-43 se relaciona a materia-objeto considerada por esta
Autoridad para ser cubierta por las disposiciones de la regla 67.1(iv)PCT. En
consecuencia, ninguna opinién serd formulada con respecto a la aplicacién
industrial de la materia-objeto de estas reivindicaciones (Articulo

34(4)@)HFCT).

Forma PCT/Hoja Separada/408 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)



OPINION ESCRITA Solicitud internacional No.PCT /US01/16474
HOJA SEPARADA

Re Item V

Declaracién razonada segn la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a la novedad, nivel
inventivo o aplicacién industrial; citas y explicaciones que soportan dicha
declaraci6n

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 99/30731
D2: WO 00/07617

Novedad

Con relacién al estado de la técnica citado, los andlogos como son revelados en la
tabla 1 y en las reivindicaciones 36 y 37 de la solicitud actual son nuevos de acuerdo
con el Articulo 33(2)PCT.

Nivel Inventivo

Se considera que D1 o D2 representan el estado de la técnica anterior més cercano y
revelan andlogos de GLP-1 con actividad biol6gica mejorada para el tratamiento de
diabetes y obesidad en donde la posicién 8 puede ser Ala (ver reivindicaciones 5, 9
y 14 de D1 y pégina 11 de D2, respectivamente).

La presente solicitud difiere en que son usados anilogos adicionales de GLP-1 (7-
37).

El problema a ser resuelto es proporcionar andlogos adicionales de GLP-1 para el
tratamiento de la diabetes, obesidad y condiciones relacionadas.

La solucién es sustituir residuos de aminoécidos en una o més posiciones.

Si bien los documentos D1 y D2 también revelan sustituciones en una o mis
posiciones incluyendo la posicién 8, no resulta obvio para la persona versada en la
materia modificar GLP-1 (7-37) para obtener andlogos como los revelados en la
tabla 1 y en las reivindicaciones 36 y 37 de la solicitud actual.

De aqui, la presente solicitud cumple los requerimientos del Articulo 33(3) PCT.

Aplicacién Industrial

Forna PCT/ Hoja Separada/ 408 (Haja 2) (EPO-Abril 1997)
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OPINION ESCRITA Solicitud internacional No.PCT/US01/16474
HOJA SEPARADA

Para el anilisis de las presentes reivindicaciones 40-43 sobre la cuestién de si son
industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados
Contratantes de PCT. La patentabilidad puede ademas ser dependiente de la
formulaciéon de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable la materia-objeto de reivindicaciones para el uso de un
compuestos en tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo,
reivindicaciones para el primer uso de un compuesto conocido en tratamiento

médico y el uso de tal compuesto para la fabricacién de un medicamento para un
tratamiento médico nuevo.

Forma PCT/Hoja Seperada/ 408 (Hoja 3) (EPO-Abrl 1997)
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(PCT Rule 71.1)
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Applicante or agents Tie relsvence
X-13980 . IMPORTANT NOTIRCATION
PCT/US01/18474 01/08/2001 /  |1enar=000 /
Apploant

ELI LIILY AND COMPANY, ot al.

1. The appiicant is hereby notified that this intemational Preliiminary Examining Authority transmits herewith the
intemational preiiminary examination report and its annaxss, if any, established on the Intemational application.

2. A copy of the report and Its annexes, if any, is being transmitted to the International Bureau for communication
10 all the elaciad Offices.

3. Whare required by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English transiation of the
report (but not of any annexes) and will transmit such transiation to thoss Offices.

4. REMINDER

The applicant must anter the national phase before each elected Office by perfarming certain acts (fillng
transiations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later In some Offices) (Article
30(1)) (sea also the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCT/B/301).
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contain a tranalation of any annexas to the intemaetional preliminary examination report. It is the applicant's
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For further detalle on the applicabie time limiks and requirements of the elected Offices, see Volume I of the
PCT Applicant's Guide.

For the purpose of deciding whether the claimed invention Is patentable or nat, the elected Offices may apply
criteria additional to or different from the criteria on which the international prefiminary examination report is
based (see Articles 27(5), 33(5)). Additional criteria may include 6.g. exemptions from patentability and the
requirements of enabling disclosure and of clarity and support of claims.
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Form PCTAPEAMDD (cover shest) (January 1084)



9
: ESY

INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational appiication No. PCT/US01/16474

I. Basls of the repont

1. With regard fo the elemants of the intemational application (Repiacemant aheels which have been fumished to
the recelving Office in reapanse 10 an invitation under Article 14 are referred io in this report a8 “originally fled™
and are not annexed o this report since they do not contain amendments (Rulee 70.18 and 70.17))

Description, pages:

1-35 as originally flled
Claima, No.:

145 as originally filed
Drawings, shests:

1/4-4/4 ap originally filled

Sequence listing part of the description, pages:
1-19, as originally filad

2. With regard in the lsnguage, afl the slements marked above were avallable or fumnished to this Authorlty In the
language In which the intemational application was flled, unisss ctherwise indicated under this Rem.

Thess slaments were avallable or fumished to this Authorlty in the following language: , which is:

0 the language of a tranetation fumished for the purposes of the international search (under Rule 23.1(b)).

[0 the language of publication of the Intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the ianguage of a transiation fumished for the purposes of intemational prefiminary examination (under Rule
65.2 and/or 55.3).

3. With regard 1o any nucilectide and/or amino acid sequence disciosad in ths Intemational application, the
international preliminary sxamination was carried out on the basis of tha sequence listing:

contained In the intemational application in writtan form.

filed together with the intemational application in computer readable form,
fumnishad subsequently to this Authorlly In written form.

fumished subsaquently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence lisling does not go beyond the disclosure In
the intamational appiication as filed has besn furnished.

The statement that the information recorded in computsr readable form le kisntical to the written sequence
listing has bean fumished.

O ceo0O®

4. The amendments have resultad In the cancallation of:

Form PCTAPEAMOS (Boxes |-VI), Sheat 1) {luly 1998)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT International application No. PCT/US01/168474

the description, pages:
tha claimae, Nosa.:
the drawings, sheats:

O ogag

This raport has bean established as if (some of) the amandments had not been mads, since they have been
considered to go beyond the disclosure as fled (Rule 70.2(c)):

(Any repiacernent sheet coniaining such amendments must be referrad to under fem 1 and annexad to this
report.)

8. Additional obaervations, i neceasary:

i Non-sstshilshment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial applioabliity

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to invoive an inventive step (to be non-
abvious), or ta be industrially applicable have not been examined in respect of:

0 the entire imtamational application.
B claims Nos. 1-35,38-45 (all partially), 40-43 (as to 1A).

because:
E the sald intemational application, or the sald claims Noa. 40-43 (as 10 IA) relate to the following subject

maiter which does not require an intemational preliminary examination (specif)):
ses separste sheot

O the description, claims or drawings (indicafe particular slements beiow) or saki claims Nos. are 8o unciear
that no meaningful opinlon could be formad (apaciiy):

O the clalms, or saki claims Nos. are so Inadequately supported by the description that no meaninghut opinion
couki be formed.
B no intemational gearch report has been established for the aakd claims Nos. 1-35,38-45 (all partially).
2. A meaningful Itemational preliminary examination cannot be carried out due to the faliure of the nuciectide

and/or amino acid sequence listing to comply with the standard provided for In Ammex C of the Administrative
instructions:

O the written form has not been fumished or doss not comply with the standard.
O the computsr readable form has not been fumished or dossa not comply with the standard.

V. Reasonad statement under Articie 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicablility;
citationa and expisnations supporting such statement

Form PCTAPEAMOD (Boams VL Sheet 2) (July 1908)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT international application No. PCT/US01/18474
1. Stalement
Noveity (N} Yes: Claima 145
No: Claims
Inventive step (I8) Yes: Claims 145
No: Claima
Industrial applicabliity (IA) Yes: Clakns 1-39,44,45
No: Clams

2. Chations and axplanations
oes ssparate sheet

Form PCTAPEA/00 (Boxes VI, Shast 3) (July 1098)
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WRITTEN OPINION Intemational application No. PCTAJS01/16474
SEPARATE SHEET

Re item il
Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and

Industrial applicability

1  Present claima 1-35 and 38-45 relate to an extremely large number of possible
compounds. In fact, the claims contain so many variables and provisos that a lack
of clarity and conciseness within the meaning of Articie 8 PCT arises to such an
extent as to rendera meaningful search of the claims impossible.

Furthermore, support within the meaning of Article 6 PCT and disclosure within
the meaning of Article 5 PCT Is to be found for only a very small proportion of the
compounds claimed. In the present case, the claims so lack support, and the
application 8o jacks disclosure, that also for these reasons a meaningful search
over the whole of the claimed scope is Impossible.

In addition, the Initial phase of the search revealed 281 documents comprising
SEQ ID NO 1 (Including the provisos) relevant to the issue of novelty. So many
documents were retrieved that it Is Imposslible to determine which parts of the
claims may be sald to define subject-matter for which protection might legitimately
be sought (Article 8 PCT).

The search has been carried out for those parts of the application which do
appear to be clear, concise and supported, namely GLP-1 compounds dlecloeed
in table 1 (pages 30-33 of the cumrent application) within the meaning of claim 1
and GLP-1 compounds of claims 38 and 37.

Consequently, the examination has also been restrictad to those parts of the
application, namely GLP-1 compounds disclosed in table 1 (pages 30-33 of the
current application) within the meaning of claim 1 and GLP-1 compounds of
claims 36 and 37 (Rule 66.1(e) PCT).

2 Claims 40-43 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered
by the provisions of Rule 67.1(lv) PCT, Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicabliity of the subject-matter of theee
claims (Article 34(4)(a)(l} PCT).

Form PCT/Sspamiy ShoalMOs (Sheset 1) (EPO-Aprd 1887)
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WRITTEN PINI N intemational application No. PCT/US01/18474
SEPARATE SHEET

He Item V
Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, inventive step

or Industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement
Reference Is made to the following document:

D1: WO 88/30731
D2: WO 00/07617

Novelty

With view to the prior art cited, analogues as disclosed in table 1 and claims 38 and 37
of the current application are new Iin the sense of Article 33(2) PCT.

inventive step

D1 or D2 are considered to represent the closest prior art and disclose GLP-1
analogues with Improved blological activity for the treatment of dlabetes and cbeslty
wherein position 8 may be Ala (see claims 5, 8 and 14 of D1 and page 11 of D2,
respectively).

The present application differs in that further GLP-1 (7-37) analogues are used.
The problem to be solved Is to provide further GLP-1 analogues for the treatment of
dlabetes, obeslity and related conditions.

The solution Is to substitute amino acid residues at one or more positions.

Although documents D1 and D2 also discioee substitutions at one or more positions
including position 8, it Is not cbvious for the person sgkilled in the art to modify GLP-1 (7-
37) to obtain analogues as disclosed In table 1 and claims 38 and 37 of the current
application.

Henca, the present application meets the requirements of Article 33(3) PCT.

industrial appiicabliity

Form PCT/Separaie Sheet 40l {Ehest 2) (EPO-Aprl 1887)



WRITTEN OPINION intemnational application No, PCT/US01/16474
SEPARATE SHEET

For the assessment of the present claims 40-43 on the question whether they are
industrially applicable, no unifled criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentabliity can aiso be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
aexample, doas not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the uge of such a compound for
the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Sepamis Sheati0s (Sheet 3) (EPO-Apri 1807)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS
REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado
de Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me permito
informar a ese Despacho que el capitulo relvindicatorio tal como fue

presentado originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado.

Las modificaciones reallzadas se encuentran plenamente sustentadas en
la descripcion de la presente invencldn y en este sentido, no configuran
una ampliacién del invento o de la divulgacién contenlda en la solicltud

presentada.

Ll,
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ANALOGOS DE PEPTIDO-1 DEL TIPO GLUCAGON

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se revelan compuestos de péptido-1 del tipo glucagén (GLP-1) con modificaciones en
una o mis de las siguientes posiciones: 11, 12, 16, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 33, 34, 35,
36 0 37. También se revelan los métodos de tratamiento de estos compuestos GLP-1.



10

15

20

25

WO 01/98331 1

ANALOGOS DE PEPTIDO-1 DEL TIPO GLUCAGON

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de
Estados Unidos n® 6§0/212.171, presentada el 16 de Junio de 2000 y de la solicitud
provisional de Estados Unidos n® 60/240.349, presentada el 13 de Octubre de 2000.

El péptido-1 del tipo glucagbn (GLP-1) es un péptido de 37 aminodcidos que se
segrega por las células L del intestino en respuesta a la ingestién de alimento. Se ha
encontrado que estimula la secrecidn de insulina (accidn insulinotrépica), con la cual se
provoca la captacién de glucosa por parte de las células y la disminucién de los niveles
de glucosa en el suero (véase, por ejemplo, Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Research,
40: 333 a 343 (1992)). Sin embargo, el GLP-1(1-37) es muy poco activo y sc ha
enfocado la atencidn en los andlogos truncedos, denominados compuestos GLP, los
cuales son biolégicamente mucho més potentes que el GLP-1. Los ejemplos incluyen el
GLP-1(7-37), GLP-1(7-36NH;, Gly*-GLP-1(7-3TOH y Ser'™-GLP-1(7-37)OH.
Debido a su capacidad para estimular la secrecién de insulina, los compuestos GLP son
prometedores como agentes para €l tratamiento de la diabetes, la obesidad y afecciones
relacionadas.

Los compuestos GLP-1 pueden existir en al menos dos formas diferentes. La
primera forma es fisiologicamente activa y se disuelve ficilmente en solucién acuosa a
pH fisiolégico (7,4). Por contra, la segunda forma presenta poca o ninguna actividad
insulinotrépica y es sustancialmente insoluble en agua a un pH de 74.
Desafortunadamente, la forma no activa se produce ficilmente cuando se agitan las
soluciones acuosas de GLP-1, expuestas a superficies hidréfobas o que presentan
grandes interfases aire/agua. La tendencia a convertirse en la forma insoluble complica

de forma considerable la produccién de cantidades comerciales de compuestos GLP-1

43
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activos; las operaciones de mezcla o el movimiento continuo a través de una bomba
son operaciones comunes en los procedimientos de fabricacién a granel y estas
operacioncs provocan la agitacién, interfases aire/agua y/o el contacto con superficies
hidréfobas que dan lugar a la forma no soluble. La conversién en la forma inactiva
puede tener lugar también durante el almacenamiento o tras la administracién a un
pacientc, complicando ademds el uso de estos compuestos como farmacos. Por lo tanto,
hey una gran necesidad de andlogos de GLP-1 bioldgicamente activos que se conviertan
con menor facilidad en la forma no soluble que los compuestos GLP-1 actualmente
disponiblcs.

Se ha encontrado ahora que una serie de andlogos de GLP-1 con modificaciones
en une o mis de las siguientes posiciones: 11, 12, 16, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 33, 34, 35,
36 6 37, muestran una marcada menor predisposicién a agregarse en comparacién con
el GLP-1(7-37)OH.

Muchos de estos andlogos retienen la activacién del receptor de GLP-1 de forma
comparable, y en algunos casos superior, a los compuestos GLP-1 conocidos, tal como
el GLP-1(7-37)OH y Val*-GLP(7-37)OH. Por ejemplo, el tiempo de agregacién de
Val*-Glu®™-GLP(7-37)OH es unas veinte veces superior y su activacién del receptor de
GLP-1 es aproximadamente un 25% superior al de GLP-1(7-37)OH. En basc a estos
descubrimicntos, se describen en el presente documento compuestos GLP-1 y
procedimicntos de tratamiento nuevos que emplean los compuestos GLP-1 nuevos.

Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido que presenta la
secuencia de aminodcidos de férmula I (SEQ ID N*: 1):

His-Xaag~Glu-Gly-Xaa,;~Xaa,;;-Thr-Ser-Asp-Xaa¢-5er-

Ser~Tyr-Leu-Glu=-Xaajz-Xaazy-Xaazq-Ala-Xaazs-Xaaz;—~Phe-
Ile-Ala-Xaasi-Leu-Xaay;-Xaas~Xaazs—-Xaazs-R

LH

T & T ]



10

15

20

25

Férmula I (SEQ ID N°: 1)

en la que:
Xaag es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;
Xaa| es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
Xaa, es: His, Trp, Phe o Tyr;
Xaa,; es: Leu, Scr, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu,

o Als;
Xaax es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg, Cys o 4cido cisteico;
Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaayy es: Glu, His, Ala o Lys;
Xaay, es: Asp, Lys, Glu o His;
Xaayy es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaayg es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaayy es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
Xaaa, es: Glu, Lys o Asp;
Xaays es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o Glu;
Xany, cs: Arg, Glu o His;
R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NH3j, Gly, Gly-Pro o Gly-Pro-NH; o no aparece.

con la condicign de que el polipéptido no tenga la secuencia de GLP-1(7-37)OH
o0 GLP-1(7-36)NH; y procurando que el polipéptido no sea Gly'-GLP-l(7-37)OH, Gly'-
GLP-1(7-36)NH;, Val®-GLP-1(7-37)OH, Val*-GLP-1(7-36)NH;, Leu®-GLP-1(7-
37)OH, Leu’-GLP-1-(7-36)NH;, 0e’-GLP-1(7-37)OH, lle’-GLP-1(7-36)NH;, Ser'-
GLP-1(7-37)OH,  Ser’-GLP-1(7-36)NH;, Thr*-GLP-1(?-37)OH, Thr*-GLP-1-(7-

A\ 4
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36)NH,, Ala''-GLP-1(7-37)OH, Ala!'-GLP-1(7-36)NH;, Ala'®-GLP-1(7-37)OH,
Ala'®-GLP-1(7-36)NH;, Ala®*’-GLP-1(7-37)OH, Ala?-GLP-1(7-36)NH,, Glu®’-GLP-
1(7-37)OH, Glu¥’-GLP-1(7-36)NH,, Ala*-GLP-1(7-37)OH, Ala*-GLP-1(7-36)NH;.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido que presenta la
secuencia de aminoicidos de férmula II (SEQ ID N*®; 2):

His—Xaa.-Glu-—Gly-Tt;r-xaau—'rhr—Se:-Asp-xa-au-Ser-
Ser-Tyr-Leu-~-Glu-Xaaz:-Xaazs—Ala-Ala-Xaaz¢~Glu-Phe-
Ile-Xaajo-Trp-~Leu-Val-Lys-Xaays-Axg-R
Férmula II (SEQ ID N*: 2)

en la que:

Xaay es: Gly, Ala, Val, Leu, lle, Ser o Thr;

Xaa,; es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xaa, ¢s: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ale;

Xaay; es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg, Cys o 4cido cisteico;

Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu o Gln;

Xasgye es: Asp, Lys, Glu o His;

Xanyg es: Ale, Glu, Asp, Ser o His;

Xaays es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o Glu;

R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,

-NHj, Gly, Gly-Pro a Gly-Pro-NH; o no aparece.

con la condicién de que el polipéptido no tenga la secuencia de GLP-1(7-37)OH
o GLP-1(7-36)NH; y con tal de que el polipéptido no sea Gly*-GLP-1(7-37)OH, Gly*-
GLP-1(7-36)NH;, Val’-GLP-1(7-37)OH, Val®-GLP-1(7-36)NH;, Leu’-GLP-1(7-
37)OH, Leu®-GLP-1(7-36)NHj, Nle®-GLP-1(7-37)OH, I1e®-GLP-1(7-36)NH,, Ser*-GLP-
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1(7-37)OH, Ser*-GLP-1(7-36)NH,, Thr'-GLP-1(7-37)OH, Thr*-GLP-1-(7-36)NHa,
Ala'®-GLP-1(7-37)0H o Ala'*-GLP-1(7-36)NH,.
Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido que presenta la
secuencia de aminoécido de férmula III (SEQ ID N*: 3):
His-Xaag-Glu~Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—-Asp-Val-Ser-Ser-

Tyr-Leu-Glu-Xaaz:-Xaazy~Ala-Ala-Lys-Xaazy-Phe~Ile-
Xaaszo-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg~R

Férmula I1I (SEQ ID N°: 3)

cn la que:
Xaay cs: Gly, Ala, Val, Loy, lle, Ser o Thr;
Xaay; es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys o 4cido cisteico;
Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaay; es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Argo Lys;
Xeayg es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NH3, Gly, Gly-Pro o Gly-Pro-NH3, o no aparece.

con la condicién de que el polipéptido no tenga le secuencia de GLP-1(7-37)OH
o GLP-1(7-36)NH; y con tal de que el polipéptido no sea Gly*~GLP-1(7-37)OH, Gly’-
GLP-1-(7-36)NH;, Val*-GLP-1(7-37)OH, Val'-GLP-1(7-36)NH;, Leu’-GLP-1(7-
37)OH, Leu*-GLP-1(7-36)NH,, 1le’-GLP-1(7-37)OH, Nle*-GLP-1(7-36)NHa, Ser*-GLP-
1(7-37)0H, Ser*-GLP-1-(7-36)NH;, Thr*-GLP-1(7-37)OH, Thr*-GLP-1-(7-36)NH,,
Ala'®-GLP-1(7-37)OH, Ala'*-GLP-1-(7-36)NH,, Glu?*-GLP-1(7-37)OH o Glu*’-GLP-
1(7-36)NH,.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido que presenta la

secuencia de aminoAcidos de fdrmula IV (SEQ ID N*: 4):
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Xaay;-Xaag~-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-
Ser-Tyr~Leu-Glu-Xaaz-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Fhe-
Ile-Ala-Trp~Leu-Val-Lys-Gly-Arg~R

(SEQ ID N“: 4)

en la que:

Xna; es L-histidina, D-histidina, desaminohistidina, 2-aminohistidina, -
hidroxihistidina, homohistidina, -fluorometilhistidina 0 -metilhistidina;

Xaay es pglicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina o treonina
Preferiblemente, Xany es glicina, valine, leucina, isoleucina, serina o treonins;

Xaay; es #cido aspirtico, acido glutdmico, glutamina, asparagina, lisina,
arginina, cisteina o dcido cisteico.

R es -NH; o Gly(OH).

Otra realizacion de la presente invencién es un compuesto péptido-1 del tipo
glucagdn (GLP-1) que presenta un aminoécido distinto a la alanina en la posicién 8 y un
aminodcido distinto a la glicina en la posicién 22.

Otra realizacién de la presente invencidn es un procedimiento de estimulacion
del receptor de GLP-1 en un sujeto en necesidad de estimulacién del receptor de GLP-1.
El procedimiento comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad efectiva de
los compuestos GLP-1 descritos en el presente documento o el polipéptido que presenta
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N°: 1, SEQ ID N*: 2, SEQ ID N*; 3, SEQ ID
N": 4.

Oura realizacion de la presente invencién son los compuestos GLP-1 descritos en
el presente documento o el polipéptido que presenta la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID N 1, SEQ ID N* 2, SEQ ID N° 3 6 SEQ ID N* 4 para su uso en la
estimulacién del receptor de GLP-1 en un sujeto en necesidad de estimulacidén del

receptor de GLP-1.

4y
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Los compuestos GLP-1 de la presente invencién presentan la capacidad de
activacion del receptor de GLP-1 y, ademis de esto, presentan una predisposicién
menor a agregarse en comparacién con otros compuestos GLP-1. Como resultado, las
soluciones de estos compuestos se pueden agitar con una conversién minima a la forma
inactiva no soluble. Esta ventaja simplifica en gran medida el proceso de fabricacién.
Ademas de esto, es de esperar que tenga lugar una baja o nula agregacién in vivo tras la
administracion a los pacientes, con lo cual aumenta la actividad y se minimiza el
potencial de reacciones adversas. Ademds, estos compuestos GLP-1 son resistentes a la
degradacion por parte de la diaminopeptidasa IV y se une el zinc y se piensa por tanto
que proporcionan un gran tiempo de accién in vivo.

La figura | muestra las secuencias de aminoécidos de Val*-Glu?2-GLP-1(7-
37)OH (SEQ ID N®: 5), Val*-Asp®®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 6), Val®-Arg”-GLP-
1(7-37)OH (SEQ ID N°: 7) y Val*-Lys®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N®: 8).

La figura 2 muestra las secuencias de aminoécidos de Gly*-Glu®-GLP-1(7-
37)OH (SEQ ID N°: 9), Gly*-Asp®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 10), Gly*-Arg>-
GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N®: 11) y Gly*-Lys®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 12).

La figura 3 muestra las secuencias de aminoécidos de Val®-Glu*-GLP-1(7-
37)OH (SEQ ID N: 13), Gly*-Glu¥-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 14), Val*-His*’-
GLP-1(7-37)OH (SEQ 1D N*: 15) y Gly*-His*’-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 16).

La figura 4 muestra las secuencias de aminodcidos de Val*-Glu?-Ala?’-GLP-
1(7-37)OH (SEQ ID N% 17) y Val*-Lys-Glu®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N®: 18).

Un compuesto GLP-1 es un polipéptido que presenta de aproximadamente 25 a
aproximadamentc 39 aminoécidos de origen natural 0 no natural y que tiene suficiente
homologia con el GLP-1(7-37)OH de forma que muestra actividad insulinotrépica. Los
ejemplos de aminodcidos de origen no natural incluyen aminodcidos -metilo (por

el
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¢jemplo, -metilalanina), D-aminoécidos, aminodcidos del tipo histidina (por ejemplo,
2-aminohistidina,  -hidroxihistidina, homohistidina, -fluorometilhistidina y -
metilhistidina), aminodcidos que presentan un metileno més en la cadena lateral
(“homo™ aminodcidos) y aminodcidos en los que se reemplaza un grupo funcional dcido
carboxflico en la cadena lateral con un grupo dcido sulfénico (por ejemplo écido
cisteico). Preferiblemente, sin embargo, los compuestos GLP-1 de la presente invencién
comprenden solo aminodcidos de origen natural a menos que se indique otra cosa en ¢l
prescnte documento.

Un compuesto GLP-1 comprende de forma tipica un polipéptido que presenta la
secuencia de aminodcidos de GLP-1(7-37)OH, un andlogo del GLP-1 (7-37)OH, un
fragmento de GLP-1(7-37)OH o un fragmento de un andlogo de GLP-1(7-37)OH. El
GLP-1 (7-37)OH presenta la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID N*: 19,

"His-Ala-Glu-'%Gly-Thx-Phe-Thr-Ser-'*Asp-Val-Ser-Ser-

Tyr-*'Leu-Glu~-Gly-Gln-Ala-®Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-*Ala-
Trp-Leu-Val-Lys-Y*Gly-Arg-2"Gly

(SEQ ID N*: 19)

Por costumbre en la técnica, al amino terminal de GLP-1(7-37)OH se le ha asignado el
residuo nimero 7 y al carboxilo terminal ¢l nimero 37. Los otros aminoécidos en el
polipéptido se numeran de forma consecutiva, tal como se muestra en la SEQ ID N*: 19,
Por ejemplo, la posicién 12 es fenilalanina y la posicion 22 es glicina. Cuando no se
especifique, el C-tcrminal estd en la forma de carboxilo tradicional.

Un "fragmento GLP-1" es un polipéptido obtenido tras el trucado de uno o més
aminoécidos desde el N-terminal y/o el C-terminal del GLP-1(7-37)OH o un anélogo de
GLP-1{7-37)OH. La nomenclatura empleada para describir el GLP-1 (7-37)OH se
traslada a los fragmentos de GLP-1. Por ejemplo, el GLP-1 (9-36)OH se refiere a un

50



10

15

20

25

fragmento de GLP-! obtenido por truncamiento de dos aminodcidos desde el N-
terminal y un aminoécido desde el el C-terminal. Los aminodcidos en el fragmento se
denominan por el mismo niémero que ¢l aminoicido correspondiente en el GLP-1(7-
37)OH. Por ejemplo, el dcido glutdmico N-terminal en el GLP-1(9-36)OH esté en la
posicidn 9; la posicién 12 estd ocupada por fenilalanina; y la posicién 22 estd ocupada
por glicina, como en el GLP-1(7-37)OH.

E! “compuesto GLP-1" también incluye polipéptidos en los que se han afiadido
uno o mds aminoiicidos al N-terminal y/o al C-terminal del GLP-1(7-37)OH o
fragmentos del mismo. Los compuestos GLP-!1 de este tipo tienen hesta
aproximadamente 39 aminodcidos. Los aminoéicidos en el compuesto GLP-1
“extendido™ se denotan por el mismo nimerc que el aminoécido correspondiente en el
GLP-1(7-37)OH. Por ejemplo, el aminodcido N-terminal de un compuesto GLP-1
obtenido por adicién de dos aminodcidos al N-terminal de GLP-1(7-37)OH estd en la
posicién 5; y el aminoécido C-terminal de un compuesto GLP-1 obtenido por adicién de
un aminoécido al C-terminal del GLP-1(7-37)OH esté en la posicién 38. Por lo tanto, la
posicién 12 cstd ocupada por fenilalanina y la posicién 22 esté ocupada por glicina en
ambos compucstos GLP-1 *“extendidos”, tal como en el GLP-1(7-37)OH. Los
aminodcidos | & 6 de un compuesto GLP-1 extendido son preferiblemente los mismos
que o una sustitucién conservadora del aminodcido en la posicién correspondiente del
GLP-1(1-37)OH. Los aminoécidos 38 a 45 de un compuesto GLP-1 extendido son
preferiblemente los mismos que o una sustitucién conservadora del aminodcido en la
posicién correspondiente del glucagén o 4-exendina.

Un “andlogo de GLP-1" presenta suficiente homologia con el GLP-1(7-37)OH o
un fragmento de GLP-1(7-37)OH, de forma que el anédlogo presenta actividad

insulinotrdpica. Preferiblemente, un andlogo de GLP-1 presenta la secuencia de
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aminodcidos del GLP-1(7-37)OH o un fragmento del mismo, modificado de forma que
uno, dos, tres, cuatro o cinco aminoédcidos difieran de los aminodcidos en las posiciénes
correspondientes del GLP-1(7-37)OH o el fragmento de GLP-1(7-37)OH. En la
nomenclatura empleada en el presente documento pera designar los compuestos de

GLP-1, ¢l aminoidcido de sustitucién y su posicién se indican antes de la estructura

original, Por ejemplo, el Glu®-GLP-1(7-37)OH designa un compuesto GLP-1 en el que_

la glicina, que se encuentra normalmente en 1a posicién 22 de GLP-1(7-37)OH, ha sido
reemplazada con icido glutimico; Val*-Glu®-GLP-1(7-37)OH designa un compuesto
dc GLP-1 en el que la alanina, que se encuentra normalmente en la posicién 8, y la
glicina que se encuentra normalmente en la posicion 22 del GLP-1(7-37)OH, han sido
reemplazadas con vnlina y dcido glutdmico respectivamente.

El N-terminal de un compuesto GLP-1 no estd sustituido generalmente, pero
pucede también alquilarse o acilarse (preferiblemente C,-Cyg). El C-terminal no puede
estar sustituido como es el caso de GLP-1(7-37)OH, puede estar amidado con —NHg, -
NHR o NRR’ o esterificado con —OR"’. R y R’ son independientemente grupos alquilo
o acilo (preferiblemente C; ~ Cz). R’ es un alquilo (C; — Cz). El GLP-1(7-36)NH;
un ejemplo de un “compuesto GLP amidado™. Preferiblemente los compuestos GLP-1
de la prescnte invencién tienen un C-terminal que no estd sustituido o esti sustituido
con —NHa.

Preferiblemente los compuestos GLP-1 de la presente invencién comprenden
anilogos de GLP-1 o fragmentos dc andlogos de GLP-1 en los que el esqueleto para los
mencionados anélogos o fragmentos contiene un aminodcido distinto de la alanina en la
posicién 8 (andlogos de la posicién 8). El esqueleto puede incluir también L-histidina,
D-histidina o formas modificadas de histidina tal como la desaminohistidina, 2-

aminohistidina,  -hidroxihistidina, homohistidina, -fluorometilhistidina o -
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metilhistidina en la posicion 7. Es preferible que estos andlogos en la posicién 8
contengan uno o mas cambios adicionales en las posiciones 11, 12, 16, 22, 23, 24, 26,
27, 30, 33, 34, 35, 36 y 37 en comparacidn con el aminodcido correspondiente del GLP-
1{7-37)OH original. Es mis preferible que estos andlogos de la posicién 8 contengan
uno o més cambios adicionales en las posiciones 12, 16, 22, 23, 26, 30, 35 y 37 en
comparacion con ¢! aminodcido correspondiente del GLP-1(7-37)OH original. Es
incluso mas preferible que estos andlogos de la posicién 8 contengan uno o maés
cambios adicionales en las posiciones 22, 23, 27, 30 y 37 en comparacién con el
aminodcido correspondiente det GLP-1(7-37)OH original.

Es también preferible que estos andlogos tengan 6 o menos cambios en
comparacién con los aminoédcidos correspondientes en el GLP-1(7-37)OH original. Los
andlogos mis preferidos presentan 5 0 menos cambios en comparacién con los
aminodcidos correspondientes en el GLP-1(7-37)OH original o tienen 4 o menos
cambios cn comparacién con los aminoécidos correspondientes en el GLP-1(7-37)OH
original. Es incluso més preferible que estos andlogos presenten 3 0 menos cambios en
comparacidn con los aminoédcidos correspondientes en el GLP-1(7-37)OH original. Lo
més preferible es que estos andlogos tengan 2 0 menos cambios en comparacidn con los
aminoiicidos correspondientes en el GLP-1(7-37)OH original.

Sc ha cncontrado que estas sustituciones reducen la predisposicién de los
compucstos GLP-1 a agregarse y generar la forma no soluble. Cuando se ensaya, por
ejemplo mediante el ensayo de agregacién descrito en el ejemplo 3, los compuestos
GLP-1 de la presente invencién se agregan, por lo general, al menos aproximadamente
5 veces mas lentamente que el GLP-1(7-37)OH, , preferiblemente al menos 20 veces
mas lentamente mas preferiblemente al menos 40 veces més lentamente, mds

preferiblemente al menos 50 veces més lentamente, incluso mds preferiblemente

53
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aproximacdamente 60 veces més lentamente e incluso més preferiblemente al menos

aproximadamente 65 veces més lentamente. Preferiblemente, los compuestos GLP-1
descritos cn ¢l presente documento son andlogos de GLP-1(7-37)NH, o GLP-1(7-
37)OH.

En una realizacién preferida, el aminodcido en la posicién 22 del compuesto
GLP-1 de la presente invencidn presenta una cadena lateral que comprende al menos
dos dtomos de carbono y un grupo funcional polar o cargado. Se incluye el écido
aspdrtico, el cual presenta un metileno y un carbono carboxilo. Més preferiblemente, la
cadcna lateral del aminodcido en la posicién 22 es un grupo alquilo de cadena lineal o
ramificada con de dos a seis tomos de carbono y un grupo funcional cargado, por
ejemplo, un dcido carboxilico, una amina, un grupo guanidino o un grupo écido
sulfénico. Asi pues, los ejemplos de aminoécidos preferidos en la posicién 22 incluyen
dcido glutdmico, &cido aspértico, arginina y lisina. Cuando en la posicién 22 estd el
dcido aspdrtico, el &cido glutémico, arginina o lisina, la posicién 8 es preferiblemente
glicina, valina, leucina, isoleucing, serina, treonina, 0 metionina y més preferiblemente
valina o glicina. Un ejemplo de un aminoécido con un grupo 4cido sulfénico en la
cadena lateral es el écido cisteico (-NH-CH(CH2SO53)-CO-, abreviado como “Cya™).
Cuando la posicién 22 es un 4cido sulfénico tal como el dcido cisteico, la posicién 8 es
preferiblemente glicina, valina, leucina, isolecina, serina, treonina o metionina y més
preferiblemente valina o glicina.

En otra realizacién preferida el aminoédcido en la posicién 8 es preferiblemente
glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente
valina o glicina y la posicion 30 es 4cido glutdmico, dcido aspértico, serina o histidina y
miés preferiblemente dcido glutdmico.

En otra realizacién preferida, €l aminodcido en la posicién 8 es preferiblemente
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glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente
valina o glicina y la posicién 37 es histidina, lisina, arginina, treonina, serina, acido
glutdmico, Acido aspdrtico, triptéfano, tirosina, fenilalanina y més preferiblemente
histidina.

En otra realizacion preferida , el aminodcido en la posicion 8 es preferiblemente
glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina o metionina y més preferiblemente
valina o glicina y la posicién 22 es 4cido glutdmico, lisina, 4cido aspdrtico o arginina y
mds preferiblemente dcido glutdémico o lisina y la posicién 23 es lisina, arginina, dcido
glutdmico, dcido aspértico € histidina y més preferiblemente lisina o Acido glutdmico,

En otra realizacién preferide, el aminoécido en la posicién 8 es preferiblemente
glicina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonine o metionina y méds preferiblemente
valina o glicina y la posicién 22 es écido glutdmico, lisina, dcido aspértico o arginina y
mds preferiblemente dcido glutdmico o lisina y la posicién 27 es alanina, lisina,
arginina, triptéfano, tirosina, fenilalanina o histidina y més preferiblemente alanina.

En otra realizacién preferida, los compuestos GLP-1 de la presente invencion
tienen un aminodcido en la posicidbn 8 y tienen uno, dos o tres aminoécidos
seleccionados del grupo constituido por la posicién 11, posicién 12, posicién 16,
posicién 22, posicién 23, posicién 24, posicién 26, posicién 27, posicién 30, posicion
33, posicidn 34, posiciébn 35, posicion 36 y posicién 37, los cuales difieren del
aminodcido en la posicién correspondiente del GLP-1(7-37)OH original.

En otra realizacién preferida, los compuestos GLP-1 de la presente invencidn
tienen uno o dos aminoécidos ademds del aminoécido en la posicidn 8, seleccionados
del grupo constituido por la posicidn 11, posicién 12, posicién 16, posicién 22, posicidén
23, posicion 24, posicién 26, posicién 27, posicién 30, posicién 33, posicién 34,

posicién 35, posicién 36 y posicién 37, los cuales difieren del aminodcido en la posicién

58
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correspondiente del GLP-1(7-37)OH original.

Tal como sc describe previamente, los compuestos GLP-1 de la presente
invenci6n pueden tener aminodcidos ademés de aquellos en las posiciones 8, 11, 12, 16,
22, 23, 24, 26, 27, 30, 33, 34, 35, 36 y 37, los cuales difieren del aminoicido en la
posicion correspondicnte del GLP-1(7-37)OH o un fragmento del GLP-1(7-37)OH. Los
aminoécidos distintos a aquellos de las posiciones 8, 11, 12, 16, 22, 23, 24, 26, 27, 30,
33, 34, 35, 36 y 37 en el compuesto GLP, los cuales difieren del aminoécido en la
posicién correspondiente del GLP-1(7-37)OH son preferiblemente sustituciones
conservadoras y, mis preferiblemente, son sustituciones altamente conservadoras.

Preferiblemente, los compuestos GLP-1 de la presente invencién tienen cero,
uno, dos o tres aminodcidos ademds de los aminodcidos en las posiciones 8 y 22 los
cuales difieren del aminoécido en la posicién correspondiente del GLP-1(7-37)OH o un
fragmento de GLP-1(7-37)OH. En un ejemplo, uno o més de los aminodcidos en las
posiciones 7, 21 y 27 del compuesto GLP-1 difieren de los aminodcidos
correspondicentes en ¢l GLP-1(7-37)OH o un fragmento GLP-1(7-37)OH, ademés de los
aminodcidos en las posiciones 8 y 22.

Preferiblemente, solo las posiciones 7, 8 y 22 difieren del aminodcido en la
posicion correspondiente del GLP-1(7-37)OH (o un fragmento del mismo). Se espera
que sc puedan obtener otros compuestos GLP-1 mejorados con propiedsdes de
agregacion reducidas a pertir de compuestos GLP-1 conocidos biolégicamente activos
por reemplazo de la glicina en la posicién 22 y preferiblemente de la alanina en la
posicién 8 de estos compuestos con un aminoécido adecuado, tal como se describe en el
presente documento. Se describen compuestos GLP-1 conocidos bioldgicamente activos
en la patente de Estados Unidos N° 5.977.071 de Hoffmann y col., patente de Estados
Unidos N" 5.545.618 de Buckley y col., Adelhorst y col., J. Biol. Chem. 269:6275

A
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(1994), cuyos contenidos se incorporan enteramente al presente documento como
referencia.

Una “sustitucién conservadora” es el reemplazo de un aminoédcido con otro
aminodcido que presente la misma carga electrénica neta y aproximadamente el mismo
tamafio y forma. Los aminodcidos con cadenas laterales de aminodcido aliféticas o
aliféticas sustituidas presentan aproximadamente el mismo tamafio cuando el nimero
total de dtomos de carbono y heterodtormos en sus cadenas laterales difiere en no més de
aproximalamente cuatro. Tienen aproximadamente la misma forma cuando el ndmero
de ramificaciones en sus cadenas laterales difiere en no més de una. Los aminoécidos
con grupos fenilo o fenilo sustituidos en sus cadenas laterales se considera que tienen
aproximadamente el mismo tamafio y forma, A continuacién se enumeran cinco grupos
de aminoicidos. Reemplazar un aminoédcido en un compuesto GLP-1 con oftro

aminodcido del mismo grupo da lugar a una sustitucién conservadora:

Grupo I: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, cisteina y
aminodcidos de origen no natural con cadenas laterales aliféticas C,-Cq4 ©

alifiticas C,-C, sustituidas con hidroxilo (cadena lineal 0 monoramificada).

Grupo Ii: 4cido glutdmico, écido aspértico y aminodcidos de origen no natural
con cadenas laterales aliféiticas C,-C4 sustituidas con écido carboxflico (no

ramificadas o ramificedas en un punto).

Grupo III: lisina, omitina, arginina y aminoécidos de origen no natural con

amina o cadenas laterales alifdticas C,-C, sustituidas con amina o guanidino (no
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ramificadas o ramificadas en un punto).

Grupo 1V: glutamina, asparagina y aminoécidos de origen no natural con
cadenas laterales alifaticas C,-C, sustituidas con amida (no remificadas o

ramificadas en un punto).
Grupo V: fenilalanina, fenilglicina, tirosina y triptéfano.

A menos que se indique especificamente de otra forma en el presente documento, las
sustiluciones conservadoras se realizan preferiblemente con aminodcidos de origen
natural.

Una “sustitucién altamente conservativa” es el reemplazo de un aminoécido con
otro aminodcido que tenga el mismo grupo funcional en la cadena lateral y casi el
mismo {amaiio y forma. Los aminodcidos con cadenas laterales de aminodcido alifaticas
o slifiticas sustituidas tienen aproximadamente el mismo tamafio cuando el ntimero
total de dtomos de carbono y heterodtomos en sus cadenas laterales difieren en no més
de dos. Tienen aproximedamente la misma forma cuando presentan el mismo nimero
de ramificaciones en sus cadenas laterales. Ejemplos de sustituciones altamente
conservadorus incluyen valina por leucina, treonina por serina, dcido aspdrtico por écido
glutdmico y fenilglicina por fenilalanina. Los ejemplos de sustituciones que no son
altamente conservadoras incluyen alanina por valina, alanina por serina y dcido
aspirtico por serina.

‘ Un ejemplo de un compuesto GLP-1 de la presente invencién es un polipéptido
que presenta la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N*: 1. En un ejemplo preferido, el
compuesto GLP-1 es un GLP-1(7-37)OH en el que Xaag es Gly o Val, Xaax; es Glu o

9%
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Lys, y Xoay es Glu o Lys. En otro ejemplo, el compuesto GLP-1 es un GLP-1(7-
37)OH en el que Xaag es Gly o Val y Xaaz es Glu. Un ejemplo adicional es un
compuesto que es un GLP-1(7-37)OH en el que Xang es Gly o Val y Xaaj; es His.

Otro ejemplo de un compuesto GLP-1 de la presente invencion es un polipéptido
que presenta la secuencia de aminodcidos de SEQ ID N®: 4. En un ¢jemplo preferido,
Xagy; c¢s L-histidina, D-histidina, desaminohistidina, 2-aminohistidina, -
hidroxihistidina, homohistidina, -fluorometilhistidina y -metilhistidina, Xaag es
glicina. alanina, valina, leucina, isoleucina, serina o treonina, y preferiblemente glicina,
valina, lcucina, isoleucina, serina o treonina R es —NH; o Gly(OH) y Xaay; es lisina,
icido glutdmico, acido aspdrtico o arginina en SEQ ID N* 4. En un ejemplo més
preferido, Xaa; es L-histidina, Xaay es glicina o valina, Xas;, es lisina, dcido glutdmico,
acido aspirtico o arginina y R es Gly{OH). De forma altemnativa, Xaa;, Xaag y R en la
SEQ ID N" 4 son como se describen anteriormente y Xasay; es un aminodcido con una
cadena latcral que comprende un grupo 4cido sulfénico, por ejemplo 4cido cisteico.

En otro ejemplo de compuestos GLP-1 de 1a presente invencién, el aminodcido
en la posicién 8 no es un D-aminoédcido y no presenta la cadena lateral de glicina,
serina, trconina, cisteina o beta-alanina cuando el aminoécido en la posicidn 22 presenta
una cadena lateral de alquilo C;-Cz, una cadena lateral de alguilo hidroxilada C,-C; o
una cadena de alquilo tiolada C,-C; (por ejemplo cisteina). En un ejemplo preferido de
compuestos GLP-| de la presente invencién, el aminoédcido en la posicion 8 no es un D-
aminodcido y no presenta la cadena lateral de glicina, serina, treonina, cisteina o beta-
alanina cuando el aminodcido en la posicién 22 presenta una cadena lateral de alquilo
C,-C4, una cadena lateral de alquilo C;-Cshidroxilada o una cadena de alquilo C,-C,
tiolada

En otro ejemplo de los compuestos GLP-1 de la presente invencién, el

..
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aminodcido en 1a posicién 8 es glicina, valina, leucina, isoleucina, metionina, serina,
treonina, cisteina, Acido aspértico, dcido glutdmico, lisina, arginina, asparagina,
glutamina, fenilalanina, tirosina, histidina o triptéfano; y el aminoécido en la posicién
22 es acido aspértico, écido glutdmico, lisina, arginina, asparagina, glutamina o
histidina.

Los ejemplos especificos de los compuestos GLP-1 de la presente invencién
incluyen Glu?2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 20), Asp>-GLP-1(7-37)0OH (SEQ ID N*:
21), Arg?2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 22), Lys-GLP-1(7-37)0OH (SEQ ID N 23),
Cya®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 24), Val*-Glu®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 5),
Val*-Asp®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 6), Vel*-Arg2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*:
7), Val*-Lys2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 8), Val*-Cya®>-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID
N°: 25), Gly*-Glu®2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 9), Gly*-Asp-GLP-1(7-37)OH
(SEQ ID N* 10), Gly*-Arg”2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N* 11), Gly*-Lys?**-GLP-1(7-
37)OH (SEQ ID N*: 12), Gly*-Cya?>-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 26), Glu?-GLP-
1(7-36)NH; (SEQ ID N°: 27), Asp-GLP-1(7-36)NH, (SEQ ID N* 28), Arg”>-GLP-
1(7-36)NH; (SEQ ID N* 29), Lys?*-GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N* 30), Cya>-GLP-
1(7-36)NH; (SEQ ID N°: 31), Val'-Gly”-GLP-1(7-36)NH, (SEQ ID N*% 32), Val*-
Asp’2-GLP-1(7-36)NH, (SEQ ID N°: 33), Val*-Arg®-GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N
34), Val’-Lys2-GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N°: 35), Val*-Cya®-GLP-1(7-36)NH; (SEQ
ID N° 36), Gly*-GluZ-GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N*: 37), Gly’-Asp®-GLP-1(7-
36)NH; (SEQ ID N™: 38), Gly*-Arg-GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N°: 39), Gly*-Lys**-
GLP-1(7-36)NH; (SEQ ID N™ 40) y Gly8-Cya®-GLP-1(7-36)NHa (SEQ ID N®: 41),
Val*-Lys™-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°: 42), Val*-Ala¥-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*:
43), Vel*-GIu™-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N* 44), Gly*-Glu®-GLP-1(7-37)OH (SEQ
ID N7 45), Val’-His»-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N* 46), Val®-His*’-GLP-1(7-37)OH

£
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(SEQ ID N 47), Val*-Glu®-Lys®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N* 48), Val’-Glu®-
Glu®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N* 49), Val*-Glu?2-Ala?’-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID
N* 50), Val'-Gly™-Lys**-GLP-1(7-37YOH (SEQ ID N° 51), Val*-His"-GLP-1(7-
37)OH (SEQ ID N*: 52), Gly"-His*-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N°; 53).

Tal como sc usa en el presente documento, el término ‘“compuesto GLP-1"
también incluye las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en
el presente documento. Un compuesto GLP-1 de la presente invencién puede poseer un
grupo funcional suficientemente écido, un grupo funcional suficientemente bdsico o
ambos grupos funcionales, y de acuerdo con esto reaccionar con cualquiera de una serie
de bases inorgénicas y acidos inorginicos y orgénicos para formar una sal. Los écidos
cominmente empleados para formar sales de adicién de 4cido son 4cidos inorganicos
tales como 4cido clorhidrico, dcido bromhidrico, dcido yodhidrico, écido
sulfirico, dcido fosférico y similares, y dcidos orghnicos tales como el 4cido p-
toluensulfénico, dcido metanosulfénico, dcido oxélico, dcido p-bromofenilsulfénico,
dcido carbénico, &cido succinico, écido citrico, dcido benzoico, dcido acético y
similares. Los ejemplos de las mencionadas sales incluyen sulfato, pirosulfato,
bisulfato, sulfito. bhisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato,
metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato,
caprilato, acrilato, formiato, isobutirato, caproato, heptanosto, propiolato, oxalato,
malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butin-1,4-dioato, hexin-1,6-
dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato,
metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato,
fenilbutirato, citrato, lactato, gamma-hidroxibutirato, glicolato, tartrato,
metanosulfonato, propanosulfonato, naftalen-1-sulfonato, naftalen-2-sulfonato,

mandelato y similares.
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L.as sales de adicién de base incluyen aquellas derivadas de bases inorgénicas,
tales como hidréxidos de amonio o de metales alcalinos o alcalinotérreos, carbonatos,
bicarbonatos y similares. Las mencionadas bases dtiles en la preparacién de sales de la
presente invencién incluyen, por tanto, hidréxido de sodio, hidréxido de potasio,
hidroxido de amonio, carbonato de potasio y similares.

Los compuestos GLP-] se pueden emplear para tratar sujetos con una gran
variedad dc enfermedades y afecciones. Se piensa que los compuestos GLP-1,
incluyendo aquellos de la presente invencién, desarrollan sus efectos bioldgicos
actuandn ¢n un reccptor denotado como el “receptor de GLP-1" (véase patente de
Estados Unidos n" 5.670.360 de Thorrens). Los sujetos con enfermedades y/o
afecciones que respondan de forma favorable a la estimulacién del receptor de GLP-] o
a la administracién de compuestos GLP-1 pueden ser tratados, por tanto, con los
compuestos GLP-1 de la presente invencidn. Se dice que estos sujetos “estdn en
necesidad de tratamiento con compuestos GLP-1" o *‘en necesidad de estimulacién del
receptor de GLP-1". Se incluyen sujetos con diabetes no dependiente de la insulina,
diabetes dependiente de la insulina, apoplejia (véase documento WO 00/16797 de
Efendic), infarto de miocardio (véase WO 98/08531 de Efendic), obesidad (véase WO
98/19698 de Efendic), cambios catabdlicos después de cirugia (véase patente de Estados
Unidos n" 6.006.753 de Efendic), dispepsia funcionel y sindrome del intestino irritable
(véase WO 99/64060 de Efendic). También se incluyen sujetos que requieren
tratamicnto profildctico con un compuesto GLP-1, por ejemplo, sujetos en riesgo de
desarrollar una diabetes no dependiente de la insulina (véase WO 00/07167). Los
sujetos con una tolerancia a la glucosa elterada, cuyo peso corporal es de
aproximadamente un 25% superior al peso corporal normal para la altura y constitucién

corporal del sujeto, sujetos con un pancreatectomia parcial, sujetos cuyos padres uno o
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los dos presentan diabetes no dependiente de le insulina, sujetos que ha sufrido
diabetcs gestacional y sujetos que han sufrido pancreatitis aguda o crénica estén en
riesgo dc desarrollar diabetes no dependiente de la insulina.

Una “cantidad efectiva” de un compuesto GLP-1 es la cantidad que da lugar a un
efecto tcrapéutico y/o profilactico deseado sin provocar efectos secundarios no
aceptables cuando se administra a un sujeto en necesidad de estimulacién del receptor
de GLP-1. Un “efecto terapéutico deseado” incluye uno o més de los siguientes: 1) una
mejora del(los) sintoma(s) asociados con la enfermedad o afeccién; 2) un retraso en el
comicnzo de los sintomas asociados con la enfermedad o afeccién; 3) aumento de la
longevidad en comparacidn con la ausencia de tratamiento; y 4) mayor calidad de vida
en comparacién con la ausencia de tratamiento. Por gjemplo, una “cantidad efectiva” de
un compucsto GLP-1 para el tratamiento de diabetes es la cantidad que daria lugar a un
mayor control de la concentracidn de glucosa en sangre que en ausencia de tratamiento,
con lo que resulta en un retraso del comienzo de las complicaciones de la diabetes tales
como retinopatia, neuropatia o enfermedad del rifién. Una *“cantidad efectiva” de un
compuesto GLP-1 para la prevencién de la diabetes es la cantidad que retraserfa, en
comparacién con la ausencia de tratamiento, €l comienzo de los niveles elevados de
glucosa en sangre que requiere tratamiento con fdrmacos antihipoglucémicos tales como
ureas de sulfonilo, tiazolidindionas, insulina y/o bisguanidinas.

Una “cantidad efectiva™ del compuesto GLP-1 administrada a un sujeto también
dependerd del tipo v gravedad de ia enfermedad y de las caracteristicas del sujeto, tales
como la salud general, ia edad, el sexo, el peso corporal y la tolerancia a los firmacos.
El espccialista en la técnica serd capaz de determinar las dosificaciones adecuadas
dependiendo de estos y otros factores. De forma tipica, una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto GLP-1 puede variar de aproximadamente 0,01 mg por dfa a
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aproximadamente 1000 mg por dia para un adulto. Preferiblemente, la dosificacion
varia de aproximadamente 0,1 mg por dia a aproximadamente 100 mg por dia, més
preferiblemente de aproximadamente 1,0 mg/dia a aproximadamente 10 mg/dia.

Los compuestos GLP-1 de la presente invencién pueden administrarse, por
ejemplo, de forme oral, por administracién nasal, por inhalacién o de forma parenteral.
La administracién parenteral puede incluir, por ejemplo, la administracién sistémica, tal
como inyeccién intramuscular, intravenosa, subcutinea o intraperitoncal. Los
compuestos GLP-1 se pueden administrar al sujeto junto con un vehiculo, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable como parte de una composicién farmacéutica
para el tratamiento de las enfermedades descritas anteriormente. La composicién
farmacéutica puede ser una solucidon o, si se administra de forma parenteral, una
suspensién del compuesto GLP-1 o una suspensién del compuesto GLP-1 complejado
con un catién metilico divalente, tal como se describe a continuacién. Los vehiculos
farmacéuticos adecuados pueden contener ingredientes inertes que no interactian con el
péptido o derivado del péptido. Se pueden emplear técnicas de formulacién
farmaceutica convencionales tal como se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Los vehiculos farmacéuticos
adecuados para administracién parenteral incluyen, por ejemplo, agua estéril, solucién
salina fisiologica, solucion salina bacteriostitica (solucién salina que contiene
aproximadamente un 0,9% en mg/ml de alcohol bencilico), solucién salina tamponada
con fosfato, solucién de Hank, lactato de Ringer y similares. Algunos ejemplos de
excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, trehalosa, sorbitol y manitol.

Un “sujeto” en un mamifero, preferiblemente un humano, pero también puede
ser un animal, por ejemplo, animales de compailfa (por ejemplo perros, gatos y

similares), animales de granja (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, caballos y similares)
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y animales de laboratorio (por ejemplo, ratas, ratones, conejillos de indias y similares).
Los compuestos GLP-1 de la presente invencién se pueden complejar con un
catién metdlico divalente adecuado. Los complejos metdlicos divalentes de los
compuestos GLP-1 son por lo general insolubles en solucién acuosa en tomo al pH
fisiolégico. Asi pues, estos complejos se pueden administrar de forma subcuténea como
suspensiones y muestran una menor velocidad de liberacion in vivo, con lo que se
extiende el tiempo de accion del compuesto. Los ejemplos de cationes metdlicos
divalentes adecuados incluyen: Zn"", Mn™, Fe'*, Ca*™, Co™, Cd", Ni"* y similares. Se
prefiere el Zn"™".
Para obtener los complejos entre los compuestos GLP-1 de la presente invencién
y un catién metdlico divalente, se disuelve un GLP-1 en un tampén adecuado y en
presencia de una sal metdlica. Se deja que la mezcla incube a temperatura ambiente para
hacer que el complejo precipite. Los tampones adecuados son aquellos que mantienen la
mezcla a un pH que varia de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 9,0 y no
interfieren con la reaccién de complejacién. Los ejemplos incluyen tampones de fosfato,
tampones de acetato, tampones de citrato y tampones de Goode, por ejemplo, HEPES,
Tris y acetato Tris. Las sales metdlicas adecuadas son aquellas en las que ¢l metal estd
disponible para la complejacién. Los ejemplos de sales de zinc adecuadas incluyen
cloruro de zinc, acetato de zinc, 6xido de zinc y sulfato de zinc. Preferiblemente se
proporciona una sal catidnica de un metal divalente tal como el cloruro de zinc en
exceso para dar una relacién molar de hasta aproximadamente 50 moléculas de un
cation metdlico divalente para cada molécula del compuesto GLP-1.
La “actividad insulinotropica™ se refiere a la estimulacién de la secrecidn de
insulina cn respuesta & niveles de glucosa elevados, con lo que se provoca una captacion

de glucosa por parte de las células y disminucién de los niveles de glucosa en suero. La
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actividad insulinotrépica se puede ensayar por procedimientos conocidos en la técnica,
incluyendo el empleo de experimentos in vivo y ensayos in vitro que midan la actividad
dc unién o activacién del receptor de GLP-1, por ejemplo ensayos que empleen células
de islote pancreéticas o células de insulinoma, tal como se describe en ¢l documento EP
619.322 de Gelfand y col., y patente de Estados Unidos N° 5.120.712, respectivamente.
Todo el contenido de estas referencias se incorpora al presente documento como
referencia.

Los compuestos GLP-1 de la presente invencidn se pueden preparar empleando
procedlimicntos convencionales de las técnicas de sintesis de péptidos en fase sdlida.
Los sintetizadores de péptidos estdn comercialmente disponibles a partir de, por
ejemplo, Applied Biosystems en Foster City CA. Los reactivos para la sintesis en fase
solida estin comercialmente disponibles a partir de, por ejemplo, Midwest Biotech
(Fishers, IN). Los sintetizadores de péptidos en fase sélida se pueden emplear de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes para el bloqueo de grupos de
interferencia, proteccion del aminodcido a reaccionar, acoplamiento, desacoplamiento y
remete de los aminodcidos no reaccionados.

De forma tipica, un aminodcido protegido con -N-carbamoflo y el aminodcido
N-terminal en la cadena de péptidos en crecimiento sobre una resina se acopla a
temperatura ambiente en un disolvente inerte tal como dimetilformamida, N-
metilpirrolidona o cloruro de metileno en presencia de agentes de acoplamiento tales
como diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxibenzotriazol y una bese tal como
diisopropiletilamina. El grupo protector -N-carbamoflo se elimina de la resina
peptidica resultante empleando un reactivo tal como écido trifluoroacético o piperidina,
y la reaccién de acoplamiento se repite con ¢l siguiente aminodcido protegido en N

deseado a afiadir a la cadena de péptido. Los grupos protectores de amina adecuados son
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bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Green y Wuts, “Protecting
Groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, 1991, cuyo contenido se incorpora
al presenic documento como referencia en su totalidad. Los ejemplos incluyen -
butiloxicarbonilo (tBoc) y fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).
Los péptidos se sintetizan también empleando protocolos de sintesis en fase
s6lida  automatizados convencionales que emplean t-butoxicarbonil- o
fluorenilmetoxicarbonil-alfa-aminoécidos con una proteccién de la cadena lateral
adecuada. Una vez completada la sintesis, se escinden los péptidos del soporte en fase
s6lida con desproteccién simulténea de la cadena lateral empleando procedimientos de
fluoruro de hidrégeno convencionales. Luego se purifican los péptidos brutos
adicionalmente empleando cromatografia en fase inversa en columnas (VYDAK) C18,
empleando gradientes de acetonitrilo en écido trifluoroecético al (TFA) 0,1%.Para
climinar ¢l acctonitrilo se liofilizan los péptidos a partir de una solucién que conticne
TFA al 0,1%, acetonitrilo y agua. Se puede verificar la pureza por cromatografia de fase
inversa analitica. La identidad de los péptidos se puede verificar por espectrometria de
masas. Se pueden solubilizar los péptidos en tampones acuosos a pH neutro.
La invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos, los cuales no pretenden

limitar la misma en modo alguno.

Ejemplo 1 — Preparacién de compuestos GLP-1 de la presente Invencién mediante
quimica de t-Boc en fase sélida

Se colocan aproximadamente de 0,5 a 0,6 g (0,38 a 0,45 mmol) de resina Boc
Gly-PAM en un recipiente de reaccién convencional de 60 ml y se lleva a cabo
acoplamicntos dobles en un sintetizador de péptidos tipo Applied Biosystems ABI430A.

Se consigucn los siguientes aminodcidos de cadena lateral protegida (cartuchos de 2
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mmol de Boc aminodcidos) de Midwest Biotech (Fishers, IN) y se emplean en la
sintesis:
Arg-Tosil (TOS), éster Asp- -ciclohexilico (CHXL), éster Glu- -ciclohexilico
(CHXL), His-benciloximetilo (BOM), Lys-2-clorobenciloxicarbonilo (2Cl-Z), Met-
sulféxido (O), éter Ser-O-bencilico (OBzl), éter Thr-O-bencilico (OBzl), Trp-formilo
(CHO) y Tyr-2-bromobenciloxicarbonilo (2Br-Z) y resina Boc Gly PAM. Se adquieren
écido trifluoroacético (TFA), diisopropiletilamina (DIEA), hidroxibenzotriazol 0,5 M
(HOBt) cn DMF y diciclohexilcarbodiimida 0,5 M (DCC) en diclorometano de PE-
Applied Biosystems (Foster City, CA). Se adquieren dimetilformamida (DMF - Burdick
y Jackson) y diclorometano (DCM - Mallinkrodt) de Mays Chemical Co. (Indiandpolis,
IN).

Se llevan a cabo acoplamientos dobles convencionales empleando bien
anhfdrido simétrico o ésteres de HOBt, ambos formados empleando DCC. Se lleva a
cubo un sepundo grupo de acoplamientos dobles (sin desproteccién con TFA) en Trp31,
Thrl3 y Thri 1. Una vez completadas la sintesis se elimina el grupo Boc N-terminal y se
tratan las resinas de peptidilo con piperidina al 20% en DMF para desformilar la cadena

Jateral de Trp. Una vez lavado con DCM sc transfieren las resinas a un recipiente de

reaccion dc TEFLON vy se sece @ vacio.

Para anélogos que comprendan Met, se efectia una reduccién sobre la resina
empleando TFA / sulfuro de dimetilo al 10% (DMS) / HCl concentrado al 2%. Las
escisiones se efechinn por unién de los recipientes de reaccién a un aparato de HF
(4cido fluorhidrico) (Penninsula Laboratories). Se afiade 1 ml de m-cresol por gramo de
resina y 10 ml de HF (adquirido de AGA, Indiandpolis, IN) y se condensa en el
recipiente enfriado previamente. Se afiade luego 1 ml de DMS por gramo de resina

cuando la metionina esté presente. Las reacciones se agitan una hora en un bafio de
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hielo y se retira el HF a vacio. Se suspenden los residuos en éter etflico y se filtran los
s6lidos y se lavan con éter. Se extrae cada péptido en éicido acético acuoso y bien se
liofiliza o bien se carga directamente en la columna de fase inversa.

Se llevan a cabo las purificaciones en una columna VYDAC C18 de 2,2 x 25 cm
en tampon A (dicido trifluoroacético en agua al 0,1%, B: TFA al 0,1% en acetonitrilo).
Se introduce un gradiente de un 20% & un 90% de B en HPLC (Waters) durante 120
minutos a 10 ml/minuto mientras se controla la radiacién UV a 280 nm (4,0 A) y se
recogen fracciones de un minuto. Se combinan las fracciones adecuadas, se congelan y
liofilizan. Se analizan los productos secados por HPLC (METASIL AQ C18 0,46 x 15

cm) y por espectrometria de masas MALDI.

Ejemplo 2 — Preparacién de compuestos GLP-1 de la presente invencién mediante
quimica de F-Moc ¢n fase sélida

Se colocan aproximadamente 114 mg (50 mmol) de resina FMOC Gly WANG
(adquirida de NovaBiochem, LaJolla, CA) en cada pocillo programado del bloque de
reaccion de 96 pocillos y se llevan a cabo acoplamientos dobles en un sintetizador de
péptidos Advanced ChemTech 396. Se preparan anélogos con una amida C-terminal
empleando 75 mg (S0 mol) de resina Rink Amide AM (NovaBiochem, LaJolla, CA).

Los siguientes aminodcidos FMOC se¢ adquieren de Advanced ChemTech
(Louisville, KY), NovaBiochem (La Jolla, CA) y Midwest BioTech (Fisﬁus, IN): Arg-
2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5S-sulfonilo (Pbf), Asn-tritilo (Trt), éster Asp- -
t-butilico (tBu), éster Glu- -s-butilico (tBu), Gln-tritilo (Trt), His-tritilo (Trt), Lys-¢-
butiloxicarbonilo (Boc), éter Ser-t-butllico, éter Tht-r-butilico (OtBu), Trp-t-
butiloxicarbonilo (Boc), éter Tyr-t-butilico (OtBu).

Los disolventes dimetilformamida (DMF-Burdick and Jackson), N-

69
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metilpirrolidona (NMP-Burdick and Jackson), diclorometano (DCM-Mallinkrodt) se
adquicren de Mays Chemical Co. (Indiandipolis, IN).

Se adquieren hidroxibenzotriazol (HOBt), di-isopropilcarbodiimida (DIC), di-
isopropiletilamina (DIEA) y piperidina (Pip) de Aldrich Chemical Co (Milwaukee, WI).

Se disuelven todos los aminodcidos en HOBt 0,45 M en NMP vy se llevan a cabo
acoplamientos activados DIC/HOBt durante 50 minutos después de 20 minutos de
desproteccién empleando Pip/DMF al 20%. Cada resina se lava con DMF tras las
desprotecciones y acoplamientos. Tras el dltimo acoplamiento y desproteccién se lavan
lus resinas de peptidilo con DCM y se sccan a vacio en ¢l blogue de reaccion.

Con el cnsamblaje de bloque de reaccién/escision colocado, se afiaden 2 ml de
reactivo K a cada pocillo y se mezcla la reaccién de escision durante dos horas [reactivo
K = 0,75 g de fenol, 0,5 m} de tioanisol, 0,25 m! de etanoditiol, 0,5 ml de agua por 10
ml de 4cido trifluoroacético (TFA), todo adquirido de Aldrich Chemical Co.,
Milwaukee, WI]. Los filtrados de TFA se afiaden a 40 ml de éter etilico y se centrifugan
los precipitados durante 2 minutos a 2000 rpm. Se decantan los sobrenadantes, se
resuspenden los sedimentos en 40 ml de éter, se centrifuga nuevamente, se decanta y se
seca en nitrogeno y luego a vacio. .

Se disuelven de 0,3 a 0,6 mg de cada uno de los productos en 1 ml de
TFA/accetonitrilo (ACN) al 0,1% y se analizan 20ml por HPLC [METASIL AQ CI8
0,46 x 15 cm, | ml/min, 45° C, 214 nM (0,2 A), A = TFA 0,1%, B = 0,1% TFA/ACN
50%. Gradiente = B 50% a B 90% durante 30 minutos].

Se ilevan a cabo las purificaciones en una columna VYDAC C182,2 x 25 cm en
tampon A (dcido triflucroacético en agua al 0,1%, B: TFA al en acetonitrilo 0,1%). Se
lleva a cabo un gradiente de un 20% 2 un 90% de B en HPLC (Waters) durante 120

minutos a 10 ml/minuto mientras se controla la radiacién UV a 280 nm (4,0 A) y se

=y
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recogen fracciones de un minuto. Se combinan las fracciones adecuadas, se congelan y
se liofilizan. Los productos secados se analizan por HPLC (METASIL AQ C18 0,46 x
15 cm) y por espectroscopia de masas MALDI.

Ejemplo 3 — Ensayo de la agregacién de GLP:

Sc analizan los péptidos GLP de la presente invencién respecto a su potencial de
agregacidn en solucién. En genersl, se agitan los péptidos en solucién a temperatura
elevada en un tampon adecuado mientras se registra la turbidez a 350 nm en funcién del
tiempo. Se mide el tiempo del comienzo de la agregacién para cuantificar el potencial
de una molécula de GLP dada para agregarse bajo estas condiciones de estrés.

Protocolo:

En primer lugar se disuelve un compuesto GLP-1 en condiciones alcalinas (pH
10,5) durante 30 minutos para disolver cualquier material agregado previamente. La
sotucidn se ajusta luego a pH 7,4 y se filtra. De forma especifica, se disuelven 4 mg de
un compuesto GLP-1 liofilizado en 3 ml de fosfato 10 mM/citrato 10 mM. Se ajusta el
pH210,0-105y s:: mantiene durante 30 minutos. Se ajusta la solucién con a pH 7,4
HCI y se filtra a través de un filtro adecuado, por ejemplo un filtro de jeringuilla Millex
GV (Millipore Corporation, Bedford, MA). Esta solucién se diluye luego hasta una
muestra final que contiene 0,3 mg/ml de proteina en citrato 10 mM, fosfato 10 mM,
NeCl 150 mM y se ajusta a pH 7,4 2 7,5. La muestra se incuba a 37° C en una cubeta de
cuarzo. Cada cinco minutos se mide la turbidez de la solucién a 350 nm en un
espectrofotometro UV-VIS AVIV Modelo 14DS (Lakewood, NJ). Durante los 30
segundos antes y durante la medida se agita la solucién empleando una barra de

agitacion magnética de Starna Cells, Inc. (Atascadero, CA). Un incremento la DO a 350
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nm indica la agregacién del péptido GLP. El tiempo para la agregacién se aproxima
mediante la interseccién de los ajustes lineales a la fase de pre-crecimiento y de
crecimiento de acuerdo con el procedimiento de Drake (Arvinte T, Cudd A, y Drake
AF. (1993) J. Bio. Chem. 268, 6415 — 6422).

La cubcta sc lava cntrc cada cxperimento con una solucion de jabon chustica
(por ¢jemplo, Contrad-70).

Se dan resultados para una serie de compuestos GLP-1 de la presente invencidn
en la tabla | como el tiempo en horas que se requiere para que el compuesto se agregue.
Tal como se puede ver, los compuestos de la presente invencién muestran tiempos de
agregacion altamente incrementados frente a los compuestos GLP-1 conocidos en la

técnica anterior.

Ejemplo 4 — Activacién del receptor de GLP-1 con los compuestos GLP-1 de la
presente invencién

L.a capacidad de los compuestos GLP-1 de la presente invencién para activar el
receptor de GLP-1 se mide empleando ensayos in vitro tal como los descritos en el
documento EP 619.322 de Gelfand y col. y patente de Estados Unidos N° 5.120.712
respectivamente. Todos los contenidos de estas referencias se incorporan al presente
documento como referencia. La uctividad de estos compuestos relativa a la actividad del
GLP-1(7-37)OH se describe en la tabla 1. Tal como se puede ver a partir de estos
resultados, la actividad de los compuestos GLP-1 de la presente invencién es por lo

general aproximadamente tan buena como o mejor que la del GLP-1(7-37)OH.
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Tabla 1
Agregacion

Tiempo en horas

Receptor de GLP-1

Activacién



32

GLP-1(7-37)0OH

val®-GLP-1(7-37)0H

Gly"-His''-GLP-1{7-37)0H
Val®-Ala**-GLP~1(7-37)OH
val’-Lys'’-GLP-1(7-37)0H
Val®-Tyr!2-GLp-1(7-37)0H
val*-Glu!*-GLP-1 (7-37)OH
val'-Ala'*-GLP~1(T7-37)0H
Val®-Tyrlf-gLP-1(7-37)OH
val®-Lys?*-GLP-1(7-37)0H
_ Gln**-GLP-1(7~37)CH

val®-Ala??-GLP-1(7-37)0H
val®-Ser®-GLP-1(7-37)OR

val®-Asp??-GLP-1 (7-37)OH

0,9 0,2
(n = &)

gw
10

13

12

16

19
22

>90

0,282

0,021

0,001

0,81
0,047
0,112
1,175
0,33
0,42
0,56
0,50

0,40
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val®-Glu**-GLP-1(7-37)OH
val'-Lys??-GLP-1(7-37)OH
Val®-Pro®**-GLP-1(7-37)OH
Val®-His®-GLP-1(7-37)OR
val®-Lys®-GLP-1(7-36) NH;z
Val'-Glu*?-GLP~1{7-36) NH;
Gly*-Glu?*?-GLP-1(7-37)OH
val'-Glu®-GLP~1 (7-36) OH
val®-Lys?’-GgLP-1(7-37)0OH
val®-His*-GLP-1(7-37)OH
Val'-Lys?'-GLP~-1(7-37)0H
Ala®-His?**-GLP-1(7-37)0H
Ala®-Glu?®-GLP-1(7-37)0OH
Val®-His?-GLP-1(7-37)OH
Val’-ala*’-GLP-1(7-37)0OR
Gly'-Glu**-GLP-1(7-37) OH

val'-Glu*-GLP-1(7-37)0H

72

100, 54

>15

>715

24

>65

19

65

>45

22

>24

>24

10

>40

30

1,29
0,58
0,01
0,14
0,53
1,0

1,07
0,28
0,18

0,007



Val®-Asp®-GLP-1(7-37)0H
val®-ser*-GLP-1(7-37)0H
val®-Hig'®-GLP-1(7-37)OH
Val®-Glu¥?-GLP-1(7-37)0H
val®-pla¥-GLE-1(7-37)0H
val®-Gly**-GLP-1{7-37)0H
val®’-Glu**-GLP-1{7-~37)0CH
Val®-Pro**-GLP-1(7-37)OH

vVal®-His¥-GLP-1(7-37)10H

val®’-Glu"*-GLP-1(7-37)OH

val?’-Glu**-GLP-1{7-37I0H
val'-His**-GLP~1{7-37)OH

val®-His*’-GLP~1(7-37)0H

val?~Leu®-Glu?*-GLP-1 (7-37)0H
val®-Lys?*-Glu3®-GLP~1 (7-37)OH
Val®-Lys®-Glu?*-GLP~1(7-37)OH

val®-Glu?*~-Gln*-GLP-1 (7-37)OH

34

>45

13

>70

20

>40*

14

>45, 30

63

>45

>40

>20

>30

>20 °

16

0,15
o,is
0,19
0,039
0,1
0,01
0,17
0,094
0,41
0,15
0,11
0,22
0,33
0,23
0,37
0,35

0,47
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val'-Glu**-Ala?’~GLP-1(7-37)OH >45 1,02
Val'~Glu?2-Lys®*-GLP-1(7-37)0H >65 1,43
Val’-Lys®-val*-GLP-1(7-37)OH 22 0,08
val’-1ys?-Asn?-GLP-1(7-37)O0H >48 0,09
val'-Gly-Lys?*-GLP-1({7-37)0H 27 0,34
Val®-Gly**-Pro¥-GLP-1(7-37)NH; 2 0,53

* Tiempo de agregacién determinado a 30°

Ejemplo 5 — Precipitacién de los compuestos GLP-1 con zinc

Los compuestos GLP-1 individuales se preparan tal como se describe en los
ejemplos | ¢ 2. Se disuelven 3 mg de una molécula de GLP liofilizado individual en 3
ml de tampon HEPES 0,1 M a pH 10,5. El pH de la solucién resultante se ajusta luego
entre 10,0 y 10,5 con NaOH 0,2 N, La solucidn se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos y sc ajusta luego a un pH de 7,4 con HCI1 0,2 N, La solucién se filtra a través
de un filtro de jeringuilla adecuedo, por ejemplo un filtro de jeringuilla Millex GV
(Millipore Corporation, Bedford, MA) y se estima la concentracién de un compuesto
GLP-1 midiendo la absorcién a 280 nm en un espectrofotdmetro, por ejemplo un
Beckman DUG640. La concentracion de proteina se ajusta luego a 200 M en HEPES a
pH 7.4.

Las soluciones de GLP-1 filtradas (100 1) se diluyen con 100 1 de HEPES 0,1

M a pH 7,4 que contiene diversas cantidades de cloruro de zinc en una placa ELISA,

oufit
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(por cjcmplo Falcon Microtest™ 96) dando como resultado una solucién de 200 1
que contiene diversos niveles de cloruro de zinc y de compuestos GLP-1 100 M. Estas
soluciones se incuban a temperatura ambiente (22° C) durante 18 horas y se centrifugan
luego, por ejemplo, en una centrifuga Jouan CR412 con adaptadores de microplaca.
Luego se transfieren 150 1 de los sobrenadantes tras la centrifugacién a una placa
ELISA de microensayo con deteccibn UV (por ejemplo placa UV Costar) y se
determina la DO a 280nm en un lector de microplaca (por ¢jemplo los dispositivos
moleculares SPECTRAmax PLUS, SOFTmax PRO). En la tabla 2 se muestran los
resultados de un experimento. Los valores Azgo son el resultado de dos determinaciones

independientes.

Tabla 2
Relacion | GLP-1{7-[Gly’ -GLP- [ Val’*-GLF- [GIn" -GLP- | Val'-Glu" - | Val'-ATa"-
molar Zn|37)OH 1(7-37)OH | 1(7-37)OH | 1(7-37)OH |GLP-1(7- |GLP-1(7-
/GLP-1 |Aag Aagp Aazso Aago 37YOH 37)OH
Az Ao
) 0,337 0,32 0.3 0,290 0,295 0,289 |
U3 U,3TE U, 166 0,27 U,390- 0,291 0,202
U5 03209 0,151 0,258 U123 0,292 0,107
0,7 0,253 U, 156 0,123 0,076 0,293 U, 10
1 0,138 U, 119 0,06 0,073 U,25 U,TT0
y, 0,092 1 U089 0,025 0,095 0,078 U,TT0
3 U, 08T | U,085 0,021 OUos— [ 0,052 U, 104
5 0,074 | 0,078 0,019 U097 | 0,035 U TTY

T 0 GRYRARRT . MY -
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Tabla 2 (continuacidn)
"Relacion | val'-Ser - PRet- [Val'-Pro-- | Val-Lys - [Val-Asp - |
molar Zn|GLP-1(7- |GLP-1(7- |GLP-1(7- GLP-1(7- |GLP-1(7-
/GLP-1 |37)OH Azg0 |37)OH A2z |37)OH Azso  [37)OH Aase |37)OH Azgo
) U,2855 031 U,2595 U,299 U,288
U,3 U,2805 | U, 1485 U,2455 U,0825 U,Z785
0,5 0,2665 U,TT55 U,2325 U,0905 U,2895
0,7 U,1825 U.TOTS U,2T9 U, 1195 U,287
T U139 U,1265 U,T905 U,1225 0,291
2z U, 0935 0,092 U, 1695 0,1075 0,184
3 U, 101 0,061 UISIS | U, 1475 U, 1485
5 U,0615 0,00795 U,T71 U132 U,1675

Estos resultados muestran que solo se requieren pequefias cantidades de zinc para
complejar con y precipitar una parte significativa de diversos compuestos GLP-1 a

partir dc estas soluciones diluidas.

EQUIVALENTES
Si bicn la presente invencién se ha mostrado y descrito de forma particular con
referencias a realizaciones preferidas de la misma, se entenderd por parte de los
especialistas en 1a téenica que se pueden hacer diversos cambios en la misma en forma y
en detalles, sin separarse del espiritu y alcance de la invencién tal como se define en las

reivindicaciones adjuntas. Los especialistas en la técnica reconocerén o serén capaces de
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encontrar sin emplear més de una rutina de experimentacidén, muchas reslizaciones
equivalenles a las realizaciones especificas de la invencién descrita de forma especifica
en el presente documento. Se pretende que las mencionadas realizaciones equivalentes

estén englobadas en el alcance de las reivindicaciones.
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Habicndo descrito como antecede la presente invencién se declara como propiedad lo

contenido cn las siguientes

REJVINDICACIONES

1. Un compuesto GLP-1 que comprende la secuencia de aminoécidos de férmula 1
(SEQID N™ 1)
His-Xaas-Glu—-Gly-Xaa, ~Xaa ;-Thr-Ser-Asp-Xaa;¢-Ser-
Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaaz-Xaaz;-Xaazs—Ala-Xaazs~Xaaz;~Phe-
Ile-Ala-Xaaj~Leu-Xaay-Xaay~Xaays-Xaaze—R
Férmula 1 (SEQ ID N®: 1)
en la que:
Xaag es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;
Xaa| es: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;
Xan,z es: His, ‘T'rp, Phe o Tyr,
Xanq cs: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr, Glu,
o Ala;
Xany; es: Gly, Asp, Glu, Gin, Asn, Lys, Arg, Cys o écido cisteico;
Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu, Gln o Arg;
Xaay, es: Glu, Arg, Ala o Lys;
Xaay, es: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu o His;
Xaayy es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaayg es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaa;; es: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly o Glu;
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Xaaj4 es: Glu, Lys o Asp;

Xaass es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o Glu;

Xaa;g es: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu o His;

R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,

-NHa, Gly, Gly-Pro o Gly-Pro-NH; 0 no aparece.

con la condicién de que el compuesto GLP-1 no tenga la secuencia de GLP-1(7-37)OH
o GLP-1{7-36)NH; y con tal de que el compuesto GLP-1 no sea Gly*-GLP-1(7-37)OH,
Gly*-GLP-1-(7-36)NHa, Val*-GLP-1(7-37)OH, Val*-GLP1-(7-36)NH;, Leu’-GLP-1(7-
37)OH, Leu*-GLP-1-(7-36)NH,, lie*-GLP-1(7-37)OH, Ilie*-GLP-1(7-36)NH;, Ser-
GLP-1(7-37)OH, Ser®-GLP-1(7-36)NH;, Thr*-GLP-1(7-37)OH, o Thr*-GLP-1-(7-
36)NH;,, Ala''-GLP-1(7-37)OH, Ala'!-GLP-1(7-36)NH3, Ala'S-GLP-1(7-37)OH, Ala‘-
GLP-1(7-36)NH,, Ala'®-GLP-1(7-37)0OH, Ala'®-GLP-1(7-36)NH,;, Ale?’-GLP-1(7-
37)OH, Ala*-GLP-1(7-36)NHa, Ala®-GLP-1(7-37)0OH, Ala*>-GLP-1-(7-36)NH..

2. Un compuesto GLP-1 que comprende la secuencia de aminoécidos de férmule II

(SEQ [D N*®: 2):

His-Xaap-Glu~Gly-Thr-Xaa,;,-Thr-Ser-Asp-Xaa;s-Ser-
Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaaz;-Xaaz3-Ala-Ala-Xaazs~Glu-Phe~
Ile-Xaajp-Trp-Leu-Val-Lys-Xaays-Arg-R
Formula 11 (SEQ ID N*: 2)

en la que:

Xaag es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

Xaa; es: His, Trp, Phe o Tyr;

Xaa g es: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Alas;
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Xaap; es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys o 4cido cisteico;
Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xanyg €s: Asp, Lys, Glu o His;
Xaayg es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
Xaays es: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o Glu;
R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NH;, Gly, Gly-Pro o Gly-Pro-NH; o no aparece,
con la condicién de que el compuesto GLP-1 no tenga la sccuencia de GLP-1(7-37)OH
o GLP-1(7-36)NH3 y con tal de que el compuesto GLP-1 no sea Gly'—GLP-1(7-37)OH,
Gly*-GLP-1 (7-36)NHa, Val®-GLP-1(7-37)OH, Val*-GLP-1(7-36)NH,, Leu*-GLP-1(7-
37)OH, Leu®-GLP-1(7-36)NH,, lle®-GLP-1(7-37)OH, lle"-GLP-1(7-36)NHa, Scr*-GLP-
1(7-37)OH, Ser®-GLP-1(7-36)NH;, Thr*-GLP-1(7-37)OH, Thr"-GLP-1-(7-36)NH,,
Ala'®-GLP-1(7-37)OH o Ala'®-GLP-1(7-36)NH,.

3. Un compuesto GLP-1 que comprende la secuencia de aminoacidos de formula
III (SEQ ID N*: 3):
His-Xaag~Glu~Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—-Asp-Val-Ser-Ser-

Tyr-Leu-Glu—Xaaszz~Xaaz;—-Ala-Ala-Lys-Xaaz;-Phe~Ile-
Xaaig-Trp-lLeu-Val-Lys-Gly-Arg-R

Férmula III (SEQ ID N*: 3)
en la que:
Xang es: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr; .
Xaay, es: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys o 4cido cistcico;
Xaay; es: His, Asp, Lys, Glu o Gin;
Xaay; es: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;
Xaay, es: Ala, Glu, Asp, Ser o His;
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R es: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,

-NH,, Gly, Gly-Pro o Gly-Pro-NHj, o no aparece.

con la condicién de que el compuesto no tenga la secuencia de GLP-1(7-37)OH o GLP-
1(7-36)NH; y con tal de que el compuesto GLP-1 no sea Gly*-GLP-1(7-37)OH, Gly*-
GLP-1-(7-36)NHa, Val’-GLP-1(7-37)OH, Val®-GLP1-(7-36)NH;, Leu®-GLP-1(7-
37)0H, Leu’-GLP-1(7-36)NH;, Ile’-GLP-1(7-37)OH, lle*-GLP-1-(7-36)NH;, Ser'-
GLP-1(7-37)0H, Ser’-GLP-1(7-36)NH;, Thr"-GLP-1(7-37)OH, Th*-GLP-1-(7-
36)NH,, Ala'-GLP-1(7-37)OH, Ala'-GLP-1<(7-36)NH,, Glu?-GLP-1(7-37)0H o
Glu?’-GLP-1(7-36)NH..

4. El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1,2 6 3
en el que no mds de 6 aminoicidos en el compuesto GLP-1 difieren del aminoécido

correspondiente en el compuesto GLP-1(7-37)OH o GLP-1(7-36)NH..

5. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 4 en el que no més de 5
aminodcidos en el compuesto GLP-1 difieren del aminoédcido correspondiente en el

GLP-1(7-37)OH o GLP-1(7-36)NH,.

6. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 5 en el que no més de 4
aminoécidos en el compuesto GLP-1 difieren del aminodcido correspondiente en el

GLP-1(7-37)OH o GLP-1(7-36)NH,.

7. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 6 en el quc no més de 3

aminodcidos en el compuesto GLP-1 difieren del aminodcido correspondiente en el
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GLP-1(7-37YOH o GLP-1(7-36)NHa.

8. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 7 en el que no mds de 2
aminodcidos en el compuesto GLP-1 difieren del aminodcido correspondiente en el

GLP-1(7-37YOH o GLP-1(7-36)NH;

9. El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en

el que Xaug es glicina o valina.

10.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 en
el que Xaag es glicina o valina y Xaayg es alaning, dcido glutdmico, écido aspértico,

serina o histidina.

11, El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 10 en el que Xaayp es

dcido glutdmico.

12.  El compuesto GLP-] de acuerdo con cualquicra de las reivindicaciones 4 a 8 en
el que Xuag es glicine o valina y Xaay; es histidine, fenilalanine, tirosina, triptéfano,

dcido aspdrtico, sering, treonina, arginina o lisina.

13.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 12 en el que Xaay7 es

histidina.

14.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 en

el que Xaag es glicina o valina y Xaay, es dcido aspértico, écido glutdmico, glutamina,

5
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asparagina, lisina, arginina, cisteina o dcido cisteico.

15.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 14 en el que Xaaz; es

acido aspértico, dcido glutdmico, lisina o arginina.

16.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 15 en el que Xaaz; es

&cido glutdmico.

17.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 en
el que Xaay es glicina o valina, Xaay; es dcido glutdmico o lisina, y Xaaz es écido

glutdmico o lisina.

18.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 en

el que Xaag es glicina o valina, Xaay; es dcido glutdmico y Xaay7 es alanina,

19. Un compuesto (GLP-1) péptido-l1 similar al glucagbn que presenta un
aminodcido distinto a alahina en la posicién 8 y un aminoécido distinto a glicina en la

posicion 22,

20. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que el
mencionado compuesto GLP-1 no comprende més de 3 aminoécidos que difieren del
aminodcido correspondiente en los GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)NH,, o un fragmento

de los mismos ademés de los aminoécidos en las posiciones 8 y 22.

21.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que el
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mencionado compuesto GLP-1 no comprende més de 2 aminodcidos que difieren del
aminodcido correspondiente en los GLP-1{7-37)OH, GLP-1(7-36)NH3, o0 un fragmento

de los mismos, ademés de los amino4cidos en las posiciones 8 y 22.

22. El compucsto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que el
mencionado compuesto GLP-1 no comprende més de 1 aminodcido que difiere del
aminodicido correspondiente en los GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-36)NH3, o un fragmento

de los mismos, ademds de los aminodcidos en las posiciones 8 y 22.

23.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22,
en el que los aminoécidos que difieren del aminodcido correspondiente en los GLP-1(7-
37)OH, GLP-1(7-36)NH2, o un fragmento de los mismos, son una sustitucién
conservadora del aminodcido correspondiente en los GLP-1(7-37)OH, GLP-1(7-

36)NHa, o un fragmento de los mismos.

24,  El compuesto GLP-1 de cualquicra de las reivindicaciones 19 a 23 en el que la
cadena lateral del aminodcido en la posicién 22 comprende al menos dos dtomos de

carbono y un grupo funcional polar o cargado.

25.  El compuesto GLP-! de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23
en el que:

a) el aminoacido en la posicién 8 es glicina, valina, leucina, isoleucina, metionina,
sering, {reonina, cistelna, dcido aspértico, dcido glutémico, lisine, arginina, asparagina,
glutamina, fenilalanina, tirosina, histidina o triptéfano, y

b) ¢l aminodcido en la posicidén 22 es dcido aspértico, dcido glutdmico, lisina,

37
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arginina, asparagina, glutamina o histidina.

26.  El compuesto (GLP-1) péptido-1 del tipo glucagdn de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 19 a 23 en el que el aminoicido en la posicién 22 presenta una
cadena lateral alquilica lineal o ramificada que comprende de dos a seis dtomos de

carbono y sustituida con un grupo funcional cargado.

27.  El compuesto GLP-l de acuerdo con la reivindicacién 26 en el que el

aminodcido en la posicién 22 es 4cido aspértico, dcido glutdmico, lisina o arginina.

28.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23
en ¢l que ¢l aminodcido en la posicion 8 es glicina, valina, leucina, isoleucina, serina,

treonina o metionina.

29. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 28 en el que el

aminoécido en la posicion 8 es glicina o valina.

30. El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquicra de lus reivindicaciones 19 n 23
que presenta un aminodcido con una cadena lateral que comprende un grupo écido

sulfénico en la posicion 22.

31.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 29 en el que el
aminodicido con una cadena lateral es écido cisteico y en el que el aminoécido en la

posicién 8 no es alanina,
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32, Un compucsto GLP-1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
N": 4:
Xaa,-Xaap-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Aap-Val-Ser-

Ser-Tyr~Leu~-Glu-Xaaz;-Gln-Ala-Ala~Lys-Glu-Phe-
Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-R

(SEQ ID N*: 4)
en la que:
Xaa; cs l.-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, -
hidroxi-histidina, homohistidina, -fluorometil-histidina o -metil-histidina;
Xuay es glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina o treonina;
Xaazp; es dcido aspanio;), dcido glutdmico, glutamina, asparagina, lisina,
arginina, cisteina o cido cisteico; y

R es —~HN; o Gly(OH).

33.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 32 en el que Xaag es

glicina, valina, leucina, isoleucina, serina o treonina.

34.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacion 33 en el que Xaaz; es

lisina, dcido aspartico, dcido glutdmico o arginina.

35.  El compucsto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 34 en el que Xaay; es L-
histidina, Xaay es glicina o valina y R es Gly(OH).

36. El compucsto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 34 en el que el compuesto
GLP-1 s selecciona del grupo constituido por: a) Val*-Glu®-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID
N°: 5); b) Vat*-Asp™-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 6); c) Val®-Arg2-GLP-1(7-37)OH
(SEQ ID N 7); y d) Val®-Lys2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 8).

ni

B
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37.  Fl compuesto GLP-1 de acucrdo con la reivindicacion 34 en el que el compuesto
GLP-1 se scleeciona del grupo constituido por: a) Gly*-Glu?2-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID
N“: 9): b) Gly*-Asp™-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 10); c) Gly*-Arg®-GLP-1(7-37)OH
(SEQ ID N™ 11): y d) Gly*-Lys™-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID N*: 12).

38.  El compuesto GLP-1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones | a 37 en

¢l que ¢l mencionado compuesto GLP-1 se compleja con un catién metdlico divalente.

39. El compuesto GLP-1 de acuerdo con la reivindicacién 38 en el que el

mencionado compuesto GLP-1 se compleja con un catién de zinc divalente.

40. Un procedimiento de estimulacidén del receptor de GLP-1 en un sujeto en
neeesidad de la mencionada estimulacion, comprendiendo el mencionado procedimiento
la etapa dc administracion al sujeto de una cantidad efectiva del compuesto GLP-1 de

acuerdo con cualquicra de las reivindicaciones 1 a 39.

4], El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 40 en el que se trata 8l sujeto
contra la diabetes no dependiente de insulina.

42,  El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 41 en el que se trata al sujeto

de forma profilactica contra la diabetes no dependiente de insulina,

43.  El procedimicnto de acuerdo con la reivindicacién 40 en el que se trata al sujeto

44
3
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contra i obesidad, apoplejia, infarto de miocardio, cambios catabdlicos tras la cirugla

o sindrome del imestino irritable.
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WO 01/98331 1
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Eli Lilly and Comapny

<120> ANALOGOS DE PEPTIDO-1 DEL TIPO GLUCAGON

<130> x-13989

<160> 53

<170> Patente en version 3,0

<210> 1
<211>31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> construccion sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222>(2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

4
73
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<220>

<221> VARIANTE

<222>(5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys o His;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicién 6 es His, Trp, Phe o Tyr;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10) . . (10)

<223> Xaa en la posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(16) .. (16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

Pégina 2
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<220>

<221> VARIANTE

<222>(17)..(1D

<223> Xaa en la posicioén 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gln;

<220>

<221> VARIANTE
<222>(18)..(18)
<223> Xaa en la posicién 18 es Glu, His, Ala o Lys;

<220>

<221> VARIANTE

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

<223> Xan en la posicion 20 es Asp, Lys, Glu o His;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa en Ia posicién 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

Pigina 3
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<220>

<221> VARIANTE

<222>(25) .. (25)

<223> Xaa en la posicién 25 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(27)..(27)

<223> Xas en la posicién 27 es Asp, Arg, Val, Lys, Als, Gly o Gly;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (28) . .(28)

<223> Xaa en la posicién 28 es Glu, Lys o Asp;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(29)..(29)

<223> Xaa en la posicién 29 es Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
Glu;

Piégina 4



<220>

<221> VARIANTE

<222> (30) .. (30)

<223> Xaa en la posicién 30 es Arg, Glu o His;

<220>
<221> VARIANTE
<222> (31)..(31)
10 <223> Xaa en la posicién 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, -NH,,
Gly, Gly-Pro, o Gly-Pro-NH; o no aparece;

<400> 1

His Xaa Glu Gly Xaa Xaa Thr Ber Asp Xaa Sexr Ser Tyr Leu Glu Xaa

15

20

Xaz Xaa Ala Xaa Xaa Phe Ile Ala Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

<210>2
<211> 31

Pdgina 5
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<212> PRT

<213> Anrtificial

<220>

<223> construccion sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222>(2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6) . . (6)

<223> Xaa en la posicion 6 es His, Trp, Phe o Tyr;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(10)..(10)

<223> Xaa en la posicién 10 es Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu o Ala;

<220>

Pégina 6

A0l
9%



10

15

20

25

<221> VARIANTE
<222>(16) .. (16)
<223> Xaa en la posicidn 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(17)..(17

<223> Xaa en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gin;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (20) .. (20)

<223> Xaa en la posicién 20 es Asp, Lys, Glu o His;

<220>

<221> V4RIANTE

<222>(24)..(24)

<223> Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

<220>
<221> VARIANTE

Pégina 7
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<222> (29)..(29)
<223> Xaa en la posicién 29 es Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly, Pro, His o
Glu;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, -NH3,
Gly, Gly-Pro, o Gly-Pro-NHz o no aparece.

<400> 2

Hlax;aGluGly'rhrmThrSuuphasQrSermmcgunn
1 5 10 1

xaauauuxaacluphenexn?mvummg:gm
20 2

<210>3
<211>31
<212> PRT
<213> Antificial

<220>

<223> construccion sintética

Pigina 8
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<220>

<221> VARIANTE

<222>(2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(16) .. (16)

<223> Xaa en la posicion 16 es Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg o Cys;

<220>

<221> VARIANTE

<22 (17)..(17)

<223> Xau en la posicién 17 es His, Asp, Lys, Glu o Gln;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa en la posicién 21 es Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg o Lys;

Pigina 9
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<220>

<221> VARIANTE

<222>(24) .. (24)

<223> Xaa en la posicién 24 es Ala, Glu, Asp, Ser o His;

10
<220>
<221> VARIANTE
<222>(31)..(31)
<223> Xaa en la posicion 31 es Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His, -NH3,

15 Gly, Gly-Pro, o Gly-Pro-NH; o no aparece;

<400> 3

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

1 5 10 15
Xaa Ala Ala Lys Xaa Phe Ile Xaa Trp Leu Val Lys Gly Arg Xaa
20 25 30
20

<210> 4

<211> 31

<212> PRT

\ Pégina 10
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<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222>(1)..(1)

<223> Xaa en la posicién 1 es L-histidina, D-histidina, desaminohistidina, 2-amino-
histidina, beta-hidroxi-histidina, homohistidina, alfa-fluorometil-histidina o alfa-

metil-histidina;

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser o Thr;

<220>

<221> VARIANTE

<222>(16) .. (16)

<223> Xaa en la posicién 16 es Asp, Glu, Gin, Asp, Lys, Arg o Cys,

Pigina 11
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicién 31 es -NH; o Gly.

<400> 4

Xaa Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ber Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Glnnanlal%rs Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lyas Gly Arg Xaa
2 25 30

<210>5
<211>31

10 <212>PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

15
<400> 5§
;!1- val Glu Gly ';‘hr Phe Thr Ser Asp Val Ber Ear Tyr Leu Glu Glu
10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ila Ala Trxp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30
<210> 6
<211> 31
20 <212>PRT
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<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

<400> 6

His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Sar Tyx Leu Glu Asp
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu FPhe Ile Ala Trp Leu Val Lya Gly Arg Gly
20 25 . 30

<210> 7
<211>31
<212> PRT
<213> Artificial

<22(>

<223> construccidn sintética

<400> 7

Hip Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu GQlu Axg

1l 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp leu Val Lys Gly Axg Gly
20 a5 30
<210>8
<211> 31 -
<212> PRT
<213> Artificial
Pigina 13



<220>

<223> construccidn sintética

5 <400>8

l;.is Val Glu Gly Thr Phe Thr Sar Asp Val Ser Ser Tyx Leu Glu Lym
5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile uamleuvumﬁlvhggﬂy
20 25

<210>9
<211> 31
10 <212> PRT

<213> Antificiul

<220>

<223> construccién sintética

15
<400> 9
His Gly Glu Gly Thr Phs Thxr Ser Asp Val Bey Ser Tyr Leu Glu Glu
l 5 10 15
Gln Ala Ala Lye Glu Fhe Ile Ala Trp lLeu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 a0
<210> 10
20 <211>31
Pigina 14
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<212> PRT
<213> Anificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 10

|06

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Asp
15

1 5

10

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

20

<210> 11
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccin sintética

<400> 11

1

a5 30

His Gly Glu Gly Thr FPhe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Axg
5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu FPhe Ile Ala Txp Leu Val Lys Gly Arg Gly

25 3o
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<210> 12
<211> 3]
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 12

AH
107

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

1 5

10 15

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

20

<210> 13
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 13

25 30

Piégine 16
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His val Glu Gly Thr FPke Thr Ser Asp Val Ser Ser Tvr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Glu Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 2% 30

<210> 14
<211>31

5 <212>PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

10
<400> 14
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Adp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 1S
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Xle Glu Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 a5 ao
15 <210> 15
<211>131
<212> PRT

<213> Artificial

20 <220>

Pégina 17



<223> construccion sintética

<400> [5

His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val SeriSer Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 is
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg His
20 25 30
5
<210> 16
<211> 131
<212> PRT

10 <213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

15 <400> 16

;iin Gly Glu Gly Thr Fhe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg His
20 a5 30

<210> 17
20 <211>31
<212> PRT .

Pégina 13
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<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

<400> 17

His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val EBer Ser Tyr Leu Glu Glu
1 S 10 15

Gln Ala Ala Lys Ala Phe Ile Ala Trp lLeu Val Lys Gly Axg His
20 25 30

<210> 18
<211> 3]
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 18

His Val Glu Gly Thr Fhe Thr Sexr Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Lys
1 5 10 15

Glu Ala Ala :gs Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg His
23 30

<210> 19

Pégina 19
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<211> 3]
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> construccién sintética

<400> 19

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Bar Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 s 10 15

Gln Ala Ala ;.%rs Glu Phe Ila Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
25 30

<210>20
<211>31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

<400> 20

Hie Ala Glu Gly Thr Fhe Thr Ser Aszp Val Saxr Ser Tyr Leu €lu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lga Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Qly
2 a5 30
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<210> 21
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ber Ser Tyr Leu Glu Asp
1 5 10 15

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

<210> 22
<211>131
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 22

Pigina 21
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20
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His Ala Glu Gly.Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Arg
10

1 5

15

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

<210> 23
<211> 31
<212>PRT
<213> Antificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 23

1

Hia Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ber Tyr Leu Glu Lys
5 10

15

Glan Ala Ala Lys Glu Phe Tle Ala Trp Leu Vval Lys Gly Arg Cly

20

<210> 24
<2i1>3i
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccién sintética

25 o

Pigina 22
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<220>
<221> VARIANTE
<222>(16)..(16)

<223> Xaa en la posicién 16 es dcido cisteico.

<400> 24

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lgs Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
2 25 30

<210> 25
<211>3]
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16) .. (16)

<223> Xaa en la posicién 16 es &cido cisteico.

Pidgina 23
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<400> 25

iﬁn Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
5 10 15

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

<210> 26

5 <211>31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

10 <223> construccion sintética

<220>
<221> VARIANTE
<222>(16) . . (16)

15 <223> Xaa en la posicion 16 es 4cido cisteico.

<400> 26

His Gly Glu Gly Thxr Fhe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Qlu Xaa

1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lym Gly Axrg Gly
20 20 25 30
Pigina 24
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20

<210> 27
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 27

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Sar Asp

| 5

e

Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
10 15

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

20

<210> 28
<211>30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 28

Pdgina 25
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Asp
1 5 10 15

Gln Alas Ala Lys Glu Phe Ile Ala 'r;p Leu Val Lys Gly J\:ﬂ
20 r -3

<210> 29
<211> 30

5 <212>PRT
<213> Arificial

<220>

<223> construccidn sintética
10

<400> 29

Ris Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Arg
1 5 1o 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala TzxpP Lau Val Lys Gly Arg
20 : a5 : ao

15 <210> 30
<211> 30
<212> PRT

<213> Artificial

20 <220>

Pigina 26
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<223> construcci6n sintética

<400> 30

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Lys
10 15

1 5

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

20 25

<210> 31
<211>30
<212> PRT
<213> Antificial

<220>

<223> construccién sintética

<220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa cn ln posicion 16 es dcido cisteico.

<400> 31

Pigioa 27
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His ala Glu Gly Thr Phe Thyr Ser Asp Val Sexr Sex Tyr Leu Glu Xapa

1 5 10 i3
Gln Alz Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val lLys Gly Arg
20 25 3o
<210> 32
<211> 30
5 <212>PRT

<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética
10

<400> 32

Him Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 ] 10 135

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

<210> 33
15 <211>30
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

20 <223> construccién sintética

Pégina 28
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<400> 33

His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Aap
1 5 10 . 18

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

<210> 34

<211>30

<212> PRT

<213> Artificial
10

<220>

<223> construccion sintética

<400> 34
15

His Val Glu Gly Thr Phe Thr Sexr Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Arg
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 k [/}

<210> 35
<211>30

20 <212>PRT
<213> Artificial

Pégiua 29



<220>

<223> construccion sintética

5 <400>35

His Val Glu Gly Thx Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Lys
1 5 10 15

Gln Ala Ala Iz.yn Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
0 25 3o

<210> 36
<211> 30
<212> PRT

10 <213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

15 <220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa en la posicidn 16 es écido cisteico.

20 <400> 36

Pdgina 30
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20

12

Hie Val Glu Gly Thr Pha Thr Ser Asp Val Sar Sar Tyr Lau Glu Xaa
15

1l 5

10

Gln Ala Ala ;-zs Glu Fhe Ile Ala Trp Len Val Lys Glyg:u
25

<210> 37
<211>30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

<400> 37

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr lLeu Glu Glu

1 5

y 10 15

Glp Ala Ala Lys Glu Fhe Ile Ala Trp Leu Val lys Gly Arg

20

<210> 38
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccién sintética

a5 1))

Pigina 31
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<400> 38

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Asp
1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 a5 30

<210> 39
<211> 30
<212> PRT
<213> Antificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 39

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyxr Lau Glu Ary

1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Txp Leu Val Lys Gly Arp
20 25 30
<210> 40
<211> 30
<212> PRT
<213> Antificial
Pigina 32
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15

<220>

<223> construccién sintética

<400> 40

1

Gin Ala Ala ;-ys Glu Phe Ile Ala Trp lLeu Val Lys Gly Arg
0 25 30

<210> 41

<211>30

<212>PRT

<213> Artificial

<220>

<223>construccién sintética
<221> VARIANTE

<222> (16) .. (16)

<223> Xaa cn la posicién 16 es dcido cisteico.

<400> 41

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ber fer Tyr Leu Qlu Lys
S 1o 15

23
2y

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Sar Asp Val Sar Bexr Tyr Leu Glu Xaa

1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ila Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30
Pigios 33
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20

125

<210> 42
<211> 31
<212> PRT
<213> Antificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 42

I:-llis val Glu Gly ';'h.r Pha Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
10 15

Lys Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 a5 k1))

<210> 43
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construcci6n sintética

<400> 43

Pigina 34
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His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser ASp Val Ser Sexr Tyr Leu Glu Gly

1 5 10 15
Gln Ala Ala Y8 Ala Phe Ile Ala Trp Leu Val lys Gly Ary Gly
20 25 30
<210> 44
<211> 131
<212> PRT

5 <213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

10 <400> 44

i!is Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ber Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

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

<210> 45

15 <211>31
<212>PRT
<213> Artificial

<220>

20 <223> construccién sintética

Pigina 35
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<400> 45

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Qlu Gly
1 5 . i0 15

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

<210> 46

<211>31

<212> PRT

<213> Artificial
10

<220>

<223> construccion sintética

<400 46
15

His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Sar Tyr Leu Qlu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala ;.:gs Glu Phe Ile Ala Trp Lau Val Lys KHis A:g Gly
25 3

<210>47
<211> 31
20 <212>PRT

Pigins 36



<213> Artificial

<220>

<223> construccién sintética

<400> 47

21- val GluGly‘;‘hrl'he'rh: Ser Asp Val Ser Ser Tyr Iau Glu Gly
10 15

Gln Ala Ala ;-gu Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly ;:v Hia
a5 0

<210> 48
10 <211>31
<212> PRT

<213> Antificial

<220>

15 <223> construccidn sintética

<400> 48

His val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

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

20
<210> 49

Pigina 37
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<211>31
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

<400> 49

l ’L?

Hig val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu

1 5

10 15

Glu Ala Ala Lys Glu Phe Xle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
30

<210> 50
<211> 3}
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> construccién sintética

<400> 50

Piigina 38



:lua val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Sexr Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

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

<210> 51
<211> 131
<212> PRT

5§ <213> Artificial

<220>

<223> construccidn sintética

10 <400> 51

l;is val Glu Gly ';‘hr Fhe Thr Ser Asp Val Ser 5exr-Tyr Leu Glu Gly
1lo 15

Glo Ala Ala Lys Glu Fhe Ile Ala Trp Leu Val Gly Lys Arg Gly
20 - 25 30

15 <210>52
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

20 <220>

<223> construccién sintética

Pégina 39
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<400> 52

His Val Glu Gly Thr FPhe Thr Ser Asp Val Sar Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg His
20 a5 o

‘ 5 <210>53
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

10 <220>

<223> construccidn sintética

<400> 53

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser App Val Sar Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 1S5

Gln Ala Ala Lya Glu Fhe Ile Ala Txp Leu Val Lys Gly Arg His
15 20 25 30

Pigina 40
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Fig. 1

His-Val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-hsp-val-Ser~Ser-Tyr-
Leu~-Glu~Glu-Gln~Ala-Ala-Lys~Glu~Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg~Gly

val'-G1ru®*?*-GLP-1{7-37)0OH

Hig-Val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr~Ser-Asp~Val-~Ser-Ser-Tyr-
Leu~Glu-Asp-Gln~Ala-Ala~-Ly&~Glu-Phe-Ile~Ala~1rp-Leun~
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Val®-nasp?-GLP-1(7-37)OH

His-Val-Glu-Gly~Thr-Phe~Thr-Ser-Aap-Val--Ser~Ser-Tyr-
Leu-Glu-Arg~Gln-Aia-Ala-Lys~Glu~-Phe-Ile-Ali-Trp-Leu-
Val-Lys~Gly-Arg-Gly

Val*~arg*®-GLP-1{7-3710H

Ais~-Val-Glu~5ly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp~Val-Ser -Cer=-Tyr-
Leu-Glu-Lys~-Gln-Ala~Ala-Lys~-Glu-Phe-Ile-Ala- Trp-~Leu~
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

val®~Lys?*-GLP-1{7-37}CH

3L
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Fig., 2

His5~Gly-Glu-Gly-Thxr-Phe-Thr--Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyxr-
Leu-Glu-Glu-Gln-Ala~-Ala-Lys~Glu-Phe-Ile-Ala-Trp~Lleu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®-G1lu®®-GLP~1(7~37)0H

His-Gly-Glu-Gly-Thr~Phe~-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser~Tyr~
Leu-Glu-Asp-Glan-Ala-Ala-Lys~Glu-Phe-Ille-Ala-Trp-~Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®~Asp?*-GLP-1{7-37)OH

His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr~Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr~
Leu~-Glu-~Arg-Gln-Ala-Ala-Lys~Glu~-Phe~Ile~-Ala-Trp-Leu-
Val~Lysa-~Gly-Arg-Gly

Gly'-Arg**-GLP~1(7~37)OH

Mis-Gly-Glu-G)ly~Thr--Phe-Thr-Ser-Asp--Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Lys~Gln-Ala~Ala-Lys~Glu-Phe~-Ile-Alz~Trp~-Leu-
Val-Lys~Gly-Arg-Gly

Gly®-Lys®~GLP-1(7-37) OH

135
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Fig. 3

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

val®'-GLu*’-GLP-1 (7-37)OH

His~-Gly-Glu-Gly-Thr-~-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr~
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Giv-Trp-Leu-~-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®-Glu?®-GLP-1(7-3710H

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

val?-His3"-GLP-1(7-37)0H

His-Gly-Glu-Gly-Thr--Phe-Thr-Sfer-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu~-Glu-Gly-Gln-Rla~Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-lys-Gly-Arg-His

Gly*-His?'-GLP-1(7-37) 0K

1734
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Fig. 4

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

val®-Gru®?-pla?’-GLP~1(7-37)0H

His—-Val-Glu-Gly-Thr-Fhe-Thr-Ser~-Asp~Vai~Sexr-Ser-Tyr~-
Leu-Glu-Lys-Glu~-Ala~-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala~Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-His

val®-Lys??-Glu*'-GLP~1{7-37)OH

5%
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TRADUCCION OFICIAL No. 2002-10-24-593
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

TRASPASO

El suscrito Wolfgang (nmn) GLAESNER y Rohn Lee MILLICAN con domicilio en
7512 Fieldstone Court, Indiandpolis, Indiana 46254 y 5319 Deer Creek Avenue,
indianapolis, Indiana 46254 (respectivamente) mediante el presente declaran bajo
juramento que son los inventores (nicos y verdaderos de GLUCAGON-LIKE
PEPTIDE-1 ANALOGS. Declaran asimismo que ceden y transfieren sin reserva ni
limitacion, a favor de la sociedad ELI LILLY AND COMPANY, una corporacién
organizada y existente seg(n las leyes del Estado de Indiana, Estados Unidos de
Ameérica, con domicilio en Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285,
Estados Unidos de América, todos los derechos inherentes a dicha invencién y
que la sociedad anteriormente mencionada por el presente queda facultada para

solicitar en su nombre la patente correspondiente en la Repiiblica de Colombia.

(fima: ilegible) (firma: ilegible)
Wolfgang (nmn) GLAESNER Rohn Lee MILLICAN
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CERTIFICADO NOTARIAL

Estado: Indiana

Condado: Marion

En este dia 15 de octubre de 2.002, compareci® personaimente ante mi
Wolfgang GLAESNER y Rohn Lee MILLICAN, quienes reconocieron que ellos

firmaron el documento como su acto voluntario para los fines ahl expresados.

(firma: llegible)
Sello del Notario Piiblico Notario Publico
Catherine Michel
Mi Comisién Expira
21 de octubre de 2.008

Residente en el Condado de Johnson
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Sello del Estado de Indlana Secretario de Estado v

Sue Anne Gllroy

LR T o T W WY

Estado de Indiana

\\l.

L

Secretano de Esiado v APOéfILLA

s

© ® N o o

(Convencion de La Haya d'éil 5 de octubre de 1961)
Pals: Estados Unidos de América
Este documento plblico
ha sido firmado por Catherine Michel
actuando como Notario Publico en & para el Condado de Johnson
lleva el sello/estampilla del Notario Publico en & para el Estado de Indiana

CERTIFICADO
en Indianapolis, Indiana
el dia 17 de octubre de 2.002
por el Secretario de Estado de Indiana
No. A2002-28500
Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible)
Sello del Estado de Indiana Sue Anne Gilroy
Secretario de Estado de indiana

Traducido, a mi mejor saber y entender, este dia 24 de octubre de 2.002,

en la ciudad de Santafé de Bogotd, por Anita Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 del 15 de agosto de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de

Colombia. caaLUCTOR

AESOLUCION 3177

135
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ASSIGNMENT

The undersigned
Wolfgang (hmn) GLAESNER and
Rohn Lee MILLICAN

domiciled in

7512 Fielkdstone Court, Indianapolls, Indiana
48254 and 5319 Deer Creek Avenue,
indianapolis, indiana 46254 (reapectively)

hereby state under oath to be the
sole and true inventor of
GLUCAGON-LIKE PEPTIDE-1 ANALOGS

states as well that he/they
assign, without reservations or
limitation, In favor of

ELI LILLY AND COMPANY

a corporation organized and
existing under the laws of the
State of indiana, United Stafes
of America

domiciled in Lilly Corporate
Center, Indianapolis, indiana
48285, United States of
America

All rights inherent to said
invention, and that the above
mentionad corporation hereby to
apply, in its name, for the cor-
responding patent in the Republic
of Colombla.

Rohn Lee MILLICAN

JOBE LLORADA M kéah ny
COLOMBIA 143

CASE: X-13988 ] 3(-1
TRASPASO

fimado
(nmn) GILAENIER u‘

MW
domldllado en

1512 fieldstene Court, Indtanaptts,
idlana 46254 4 53194 'Deer Craex

Avenue, Indrara ind 46254
. crespgclﬁuamenl!fm i

decia bajo juramnto ser dnico
y verdadero inventor de

AdALoGos [5 Pepfipo-4 kL PO
BLUCASSY

Declaramcs asimismo que codemos
y transf sin reserva ni limitacion,
a favor de la sociedad

LT Lilly A9 compANy

organizada y existente de
conformidad con las leyes de el
Exlado dg Indfana, Etados
Utdes de Amanica.

domiciliada en L|l| Cor,)ovaie
Center, Indiana P:l‘s Ind: ana
46285 Extados Unidos
Amﬁnc-a

todos los dorechos inherentes a
dicha invencion y que la citada
sociedad queda facultada para
sollcitar en su nombre la patente
correspondiente en la Repiblica de
Colombisa.

LEGALIZE
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SECRETARY OF STATE - _4_44_
STtATE OF INDIANA .
o ATy,

o/

Sue Anne Gilroy
Socretary of State

APOSTILLE

(Convention de la Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America

2. This public document has been signed by Catherine Michel

3. acting in the capacity of Notary Public in & for Johnson County

4. and bears the seal/stamp of notary public in & for the State of Indiana

Certified

5. at Indianapolis, Indiana

6. this seventeenth day of October, 2002
7. by Secretary of State of Indiana

8. No. A2002- 28500

9. Seal/Stamp:

10. Signature:

Sue Anne Gilroy
Indiana Secretary of State

The State Housc, Indianapolin, Indinna 46204, (317) 232-6631L, FAX (317) 233-3283
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NOTARIAL CERTIFICATE

STATE: Indiana
COUNTY: Marion

On this_15 day of October 2002, personally appeared before me the
named Wolfgang GLAESNER and Rohn Lee MILLICAN, who acknowledged

that they signed the document as thelr voluntary act for the purposes therein set
forth.

NOTARY PUBLIC
Catherine Michel
My C ission EXpi
October 21, 2008

Resident of Johnson County

(SEAL)
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Radicacion ¢ 2112464 Q000008
Fecha (MS0: 2082-12-11 16438:21

Tramite : 811 PCT-PATENT 379 FRSE MACE 411 PRESENTAC.

Dependencia: 2009 DIVISHN DE NUEWRS CREACIENES

SUPEXINIENwen]A

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE UTILIDAD { ]
« Indicacion de que se solicita la concesion de una patente

« Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

« Descripcion de la invencion |4
« Dibujos de ser eslos pertinentes Jx]
» Comprobanie de Pago de las tasas establecidas })4

COMPLETA})Q INCOMPLETA [}

DISENO INDUSTRIAL [ |

Indicacion de que se solicila el regisiro de Diseﬁo Industrial. [ ]

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud. [ ]

Representacion grafica y fotografica del Diseio industrial 0 muestra del

malerial que incorpora e! disefic . 1]
(]

Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA{ | . INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

indicacion de que se solicita el registro de un Esquerna de trazado. i)
Datos de identificacién del solicitante o de [a persona que presenta la solicitud. [ ]
Representacion grafica del esquema de trazado [ ]
Comprobanle de pago de las tasas establecidas. [ ]

COMPLETA[ ] . INCOMPLETA ' [ ]

Firma Responsable

Fecha:

PAR

Carrera 13 No, 27-00 Piso § v 10
Conmutador: 334 12 21-2-34
Fax: 281 31 25 ¢-mail: nfo@sic.gov..n
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA

Folio 147
2020
Bogotd DC
Doctor(a)
JOSE ANTONIO LLOREDA
Apoderado(a)
REFERENCIA: Radicacion No. 02-112464

Solichud Intemacional PCT/US2001/016474
Fecha Iniclo fase nacional 16/01/2003

Trémite 011
Evento 379
Actuacién 416
Oficlo No. 878
Folics 001

Tenlendo en cuenta que la solicttud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente Indicado en la referencia, redne los requisitos de forma establecidos en la
Decislén 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes {PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia de
Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones
para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propledad Industrial.

Cdamplase

Dado en Bogotd DC, [gﬁmm

ALIX CARM PEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisioh de Nuevas Creaciones

202051



