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DESCRIPCION
ANALOGOS DE GLUCAGON ACILADOS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a analogos de glucagon acilados y a su
uso médico, por ejemplo en el tratamiento de la obesidad y el exceso de peso,

diabetes y otros trastornos metabdlicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Pre-proglucagén es un polipéptido precursor de 158 aminoacidos que se
procesa de forma diferencial en los tejidos para formar numerosos péptidos
derivados de proglucagén estructuralmente relacionados, que incluyen
glucagon (Glu), péptido | tipo glucagdn (GLP-1), péptido 2 tipo glucagén (GLP-
2) y oxintomodulina (OXM). Estas moléculas estan implicadas en una amplia
diversidad de funciones fisioldgicas, que incluyen homeostasis de la glucosa,
secrecion de insulina, vaciamiento gastrico y crecimiento intestinal, asi como
regulacion de la ingesta de alimentos.

El glucagén es un péptido de 29 aminoacidos que corresponde a los
aminoacidos 53 a 81 del pre-proglucagon. La oxintomodulina (OXM) es un
péptido de 37 aminoacidos que incluye la secuencia de 29 aminoacidos
completa de glucagbn con una extensién carboxiterminal de octapéptido
(aminoacidos 82 a 89 del pre-proglucagén y denominada “péptido interviniente
1" o IP-1). El principal fragmento biolégicamente activo de GLP-1 se produce
como un péptido de 30 aminoacidos, amidado C-terminalmente que

corresponde a los aminoacidos 98 a 127 de pre-proglucagon.
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El glucagén ayuda a mantener el nivel de glucosa en la sangre mediante
la unién a receptores de glucagon en los hepatocitos, lo que produce que el
higado libere la glucosa -almacenada en forma de glucégeno- a través de la
glucogenolisis. A medida que se reducen estos depositos, el glucagon estimula
al higado para sintetizar glucosa adicional por la gluconeogénesis. Esta
glucosa se libera en el torrente sanguineo, lo que impide el desarrollo de
hipoglucemia.

GLP-1 reduce los niveles de glucosa sanguineos elevados mediante la
mejora de la secrecién de insulina estimulada por glucosa y promueve la
pérdida de peso principalmente a través de la disminucion de la ingesta de
alimentos.

La OXM se libera en la sangre en respuesta a la ingestion de alimentos
y en proporcién con el contenido calérico de la comida. Se ha demostrado que
la OXM suprime el apetito e inhibe la ingesta de alimentos en los seres
humanos (Cohen et al, Journal of Endocrinology and Metabolism, 88, 4696-
4701, 2003;: WO 2003/022304). Ademas de esos efectos anorexigénicos, que
son similares a los de GLP-1, la OXM debe también afectar el peso corporal
por otro mecanismo, ya que las ratas tratadas con oxintomodulina muestran un
menor aumento de peso corporal que ratas alimentadas en paralelo (Bloom,
Endocrinology 2004, 145, 2687). El tratamiento de roedores obesos con OXM
también mejora su tolerancia a la glucosa (Parlevliet et al, Am J Physiol
Endocrinol Metab, 294, E142-7, 2008) y suprime el aumento de peso corporal
(documento WO 2003/022304).

La OXM activa los receptores del glucagon y GLP-1 con una potencia

dos veces mayor para el receptor de glucagén sobre el receptor GLP-1, pero es
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menos potente que el glucagon natural y GLP-1 sobre sus respectivos
receptores. El glucagén humano también es capaz de activar ambos
receptor.es. aunque con una fuerte preferencia por el receptor de glucagén
sobre el receptor de GLP-1. GLP-1 por otro lado no es capaz de activar los
receptores de glucagon. El mecanismo de accion de oxintomodulina no se
entiende bien. En particular, no se sabe si algunos de los efectos
extrahepaticos de la hormona estan mediados a través de los receptores de
GLP-1 y glucagon, o a través de uno o mas receptores no identificados.

Otros péptidos han demostrado unirse y activar tanto al glucagén como
al receptor de GLP-1 (Hjort et al, Journal of Biological Chemistry, 269, 30121-
30124, 1994) y suprimir el aumento de peso corporal y reducir la ingesta de
alimentos (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2006/134340, WO
2007/100535, WO 2008/10101, WO 2008/152403, WO 2009/155257, WO
2009/155258, WO 2010/070252, WO 2010/070253, WO 2010/070255, WO
2010/070251, WO 2011/006497, WO 2011/160630, WO 2011/160633, WO
2013/092703, WO 2014/041195.

La obesidad es un problema de salud cada vez mayor en todo el mundo
asociado con varias enfermedades, particularmente enfermedades
cardiovasculares (ECV), diabetes tipo 2, apnea obstructiva del suefio, ciertos
tipos de cancer y osteoartritis. Como resultado, se ha hallado que la obesidad
reduce la esperanza de vida. De acuerdo con las proyecciones de 2005 de la
Organizacion Mundial de la Salud hay 400 millones de adultos (edad> 15)
clasificados como obesos en todo el mundo. En los EE.UU., se considera que

la obesidad es la segunda causa de muerte prevenible después del habito de

fumar.

0 X
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El aumento de la obesidad impulsa un aumento de la diabetes y
aproximadamente el 90 % de las personas con diabetes tipo 2 se puede
clasificar como obesc. Hay 246 millones de personas en todo el mundo con
diabetes y para el 2025 se estima que 380 millones tendran diabetes. Muchos
tienen factores de riesgo cardiovascular, que incluyen niveles de LDL y

triglicéridos altos/aberrantes y HDL bajo.

SUMARIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencién proporciona un compuesto que tiene
la formula:

R'-P'-P%R?

en la que

R' es H, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;

R* es OH o NHy;

P! es un péptido que tiene la secuencia:
H-X2-X3-GTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA

en la que:

X2 se selecciona de Aib, Ala, D-Ala, Ser, N-Me-Ser, Ac3c, Ac4c y Ac5c;

X3 se selecciona de GIn e His;

P? esta ausente o es una secuencia de 1-20 unidades de aminoacidos
seieécionados de modo independiente del grupo que consiste en Ala, Leu, Ser,
Thr, Tyr, Cys, Glu, Lys, Arg, Dbu, Dpry Orn;

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables;



WY es un residuo de Lys, Arg, Orn o Cys en el que la cadena lateral esta
conjugada a un sustituyente que tiene la formula e

-Z" es una cadena grasa que tiene un grupo polar en un extremo de la
cadena y una conexion para Z%, —X- en el extremo de la cadena distal del

5 grupo polar,

en el que el grupo polar comprende un grupo acido carboxilico o un
bioiséstero de acido carboxilico, un acido fosfonico, o un acido sulfonico;

y —X— es un enlace, -CO-, —SO-, 0 =SO—,

—Z%— es un espaciador de férmula:

}—%Y—V—X%7ﬁ

10
en la que:
cada Y es de modo independiente —-NH, -NR, =S o -O, donde R es
alquilo, un grupo protector o forma una union con otra parte del espaciador Z=
cada X es de modo independiente un enlace, CO—, SO—, 0 SO,
15 con la condicion de que cuando Y es —S, X es un enlace;
cada V es de modo independiente un resto organico bivalente que une Y
y X,
ynes 1-10;
0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.
20 P! puede tener la secuencia:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA

por ejemplo

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([15-carboxi-pentadecanoil]-isoGlu)-
AAHDFVEWLLSA.
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El compuesto de la invencion puede ser:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA-NH;
por ejemplo

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([15-carboxi-pentadecanoil]-isoGlu)-

AAHDFVEWLLSA-NH,.

En un segundo aspecto, la invenciéon proporciona un compuesto que

tiene la formula:

R'-P'-P2-R?

en la que

R" es H, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;

P' es un péptido que tiene la secuencia:

His-X2-X3-GTFTSDYSKYL-X15-X16-X17-X18-A-X20-DFI-X24-WLE-

en la que:

X2 se selecciona de Aib, Ac3c, Acdc y AcSe;,
X3 se selecciona de GIn e His;

X15 se selecciona de Asp y Glu;

X16 se selecciona de Glu y ¥,

X17 se selecciona de Arg y W,

X18 se selecciona de Ala y Arg;

X20 se selecciona de Lys e His;

X24 se selecciona de Glu y ¥;

X28 se selecciona de Sery W;

y P? est4 ausente o es una secuencia de 1-20 unidades de aminoacidos



seleccionados de modo independiente del grupo que consiste en Ala, Leu, Ser,
Thr, Tyr, Cys, Glu, Lys, Arg, Dbu, Dpry Orn;

en el que el compuesto contiene uno y solo un ¥

y en el que dicho ¥ es un residuo de Lys, Arg, Orn o Cys en el que la

5 cadena lateral esta conjugada a un sustituyente que tiene la formula g

-Z' es una cadena grasa que tiene un grupo polar en un extremo de la
cadena y una conexion a Z?, —X— en el extremo de la cadena distal del grupo
polar,

en la que el grupo polar comprende un grupo &cido carboxilico o un

10  bioisostero de acido carboxilico, un acido fosfénico, o un acido sulfonico;
y —X— es un enlace, -CO-, -SO-, 0 =SO—;

—Z%- es un espaciador de formula:
Y VX —
. -

en el que:

15 cada Y es de modo independiente -NH, -NR, —S o -0, donde R es
alquilo, un grupo protector o forma una unién con otra parte del espaciador zo

cada X es de modo independiente un enlace, CO—, SO-, 0 SO»—;

con la condicion de que cuando Y es —S, X es un enlace;

cada V es de modo independiente un resto organico bivalente que une Y
20 v X

ynes 1-10;

o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

En algunas formas de realizacion del segundo aspecto:

X2 se selecciona de Aib y Ac4c;
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X3 es Gin;

X15 se selecciona de Asp y Glu;

X16 es ¥,

X17 es Arg;

X18 es Ala;

X20 se selecciona de Lys e His;

X24 es Glu;

X28 es Ser.

Las combinaciones Utiles de residuos incluyen los siguientes:

X2 es Acdc y X20 es Lys,

X2 es Aib y X20 es His.

En forma adicional o alternativa, puede ser conveniente que X2 sea Aib
siX15esE

o que X15 sea D si X2 es Ac4c.

Los sustituyentes Z°Z" particularmente interesantes incluyen [17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3 y [17-carboxi-heptadecanoill-isoGlu-
GSGSGG.

P' puede tener una secuencia seleccionada de:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA y

H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAHDFIEWLESA

por ejemplo de

H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-

O
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Peg3)-RAAKDFIEWLESA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA y
H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isaGlu-Peg3-
Peg3)-RAAHDFIEWLESA.
El compuesto de la invencion se puede seleccionar de:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH; y
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAHDFIEWLESA-NH,
por ejemplo de
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH, y
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
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10

Peg3)-RAAHDFIEWLESA-NH..

En formas de realizacion alternativas del segundo aspecto:

X2 se selecciona de Aib y Ac4c;

X3 se selecciona de GIn e His;

X15 es Asp;

X16 es Glu;

X17 se selecciona de Arg y W,

X18 se selecciona de Ala y Arg;

X20 es Lys;

X24 se selecciona de Gluy W,

X28 se selecciona de Sery W,

En algunas formas de realizacion, cuando X28 es W, X2 es Ac4c.

En algunas formas de realizacién, cuando X3 es His, X2 es Ac4c y X17
es V.

En algunas formas de realizacién, cuando X17 es W, Z°Z' es [17-
carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3 o [17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu.

En algunas formas de realizaciéon, cuando X24 o X28 es W, 22 es [17-
carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG.

P! puede tener una secuencia seleccionada de:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA

H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWWLESA
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H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWYWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIWYWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLEWA y
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLEWA
por ejemplo de
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAKDFIEWLESA
H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil}-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
RAKDFIEWLESA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A y
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH»
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El compuesto de la invencion se puede seleccionar de:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIYWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIWYWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLEWA-NH; y
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLEWA-NH;
por ejemplo de
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
RAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
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isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH;

H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH;

H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH; y

H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH,.

Para evitar cualquier duda, en todos los aspectos de la invencion, estas
posiciones no indicadas expresamente para permitir la variabilidad son fijas y
por lo tanto solo puede incluir el residuo indicado.

En todos los aspectos, el compuesto de la invencion comprende un
residuo ¥, es decir, un residuo seleccionado de Lys, Arg, Orn y Cys en el que
la cadena lateral esta conjugada a un sustituyente ~Z2-7"- como se describe
con mayor detalle a continuacion.

El sustituyente esta conjugado al grupo funcional en el extremo distal de
la cadena lateral del carbono aifa. Por consiguiente, la capacidad normal de la
cadena lateral de Lys, Arg, Orn o Cys para participar en las interacciones
mediadas por este grupo funcional (por ejemplo interacciones intra e
intermoleculares) se puede reducir o eliminar completamente por la presencia
del sustituyente. Por lo tanto, las propiedades globales del compuesto pueden
ser relativamente insensibles a los cambios en el aminoacido real presente
como residuo W. En consecuencia, se cree que cualquiera de los residuos de
Lys, Arg, Orn y Cys puede estar presente en cualquier posicion en la que se
permite ¥. Sin embargo, en ciertas formas de realizacién, puede ser ventajoso

que el componente de aminoacidos de W sea Lys.
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En algunas formas de realizacion, -Z' es un grupo acilo de férmula:

A-B-Alg—-(CO)-

0 un grupo sulfonilo de formula:

A-B-Alg—{S0O,)-;

5 A es —COOH o un bioiséstero de acido carboxilico;

B es un enlace, arileno Cg, 0 arileno Cg—O-;

Alg es una cadena grasa saturada o insaturada de 6 a 18 atomos de
carbono de longitud, opcionalmente sustituida con uno ¢ varios sustituyentes
seleccionados de fluoro, algquilo Ci4, trifluorometilo, hidroximetilo, amino,

10  hidroxilo, alcoxi C14, oxo y carboxilo;

~Z%- es ~Sp—, —Sp—Sp—, 0 —Sg—Sa—;

-Sa— es un residuo de aminoacido Unico seleccionado de y-Glu, a-Glu,
a-Asp, B-Asp, Ala, B-Ala (4cido 3-aminopropanocico) y Gaba (acido 4-
aminobutanoico);

15 —Sg— es un engarce de formula general:

I

en la que n es 1-10 y cada Py se selecciona de modo independiente de
Py P
cada Py' es de modo independiente a residuo de aminoacido natural o

20 no natural;y

cada Py" es de modo independiente un residuo de formula general:

0O

Ao g
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enlaquemes0-5ypes1,3,4005.

En cualquier aspecto de la invencion, R' se puede seleccionar de H y
alquilo C1-4 (por ejemplo, metilo).

Los compuestos de la invencion son péptidos analogos del glucagon. En
el presente documento las referencias a un péptido analogo del glucagon se
deben interpretar como referencias a un compuesto de la invencion o a un
péptido P! o P'-P? de acuerdo con el contexto. Se debe tomar la referencia a
un compuesto de la invencién para incluir cualquier sal farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo, una sal de acetato o cloruro) o solvato de este, a
menos que se indique o excluya de otro modo por el contexto.

La invencidon proporciona una composicién que comprende un
compuesto de la invencion segun se define en el presente documento
(incluyendo sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, como ya se
describid) en combinacion con un vehiculo. En formas de realizacion
preferidas, la composicion es una composicion farmacéutica y el vehiculo es un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El péptido analogo del glucagén puede
estar en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable del analogo de
glucagoén.

Los compuestos descritos en el presente documento encuentran uso,
entre otras cosas, en evitar el aumento de peso o en promover la pérdida de
peso. Por "evitar" se entiende inhibir o reducir cuando se compara con la
ausencia de tratamiento y no significa necesariamente que implique el cese
completo del aumento de peso. Los péptidos pueden causar una disminucion
en la ingesta de alimentos y/o un gasto energetico aumentado, lo que da como

resultado el efecto observado en el peso corporal. Independientemente de su
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efecto sobre el peso corporal, los compuestos de la invencion pueden tener un
efecto beneficioso sobre el control de la glucosa y/o en los niveles circulantes
de colesterol, son capaces de reducir los niveles circulantes de LDL y aumentar
la relacion HDL/LDL. Asi los compuestos de la invencién se pueden usar para
la terapia directa o indirecta de cualquier afeccion causada o caracterizada por
el exceso de peso corporal, tal como el tratamiento y/o prevencion de obesidad,
obesidad moérbida, inflamacién ligada a la obesidad, enfermedad de la vesicula
biliar ligada a la obesidad, apnea del suefio inducida por la obesidad. También
se pueden usar para la prevencion de afecciones causadas o caracterizadas
por control inadecuado de la de la glucosa o dislipidemia (por ejemplo, niveles
elevados de LDL o relacion de HDL/LDL reducida), diabetes (especialmente,
diabetes Tipo 2), sindrome metabdlico, hipertension, dislipidemia aterogénica,
aterosclerosis, arteriosclerosis, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad
arterial periférica, accidente cerebrovascular o enfermedad microvascular. Sus
efectos en estas afecciones pueden ser como resultado de o estar asociados
con su efecto sobre el peso corporal, o pueden ser independientes del mismo.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencion para
usar en un procedimiento de tratamiento médico, en particular para usar en un
procedimiento de tratamiento de una afeccién como se describe anteriormente.

La invencién también proporciona el uso de un compuesto de la
invencion en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
afeccion como se describe anteriormente.

El compuesto de la invencién se puede administrar como parte de una
terapia de combinacién con un agente para el tratamiento de diabetes,

obesidad, dislipidemia o hipertension.
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En tales casos, los dos agentes activos se pueden administrar juntos o
por separado y como parte de la misma formulacién farmaceéutica o como
formulaciones separadas.

En consecuencia el compuesto de la invencién se puede usar en
combinacién con un agente antidiabético que incluye pero sin limitacion una
biguanida (por ejemplo, metformina), una sulfonilurea, una meglitinida o glinida
(por ejemplo, nateglinida), un inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una
glitazona, una insulina o un analogo de insulina. Los ejemplos de analcgos de
insulina incluyen pero sin limitacion Lantus™, Novorapid™, Humalog™,
Novomix™, Actraphane HM™, Levemir™ y Apidra™.

El compuesto también se puede usar en combinaciéon con un agente
antiobesidad que incluye pero sin limitacion agonista del receptor del péptido 1
tipo glucagén, agonista del receptor de péptido YY o analogo del mismo,
antagonista del receptor cannabinoide 1, inhibidor de la lipasa, agonista del
receptor de melanocortina 4, antagonista del receptor de la hormona
concentradora de melanina 1, fentermina (sola o en combinacién con
topiramato), una combinacién de inhibidor de la recaptacion de
norepinefrina/dopamina y antagonista del receptor opioide (por ejemplo, una
combinacién de bupropiona y naltrexona), o un agente serotoninérgico (por
ejemplo, lorcaserina).

El compuesto también se puede usar en combinaciéon con un agente
antihipertensivo que incluye pero sin limitacion un inhibidor de la enzima
conversora de angiotensina, bloqueante del receptor de angiotensina I,
diuréticos, beta-bloqueante, o bloqueante del canal de calcio.

El compuesto se puede usar en combinacion con un agente
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antidislipidemia que incluye, pero sin limitacion una estatina, un fibrato, una
niacina y/o un inhibidor de la absorcion del colesterol.

En consecuencia la invencién también proporciona una composicién o
kit terapéutico que comprende un compuesto de la invencion y por ejemplo un
agente antidiabético, agente antiobesidad, agente antihipertensivo o agente
antidislipidemia como se describié anteriormente. También se proporciona una
composicion o un kit terapéutico tal para usar en un procedimiento de
tratamiento médico, especialmente para el tratamiento de una afeccién descrita
anteriormente.

El compuesto de la invencion se puede obtener por sintesis quimica. Por
consiguiente la invencion proporciona un procedimiento de sintesis de un
compuesto de la invencion.

La invencion también se puede obtener mediante una combinacién de
procedimientos recombinantes y sinteticos. ElI procedimiento puede
comprender expresar una secuencia peptidica del precursor, opcionalmente
purificar el compuesto producido de este modo y afiadir o modificar uno o mas
aminoacidos paré producir un compuesto de la invencion o un compuesto que
comprenda la secuencia de aminoacidos P' o P'-P% La etapa de modificacion
puede comprender la introduccion de un residuo de Orn (por ejemplo, por
modificacion de un residuo del precursor) y/o la introduccion de un sustituyente
Z271 en el sitio de un residuo V.

El péptido precursor se puede expresar a partir de un acido nucleico que
codifica el péptido precursor en una célula o en un sistema de expresion libre

de celulas que comprende tal acido nucleico.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A lo largo de esta memoria descriptiva, se usan los codigos de una letra
y de tres letras convencionales para los aminoacidos naturales, asi como las
abreviaturas generalmente aceptadas para otros aminoacidos, tales como Aib
(acido a-aminoisobutirico), Orn (ornitina), DBU (2, acido 4-diaminobutirico), Dpr
(acido 2,3-diaminopropanoico), Ac3c (acido 1-amino-ciclopropanocarboxilico),
Ac4c (acido 1-amino-ciclobutanocarboxilico) y Acbc (acido 1-amino-
ciclopentanocarboxilico).

Ac3c, Ac4c y AcSc tienen estructuras similares y son en alguna medida
intercambiables, aunque puede ser preferible Acdc.

El glucagén es un péptido de 29 aminoacidos que corresponde a los
aminoacidos 53 al 81 del pre-proglucagén y tiene la secuencia His-Ser-GIn-Gly-
Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-
Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr. La oxintomodulina (OXM) es un péptido de 37
aminoacidos que incluye la secuencia completa de 29 aminoacidos de
glucagoén con una extension carboxiterminal de octapéptido (aminoacidos 82 a
89 del pre-proglucagén, que tiene la secuencia Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-
Ala y denominada "péptido interviniente 1" o IP-1; la secuencia completa de la
oxintomodulina humana es por lo tanto His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-
Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GlIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-
Asn-Thr-Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-Ala). El principal fragmento
biolégicamente activo de GLP-1 se produce como un péptido de 30
aminoacidos, amidadc en C-terminal que corresponde a los aminoacidos 98 a
127 de pre-proglucagon.

El término “glucagén nativo” en consecuencia se refiere al glucagén



10

15

20

25

20

humano nativo que tiene la secuencia H-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-
Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-
Asn-Thr-CH.

Los aminoacidos dentro de la secuencia P' de los compuestos de la
invencion se pueden considerar para numerarse consecutivamente del 1 al 29
en la direccion N-terminal a C-terminal convencional. La referencia a una
"posicion" dentro de P' se debe interpretar en consecuencia, como si se
refiriera a las posiciones dentro de glucagén humano nativo y otras moléculas.

Un compuesto de la invenciéon puede comprender una secuencia del
péptido P? C-terminal de 1-20 aminoacidos, por ejemplo para estabilizar la
conformacion y/o la estructura secundaria del péptido analogo del glucagoén, y/o
para que el péptido analogo del glucagén se vuelva mas resistente a la
hidrolisis enzimatica, por ejemplo como se describe en el documento
W099/46283.

Cuando esta presente, P? representa una secuencia peptidica de 1-20
residuos de aminoacidos, por ejemplo en el intervalo de 1-15, con mas
preferencia en el intervalo de 1-10, en particular en el intervalo de 1-7 residuos
de aminoacidos, por ejemplo,, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 residuos de aminoacidos, tal
como 6 residuos de aminoacidos. Cada uno de los residuos de aminoacidos de
la secuencia peptidica P? se puede seleccionar de modo independiente de Ala,
Leu, Ser, Thr, Tyr, Cys, Glu, Lys, Arg, Dbu (acido 2,4-diaminobutirico), Dpr
(4cido 2,3-diaminopropanoico) y Orn (ornitina). Con preferencia, los residuos de
aminodacidos se seleccionan de Ser, Thr, Tyr, Glu, Lys, Arg, Dbu, Dpr y Orn,
con mas preferencia se seleccionan exclusivamente de Glu, Lys y Cys. Los

aminoacidos mencionados anteriormente pueden tener bien configuracién D o

2l
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bien configuracion L, que en ciertas formas de realizacion, tienen una
configuracién L. Las secuencias particularmente preferidas P2 son secuencias
de cuatro, cinco, seis o siete residuos de lisina consecutivos (es decir, Lyss,
Lyss, Lyss, Lyss 0 Lys7) y particularmente cinco o seis residuos de lisina
consecutivos. Otros ejemplos de secuencias de P? se muestran en el
documento WO 01/04156. De modo alternativo el residuo C-terminal de la
secuencia P? puede ser un residuo de Cys. Esto puede ayudar en la
modificacién (por ejemplo PEGilacion, o conjugacion a albumina) del
compuesto. En tales formas de realizacién, la secuencia P? puede, por ejemplo,
ser solo de un aminoacido de longitud (es decir, P? = Cys) o puede ser de dos,
tres, cuatro, cinco, seis o incluso mas aminoacidos de longitud. Los otros
aminoacidos en consecuencia sirven como un espaciador entre el péptido P’y
el residuo de Cys terminal.

La secuencia peptidica P? no tiene mas del 25 % de identidad de
secuencia con la correspondiente secuencia de la porcion IP-1 de la OXM
humana (que tiene la secuencia Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-Ala).

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" de una
secuencia de péptidos o polipéptidos dada con respecto a otra secuencia de
polipéptidos (por ejemplo, IP-1) se calcula como el porcentaje de residuos de
aminoacidos en la secuencia peptidica dada que son idénticos a los residuos
de aminoacidos correspondientemente ubicados en la correspondiente
secuencia de otro polipéptido cuando los dos estan alineados entre si,
introduciendo brechas para alineamiento optime si es necesario. Los valores de
% de identidad se pueden determinar usando WU-BLAST-2 (Altschul et al,
Methods in Enzymology, 266:.. 460-480 (1996)). WU-BLAST-2 usa varios

%
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parametros de busqueda, la mayoria de las cuales se establecen en los valores
predeterminados. Los parametros ajustables se establecen con los siguientes
valores: extensién de la superposicion = 1, fraccion de superposicion = 0,123,
umbral de palabra (T) = 11. Un valor de identidad de secuencia de aminoacidos
en % se determina por el numero de coincidencia de residuos idénticos
determinado por WU-BLAST-2, dividido por el nimero total de residuos de la
secuencia de referencia (ignorandose las brechas introducidas por WU-BLAST-
2 en la secuencia de referencia para maximizar la puntuacion del alineamiento),
multiplicado por 100.

En consecuencia, cuando P? esta alineado de manera 6ptima con los 8
aminoacidos de IP-1, no tiene mas de dos aminoacidos que sean idénticos a
los aminoacidos correspondientes de IP-1.

En ciertas formas de realizacion, P2 esta ausente.

W es un residuo de Lys, Arg, Orn o Cys cuya cadena lateral esta
conjugada a un sustituyente Z>-Z'. Sin desear vincularse a teoria particular
alguna, se considera que el sustituyente se une a las proteinas plasmaticas
(por ejemplo, albimina) en el torrente sanguineo, protegiendo asi a los
compuestos de la invencién de la degradacion enzimatica y aumentando de
este modo la semivida de los compuestos. También puede modular la potencia
del compuesto, por ejemplo con respecto al receptor de glucagén y/o al

receptor de GLP-1.

El grupo Z'
Z' es una cadena grasa que tiene una conexién a Z%, denominada en el

presente documento como —X— y en el extremo de la cadena distal de la

M
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conexion a Z2, un grupo polar. —X— puede ser, por ejemplo, un enlace, acilo (—
CO-), sulfinilo (-SO-), o sulfonilo (-SO2-), la conexion se ubica en la posicion
® con respecto al grupo polar, es decir, en el extremo de la cadena distal del
grupo polar.

Con preferencia, el grupo polar es un grupo acido o débilmente acido,
por ejemplo un &cido carboxilico o un bioisostero de acido carboxilico, un
fosfonato, o un sulfonato. El grupo polar puede tener un pK, de entre -2 'y 12
en el agua, con mas preferencia entre 1y 7, con mas preferencia entre 3 y 6.
Ciertos grupos polares preferidos tienen un pK, de entre 4y 5.

El grupo polar con preferencia comprende un acido carboxilico o
bioiséstero de acido carboxilico. Los bioisosteros del acido carboxilico se
conocen en la técnica. Con preferencia el bioisostero tiene un proton que tiene
un pK, similar al correspondiente &cido carboxilico. Los ejemplos de
bioisésteros adecuados pueden incluir, no a modo de limitacion, tetrazol,
acilsulfomidas, acilhidroxilamina y derivados de acido escuarico, como se

muestra a continuacion (-- indica el punto de union):

o]
N—~n

o o 0 0 O\\\\ /
X M ‘ S i OH

N
/ \on

R es por ejemplo, Me, CF,

EI grupo polar puede ser un grupo de formula A-B—, en el que A es un
4cido carboxilico (-COOH) o un bioiséstero de acido carboxilico, un acido
fosfénico (—~P(O)(OH)2), o un grupo acido sulfénico (-SO,0H) y B es un enlace
o engarce entre A y la cadena grasa. En algunas formas de realizacion, el

grupo polar es -COOH, es decir, A es -COOH y B es un enlace.
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Cuando B es un engarce, puede ser un cicloalquileno,
heterocicloalquileno, arileno Cs, o heteroarileno Css, 0 arilen Ce—O- o0
heteroarilen Cs.6—O—.

Cuando B es fenileno ello puede, por ejemplo, seleccionarse de 1,2-
fenileno, 1,3-fenileno, 1,4-fenileno, con preferencia 1,4-fenilenc (de modo que
A-B- es un sustituyente de acido 4-benzoico o bioisostero de acido
4-benzoico). Cuando B es fenilen—O—, ello puede, por ejemplo, seleccionarse
de 1,2-fenilen-O-, 1,3-fenilen—-0-, 1,4-fenilen—-O—-, con preferencia 1,4-fenilen—
0. Cada fenileno de B puede estar opcionalmente sustituido con uno o varios
sustituyentes seleccionados de fluoro, metilo, trifluorometilo, amino, hidroxilo y
alcoxi Cy.4, con preferencia metoxi. Se apreciara que la identidad y posicion del
sustituyente se puede seleccionar para alterar sutiimente el pK, del grupo
polar. Los grupos aceptores o donantes de electrones en forma inductiva o
mesomérica y sus efectos posicionales son conocidos en la técnica. En
algunas formas de realizacion, B puede ser heteroarileno Css, por ejemplo,
piridinileno o tiofuranileno y puede estar sustituido opcionalmente como se
describe.

Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, A-B— se puede

seleccionar de:

Con preferencia, A es -=COOH. En algunos grupos polares preferidos, A
es un acido carboxilico y B es arilen Cg—O—.

La cadena grasa tal como se usa en el presente documento se refiere a
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un resto que ccmprende una cadena de atomos de carbono, estando los
atomos de carbono sustituidos predominantemente con atomos de hidrégeno o
similares a hidrégeno, por ejemplo, una cadena de hidrocarburo. Tales cadenas
grasas se denominan a menudo como lipdfilas, aunque se apreciara que la
sustitucion puede alterar las propiedades lipéfilas de la molécula total.

La cadena grasa puede por alifatica. Puede estar totalmente saturada o
puede incluir uno o mas enlaces dobles o triples. Cada doble enlace, si esta
presente, puede estar en la configuracién E o Z. La cadena grasa también
puede tener uno o mas restos cicloalquileno o heterocicloalquileno en su
longitud y de forma adicional o alternativa puede tener uno o mas restos arileno
o heteroarileno en su longitud. Por ejemplo, la cadena grasa puede incorporar
un resto fenileno o piperazinileno en su longitud como, por ejemplo, se muestra
a continuacién (en la que ‘- representa los puntos de unidén dentro de la

cadena).
H / A H
= N
A g

La cadena grasa puede derivar de un acido graso, por ejemplo, puede
derivar de un acido graso de cadena media (MCFA) con una cola alifatica de 6-
12 atomos de carbono, un acido graso de cadena larga (LCFA) con una cola
alifatica de 13-21 atomos de carbono, o un acido graso de cadena muy larga
(LCFA) con una cola alifatica de 22 atomos de carbono o mas. Los ejemplos de
acidos grasos saturados lineales de los que pueden derivarse cadenas grasas
adecuadas incluyen acido tridecilico (tridecanoico), acido miristico
(tetradecanoico), acido pentadecilico (pentadecanoico), acido palmitico

(hexadecanoico) y acido margarico (heptadecanoico). Los ejemplos de acidos

2
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grasos insaturados lineales a partir de los que pueden derivarse cadenas
grasas adecuadas incluyen acido miristoleico, acido palmitoleico, &cido
sapiénico y acido oleico.

La cadena grasa se puede conectar a Z* por una union amida, una unién
sulfinamida, una unién sulfonamida, o una union éster, o por una unién éter,
tioéter o amina. Por consiguiente, la cadena grasa puede tener en la posicion
, es decir, en la posicion distal al grupo polar, un enlace a 2 o un grupo acilo
(-CO-), sulfinilo (-SO-), o sulfonilo (-SO2-). Con preferencia, la cadena grasa
tiene un grupo acilo (-CO-) en la posicién distal al grupo polar y esta conectada
a Z? por un enlace amida o éster.

En algunas formas de realizacién, Z' es un grupo de formula:

A-B-Alg—-X-

donde A-B- es el grupo polar definido anteriormente, X es un enlace,
acilo (-=CO-), sulfinilo (-SO-), o sulfonilo (-SO,-) y Alg es una cadena grasa
que puede estar opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes. La
cadena grasa con preferencia tiene 6 a 18 atomos de carbono de longitud (por
ejemplo un alquileno Cg.1g), con mas preferencia, 8 a 18 carbonos de longitud
(por ejemplo un alquileno Cg.1g), con mas preferencia, 12 a 16 carbonos de
longitud (por ejemplo alquileno C1,.46) y puede estar saturada o insaturada. Con
preferencia, Alq es saturado, es decir, con preferencia Alg es alquileno.

En algunas formas de realizacion, Z' es un grupo acilo de formula:

A-B-Alg—(CO)-

0 un grupo sulfonilo de férmula:

A—B—Alq~—(802)—.

Los sustituyentes opcionales de la cadena grasa se pueden seleccionar
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de modo independiente de fluoro, alquilo Ci4, con preferencia metilo;
trifluorometilo, hidroximetilo, amino, hidroxilo, alcoxi Cis, con preferencia
metoxi; oxo y carboxilo y se pueden ubicar de modo independiente en cualquier
punto a lo largo de la cadena. En algunas formas de realizacion, cada
sustituyente opcional se selecciona de fluoro, metilo e hidroxilo. Cuando mas
de un sustituyente esta presente, los sustituyentes pueden ser iguales o
diferentes. Con preferencia, el niumerc de sustituyentes es 0 a 3; con mas
preferencia la cadena grasa no esta sustituida.

Con preferencia, Z' es un grupo acilo de formula:

A-B-alquilen—(CO)—

Cuando A y B son segun se definieron anteriormente.

En algunas formas de realizacion, Z' es:

4-carboxifenoxinonanoilo HOOC—CgH4—O—(CH>)s—(CO)—.

Ciertos Z' preferidos se derivan de &cidos a,m-dicarboxilicos saturados
de cadena larga de formula HOOC—(CH.)12.1s~COOH, con preferencia, acidos
a,o-dicarboxilicos saturados de cadena larga que tienen un numero par de
atomos de carbono en la cadena alifatica. Por ejemplo y no a modo de
limitacion, Z' puede ser:

13-carboxitridecanoilo HOOC—(CHz)12—(CO)—-

15-carboxpentadecanoilo HOOC—(CHy)14—(CO)—; o

17-carboxiheptadecanoilo HOOC—(CH3)1—(CO)-.

El grupo acido carboxilico se puede reemplazar con un bioisostero

detallado en el presente documento.

El grupo Z*

4
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Z? es el espaciador que conecta Z' a la cadena lateral del componente
aminoacido de W. En su forma mas general, Z? es un espaciador unido a un
extremo terminal por Y, que puede ser un atomo de nitrégeno, oxigenc o azufre
y en el otro extremo terminal por X, que puede ser un enlace o un acilo (-CO-),
sulfinilo (<SO-), o sulfonilo (-SO»-). Por consiguiente, Z? puede ser un

espaciador de formula (--- indica los puntos de union):
— Y —vx4—
. N

en la que:

Y puede ser -NH, -NR, -S o -0, donde R puede ser alquilo, un grupo
protector o puede formar una unién a otra parte del espaciador, con la valencia
que queda formando una unién a Z';

X puede ser un eniace, CO—-, SO-, o SOz—, con la valencia que queda
formando una unién a la cadena lateral del componente aminoacidico de W¥;

V es un resto organico bivalente que une Y y X;

ynpuedeser1,2, 34,5 6,7, 8 90 10. Cuandones 2 omas, cada,
V y X es independiente de cada uno de los otros Y, Vy X.

Por consiguiente, Z* se puede unir a cada lado mediante amida,
sulfinamida, sulfonamida, o uniones éster o por uniones amino, éter, o tioéter
de acuerdo con la naturaleza de Y y X y los correspondientes grupos de unién
en Z' y la cadena lateral. Con preferencia, cuando Y es -S, X es un enlace.
Cuando n es 2 o mayor, cada V también se puede unir a cada V adyacente
mediante las uniones descritas. Con preferencia, las uniones son amidas,
esteres o sulfonamidas, con lo mas preferentemente amidas. Por consiguiente,

en algunas formas de realizacion, cada Y es —=NH o0 -NR y cada X es CO- o
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SO,
En algunas formas de realizacion, Z?% es un espaciador de férmula —Sa-,
—Sg—, —Sp—Sg— 0 -Sp—-Sa—, donde Sa y Sg son segun se definen a continuacion.
En algunas formas de realizacion, Z? se selecciona de —Sa— 0 —Sg—Sa—,
es decir, [cadena lateral]-Z°Z" es [cadena lateral]-Sa-Z' o [cadena lateral]-Sg—

Sz

El grupo Sa

Sa puede ser un residuo de aminoacido unico o un residuo de un
derivado de aminoacido, en especial un residuo de derivado de aminoacido que
tiene un sulfinilo o sulfonilo en lugar del resto carboxi en el extremo C-terminal.
En forma adicional o alternativa, el residuo de aminoacido unico puede tener un
atomo de oxigeno o azufre en lugar del atomo de nitrégeno en el extremo N-
terminal. Con preferencia, Sa es un residuo de aminoacido Unico.

En algunas formas de realizacion, el aminoacido se puede seleccionar
de y-Glu, a-Glu, a-Asp, B-Asp, Ala, B-Ala (acido 3-aminopropanoico) y Gaba
(4cido 4-aminobutanoico). Se entendera que los aminoacidos pueden ser D o L,
o una mezcla racémica o enantioenriquecida. En algunas formas de
realizacién, el aminoacido es un aminoacido L. En algunas formas de
realizacion, el aminoacido es un aminoacido D.

En algunas formas de realizacion preferidas, Sa tiene un sustituyente
acido carboxilico, se prefieren y-Glu, a-Glu, a-Asp y B-Asp y los derivados
sulfinilo y sulfonilo de los mismos. Por consiguiente, en algunas formas de

realizacion, el residuo de aminoacido es:
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donde —X- es —-CO-, -SO-, —SO,—, con preferencia -CO-yaes 10 2,
con preferencia 2. En algunas formas de realizaciéon, el acido carboxilico es un

éster y el residuo de aminoéacido es:

ol
RD\\ /;j_o qg/’lL'“[ ]
““)M T
N | amff'". xﬁ/ g
5
donde —X- es -CO-, —=SO-, —SO,—, con preferencia -CO-yaes 10 2,
con preferencia 2 y R es alquilo Cy.4 0 arilc Cg. Con preferencia R es alquilo C;.
4, con preferencia metilo o etilo, con mas preferencia etilo.
Con preferencia, Sa es y-Glu.
10

El grupo Sg

Sg puede ser un engarce de férmula general:

T

en la que Py es una unidad poliméricaynes 1,2, 3,4,5,6,7,8,9010.
15  Un extremo terminal del engarce Sg es un —-NH, -NR, =S u -0, en el que R

puede ser alquilo, un grupo protector o puede formar una union a otra parte de
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la unidad polimérica; mientras que el otro es un enlace o0 CO- SO- 0 SO2—-. Por
consiguiente, cada unidad polimérica Py se puede unir a cada lado por amida,
sulfinamida, sulfonamida, o uniones éster o por uniones amino, éter, o tioéter
que dependen de la naturaleza de Y y X y los correspondientes grupos de
unién en Z', Say Lys.

En algunas formas de realizacion, cada Py puede ser de modo

independiente una unidad de férmula:

- LVE .

en la que:

Y puede ser —-NH, -NR, =S u -0, en el que R puede ser alquilo, un
grupo protector o puede formar una unién a otra parte del espaciador, con la
valencia que queda formando una unién a Z';

X puede ser un enlace, CO-, SO-, o SO,—, con la valencia que queda
formando una union a Lys;

y V es un resto organico bivalente que se unea Y y X.

En algunas formas de realizacion, V es el carbono a de un aminoéacido
natural o no natural, es decir, V es —-CHR*-, en el que R es una cadena
lateral de un aminoacido; o V es un alquileno C4.¢ opcionalmente sustituido, o V
es una cadena que comprende una o mas unidades de etilenglicol en serie,
también conocida como cadena de PEG, por ejemplo, —-CH,CH,—(OCH2CHaz)m—
O—(CHz)p—, dondemes 0,1,2,3,405ypes1,2 3, 405; cuando X es CO-,
p es con preferencia 1, 3, 4 o 5. Los sustituyentes alquileno opcionales incluyen
fluoro, metilo, hidroxi, hidroximetilo y amino.

Las unidades de Py preferidas incluyen:
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().  Residuos de amino4cidos tnicos: Py';

(i). Residuos dipeptidicos: Py'"; y

(iii). Residuos de acidos amino-(PEG)n-carboxilicos: Py",

y pueden estar presentes en cualquier en combinacion u orden. Por
ejemplo, Sg puede comprender uno o mas de cada uno de Py, Py' y Py" en
cualquier orden o puede comprender solo una o mas unidades de Py, Py"y
Pu" o una o mas unidades seleccionadas de Py'y Py", Py'y Py", o Py'y Py™.

().  Residuos de aminoacidos tinicos Py'

Cada Py' se puede seleccionar de modo independiente de cualquier
residuo de aminodcido natural o no natural y por ejemplo, se puede seleccionar
de Gly, Pro, Ala, Val, Leu, lle, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp, His, Lys, Arg, GIn, Asn,
a-Glu, y-Glu, Asp, Ser Thr, Gaba, Aib, B-Ala, 5-aminopentanoilo, 6-
aminohexanoilo, 7-aminoheptanoilo, 8-aminooctanoilo, 9-aminononanoilo y 10-
aminodecanoilo. Con preferencia, los residuos de aminoacidos P, se
seleccionan de Gly, Ser, Ala, Thry Cys, con mas preferencia de Gly y Ser.

En algunas formas de realizacion, Sg es —(Py')s—, enla que nes 1 a 8,
con mas preferencia 5 a 7, lo mas preferentemente 6. En algunas formas de
realizacién preferidas, Sg es —(Py').—, n es 6 y cada Py' se selecciona de modo
independiente de Gly o Ser, una secuencia preferida es -Gly-Ser-Gly-Ser-Gly-
Gly-.

(i).  Residuos de dipéptidos P

Cada P" se puede seleccionar de modo independiente de cualquier
residuo de dipéptido que comprende dos residuos de aminoacido naturales o
no naturales unidos por una unién amida. Los residuos de dipéptidos P’

preferidos incluyen Gly-Gly, Gly-Ser, Ser-Gly, Gly-Ala, Ala-Gly y Ala-Ala, con
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mas preferencia Gly-Ser y Gly-Gly.

En algunas formas de realizacién, Sg es —(Py"):—, en el que n es 2 a 4,
con més preferencia 3 y cada Py se selecciona de modo independiente de Gly-
Ser y Gly-Gly. En algunas formas de realizacion preferidas Sg es —~(Pu")— n es
3y cada Py' se selecciona de modo independiente de Gly-Ser y Gly-Gly, con
una secuencia preferida que es -(Gly-Ser)-(Gly-Ser)-(Gly-Gly).

Los aminoacidos que tienen centros estereogénicos dentro de Py'y Pu’
pueden ser racémicos, enantioenriquecidos, o enantiopuros. En algunas formas
de realizacion, el o cada aminoacido es de modo independiente un aminoacido
L. En algunas formas de realizaciéon, el o cada aminoacidc es de modo
independiente un aminoacido D.

(iii).  Residuos de acido amino-(PEG)y-carboxilico

Cada Py" puede ser de modo independiente un residuo de la formula

general:
O

N

enlaquemes0,1,2 3,405, conpreferencia1o2ypes1,3,405,
con preferencia 1.

En algunas formas de realizacion, mes 1y p es 1, es decir, Py es un
residuo de acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (también conocido como acido {2-
[2-aminoetoxijetoxi}acético y HoN-PEG3-COOH). Este residuo se denomina en
el presente documento como —PEG3—.

En algunas formas de realizacion, mes 2 y p es 1, es decir, Py es un
residuo de acido 11-amino-3,6,9-trioxaundecanocico (también denominado

como HaN-PEG4-COOH). Este residuo se denomina como —PEG4—
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En algunas formas de realizacién, Sg es —(Py")«—, en el que nes 1 a 3,
con mas preferencia 2.

En algunas formas de realizacion preferidas, Sg se selecciona de —
PEG3;-PEG;- y -PEG4+—PEG:—.

~7°-7" preferido

Se entendera que las preferencias anteriores se pueden combinar de
modo independiente para dar combinaciones de ~22-7" preferidas.

Algunas combinaciones ~22-7" preferidas se muestran a continuacion
(en cada caso, --- indica el punto de union a la cadena lateral del componente
aminoacido de W:

(i) [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3
0 0

H
HO/L/\/\/\/\/\/\/\/\H/N\E/”\O H

0
H
oj‘\n/\/o\/\‘of\g/N\/\o/\\/o\)l\
H d

(ii) [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu

(o] H 0
HOJ‘\/\/\/W\/\/\-/TN\)J\O H

(iii) [13-Carboxi-tridecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3
o

i 0
HOJ\/\/\/\/\/\/\E“\;}\O Y

O
H
Oj\N/\/O\/\O/\B)I\/\O/\/O\)\,«“
H !

(iv) [Carboxifenoxinonanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3
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T@z MN iOH H O
0 H/\JO\/\O/\EN\/\O/\VO\)\_,.--

(v) [13-Carboxi-tridecanoil]-isoGlu-Peg4-Peg4

H OiMM/n \)Lo H
Oj/\ﬁ/\vo\/\i/ \)OI\
0 H /\|

(vi) [17-Carboxi-heptadecanoil]-Peg3-Peg3-isoGlu
0

H O
H OJ\/\/\/\/\/\/\/\/T N\/\O/\\/O\)j\ﬁ/E ? 0
\/\O/YN\)LO H

(vii) [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG
o

y 9
HOJ\/\/\N\/\/\/\/\Q/N\)LOH

b SO
N/\rr\i/\ﬂ/\)\/\g/\)\

(viii) [17-Carboxi-heptadecanoil]-AA-Peg3-Peg3
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goﬁ\/\/\/\/\/\/\/\/\fo

HN

5 H

Se cree que la presencia del grupo polar en el extremo de 7 que mejora
las propiedades farmacocinéticas del compuesto, por ejemplo, mediante el
aumento de la semivida y/o el tiempo de residencia medio y la reduccion de la
depuracién. El engarce también puede contribuir a estas propiedades
farmacocinéticas. Los engarces que comprenden mas de una unidad de
aminoacido (o restos de tamafio similar) pueden mejorar las propiedades
farmacocinéticas en comparacion con las que consisten en solo una unidad de
aminoacido o similares. Estas propiedades pueden permitir administrar el
compuesto con menor frecuencia que un compuesto equivalente con el mismo
esqueleto del péptido pero ninguna modificacion o una modificaciéon diferente
(por ejemplo, un sustituyente con una cadena grasa alifatica que carece de un
grupo polar y/o que tiene un resto de engarce mas corto).

Sin desear vincularse a teoria particular alguna, los autores de la
invencion han encontrado que, especialmente cuando se incluyeron engarces
mas largos, el grupo polar o cargado en el extremo de 7' puede ser capaz de
participar en una interaccion intramolecular no deseable con el extremo N-
terminal libre de la molécula que podria comprometer los efectos beneficiosos
del grupo polar en la farmacocinética. Se considera que los esqueletos
peptidicos de los compuestos descritos en el presente documento adoptan

estructura secundaria helicoidal relativamente bien definida, por lo que la

e}
H
()IEJ\(N\/\O/\/O\)J\N/\VO\/\O
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capacidad del grupo polar para participar en tales interacciones puede
depender de su ubicacién dentro de la molécula. Cuando se ubica hacia el
extremo C-terminal, la interaccion con el extremo N-terminal puede ser
relativamente poco probable. Sin embargo, los autores de la invencidn se
sorprendieron al encontrar que el sustituyente puede estar situado en los
residuos 16 y 17 de la molécula sin comprometer necesariamente los
beneficios farmacocinéticos obtenidos.

El término "conjugado” se usa en el presente documento para describir
la union fisica de un resto quimico identificable a otro y la relacion estructural
entre dichos restos. No se debe considerar que implique algun procedimiento
particular de sintesis.

El lector experto sera consciente de las técnicas adecuadas que se
pueden usar para llevar a cabo las reacciones de acoplamiento usando
metodologias de sintesis generales que se enumeran por ejemplo, en
"Comprehensive Organic Transformations, A Guide to Functional Group
Preparations”, 22 edicion, Larock, R. C.; Wiley-VCH: Nueva York, 1999. Tales
transformaciones pueden ocurrir en cualquier etapa adecuada durante el

proceso de sintesis.

Sintesis de péptidos

Los compuestos de la presente invenciéon se pueden fabricar bien por
procedimientos estandares de sintesis, bien por sistemas de expresion
recombinantes, o bien por cuaiquier otro estado del procedimiento de la
tecnica. En consecuencia los analogos de glucagéon se pueden sintetizar de

numerosas maneras, incluyendo, por ejemplo, un procedimiento que

g
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comprende:

(a) sintetizar el péptido por medio de la metodologia de fase solida o de
fase liquida, bien por etapas o bien por el ensamblaje del fragmento y el
aislamiento y la purificacion del producto peptidico final; o

(b) expresar una secuencia peptidica del precursor a partir de una
construccion de acido nucleico que codifica el péptido precursor, recuperar el
producto de expresion y modificar el péptido precursor para producir un
compuesto de la invencion.

La expresion se lleva a cabo normalmente a partir de un acido nucleico
que codifica el péptido precursor, lo que se puede realizar en una célula o un
sistema de expresion libre de células que comprende un acido nucleico.

Se prefiere sintetizar los analogos de la invencion por medio de la
sintesis de péptidos fase sélida o fase liquida. En este contexto, se hace
referencia al documento WO 98/11125 y entre muchos otros, Fields, GB et al,,
2002, “Principles and practice of solid-phase peptide synthesis”. In: Synthetic
Peptides (22 edicion) y los Ejemplos en el presente documento.

Para la expresion recombinante, los fragmentos de acido nucleico que
codifican el péptido precursor normalmente se insertaran en vectores
adecuados para formar vectores de clonacion o expresion. Los vectores
pueden, de acuerdo con el proposito y el tipo de aplicacion, estar en la forma
de plasmidos, fagos, césmidos, minicromosomas, o virus, pero también ADN
desnudo que solamente se expresa transitoriamente en ciertas células es un
vector importante. Los vectores de clonacion y expresion preferidos (vectores
plasmidicos) son capaces de replicacion autonoma, lo de este modo permite

obtener altos niumeros de copia para los fines de la expresion de alto nivel o
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replicacién de alto nivel para la clonacién subsiguiente.

En lineas generales, un vector de expresion comprende las siguientes
caracteristicas en la direccion 5'—3' y en unién operativa: un promotor para
dirigir la expresion del fragmento de &cido nucleico, opcionalmente una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un péptido lider que permite la
secrecion (a la fase extracelular o, cuando sea aplicable, en el periplasma), el
fragmento de acido nucleico que codifica el péptido precursor y opcionalmente
una secuencia de acido nucleico que codifica un terminador. Estos pueden
comprender caracteristicas adicionales tales como marcadores seleccionables
y origenes de replicacion. Cuando se opera con vectores de expresion en
cepas o lineas celulares productoras se puede preferir que el vector sea capaz
de integrarse en el genoma de la célula huésped. El experto estd muy
familiarizado con vectores adecuados y es capaz de disefiar uno de acuerdo a
sus requerimientos especificos.

Los vectores de la invencion se usan para transformar células huésped
para producir el péptido precursor. Tales células transformadas pueden ser
células o lineas celulares cultivadas usadas para la propagacion de los
fragmentos de acidos nucleicos y vectores, y/o usar para la produccion
recombinante de los péptidos precursores.

Las células transformadas preferidas son microorganismos tales como
bacterias [tales como las especies Escherichia (por ejemplo E. coli), Bacillus
(por ejemplo, Bacillus subtilis), Salmonella, o Mycobacterium (con preferencia
no patdégenos, por ejemplo, BCG M. bovis), levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris) y protozoos. En forma alternativa,

las células transformadas se pueden derivar de un organismo multicelular, es
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decir puede ser célula fliingica, una célula de insecto, una célula de alga, una
célula vegetal, o una célula animal tal como una célula de mamifero. Para los
fines de clonacion y/o expresién optimizada se prefiere que la celula
transformada sea capaz de replicar el fragmento de acido nucleico de la
invencion. Las células que expresan el fragmento nucleico se pueden usar para
la preparacién en pequefa escala o a gran escala de los péptidos de la
invencion.

Cuando se produce el péptido precursor por medio de las células
transformadas, es conveniente, aunque esté lejos de ser esencial, que el

producto de expresion se secrete en el medio de cultivo.

Eficacia

La union de los compuestos relevantes a los receptores de GLP-1 o
glucagoén (Glu) se puede usar como una indicacién de actividad agonista, pero
en general se prefiere usar un ensayo biclégico que mide la sefializacion
intracelular causada por la unién del compuesto al receptor relevante. Por
ejemplo, la activacion del receptor de glucagdén por un agonista de glucagén
estimulara la formacion de AMP ciclico celular (AMPc). Del mismo modo, la
activacion del receptor de GLP-1 por un agonista de GLP-1 estimulara la
formacion de AMPc celular. Por lo tanto, la produccion de AMPc en células
adecuadas que expresan uno de estos dos receptores se puede usar para
controlar la actividad del receptor relevante. El uso de un par adecuado de tipos
celulares, expresando cada uno un receptor perc no el otro, por lo tanto se
puede usar para determinar la actividad agonista hacia ambos tipos de

receptores.
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El profesional experto serda consciente de formatos de ensayo
adecuados y los ejemplos se proporcionan a continuacion. El receptor GLP-1
y/o el receptor de glucagén pueden tener la secuencia de los receptores que se
describen en los ejemplos. Por ejemplo, los ensayos pueden emplear el
receptor de glucagén humano (Glucagén-R) que tiene el nimero de acceso
primario Gl: 4503947 y/o el receptor del péptido similar al glucagén 1 humano
(GLP-1R) que tiene el nimero de acceso primario Gl: 166795283. (ya que
cuando se hace referencia a las secuencias de las proteinas precursoras, se
debe entender, obviamente, que los ensayos pueden usar la proteina madura,
que carece de la secuencia sefal).

Los valores de ECsg se pueden usar como una medida numérica de la
potencia agonista en un receptor dado. Un valor de ECso es una medida de la
concentracion de un compuesto requerida para lograr la mitad de la maxima
actividad de ese compuesto en un ensayo particular. En consecuencia, por
ejemplo, un compuesto que tiene ECso [GLP-1] menor que la ECso [GLP-1] de
glucagébn en un ensayo particular se puede considerar que tiene mayor
potencia de agonista del receptor de GLP-1 que el glucagon.

Los compuestos descritos en esta memoria descriptiva son normalmente
agonistas duales GIuGLP-1, de acuerdo con lo determinado por la observacion
de qUé son capaces de estimular la formacion de AMPc del receptor de

glucagén y el receptor de GLP-1. La estimulacion de cada receptor se puede

medir en ensayos independientes y después se comparan entre si.

Al comparar el valor de ECsg para el receptor de GLP-1 (ECso [GLP-1-R])
con el valor de ECsp para el receptor de glucagon, (EC50 [GlucagénR]) para un

compuesto dado. la relativa selectividad GLP-1R se puede calcular de la
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siguiente manera:

Selectividad de GLP-1R relativa [compuesto] = (ECso [GLP-1R])/(ECso
[Glucagon-R])

El término "ECsy" se refiere a la mitad de la concentracion efectiva,
normalmente a un receptor particular, o en el nivel de un marcador particular de
la funcion del receptor y puede referirse a una actividad inhibidora o
antagonista, de acuerdo con el contexto bioquimico especifico.

Sin desear vincularse a teorfa particular alguna, la selectividad relativa
de un compuesto puede permitir comparar directamente su efecto sobre el
receptor de GLP-1 o glucagén con su efecto sobre el otro receptor. Por
ejemplo, cuanto mas alta es la selectividad de GLP-1 relativa de un compuesto,
mas efectivo puede ser el compuesto sobre el receptor de GLP-1 en
comparacion con el receptor de glucagén. Normalmente los resultados se
comparan para los receptores de glucagon y GLP-1 de la misma especie, por
ejemplo, receptores de glucagén y GLP-1 humanos, o receptores de glucagén
y GLP-1 murinos.

Los compuestos de la invencién pueden tener una mayor selectividad
relativa de GLP-1R que el glucagdn humano ya que para un nivel particular de
actividad agonista glucagén-R, el compuesto puede mostrar un mayor nivel de
actividad agonista de GLP-1R (es decir, mayor potencia en el receptor GLP-1)
que el glucagén. Se entendera que la potencia absoluta de un compuesto
particular en los receptores de glucagén y GLP-1 puede ser mayor, menor o
aproximadamente igual a la del glucagén humano nativo, siempre que se logre
la selectividad de GLP-1R relativa apropiada.

Sin embargo, los compuestos de esta invencién pueden tener una ECs
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[GLP-1R] menor que la del glucagén humano. Los compuestos pueden tener
una ECso[GLP-1-R] menor que el glucagon mientras que se mantiene una ECso
[Glucagén-R] que es menor de 10 veces mayor que la del glucagén humano,
menor de 5 veces mayor que la del glucagén humano, o menor de 2 veces
mayor que la del glucagén humano.

Los compuestos de la invencion pueden tener una ECsp [Glucagon-R]
que es menor de dos veces la del glucagon humano. Los compuestos pueden
tener una ECs [Glucagon-R] que es menor de dos veces la del glucagén
humano y tener una ECsy [GLP-1R] que es menor de la mitad de la del
glucagén humano, menor de un quinto de la del glucagén humano, o menor de
un décimo de la del glucagdn humano.

La selectividad relativa de GLP-1R de los compuestos puede estar entre
0,05 y 20. Por ejemplo, los compuestos pueden tener una selectividad relativa
de 0,05-0,20, 0,1-0,30, 0,2-0.5, 0,3-0,7, o 0,5-1,0; 1,0-2,0, 1,5-3,0, 2,0-4,0 o
2,5-5,0; 0 0,05-20, 0,075-15, 0,1-10, 0,15-5, 0,75-2,5 0 0,9-1,1.

En ciertas formas de realizacion, puede ser conveniente que la ECsq de
cualquier compuesto dado para Glucagon-R y GLP-1R, por ejemplo para los

receptores de glucagon y GLP-1 humanos, deba ser menor de 1 nM.

- Usos terapéuticos

Los compuestos de la invencion pueden proporcionar un tratamiento
atractivo y/u opciones de prevencién para, entre otras cosas, obesidad y
enfermedades metabodlicas que incluyen diabetes, como se discute a
continuacion.

La diabetes comprende un grupo de enfermedades metabdlicas
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caracterizadas por hiperglucemia resultante de los defectos en la secrecidon de
insulina, accién de la insulina, o ambos. Los signos agudos de la diabetes
incluyen la produccion excesiva de orina, sed compensatoria resultante y el
aumento de la ingesta de liquidos, vision borrosa, pérdida de peso inexplicable,
letargo y los cambios en el metabolismo energético. La hiperglucemia cronica
de la diabetes se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion e insuficiencia de
varios organos, especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos
sanguineos. La diabetes se clasifica en diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y
diabetes gestacional sobre la base de las caracteristicas patogénicas.

La diabetes tipo 1 representa el 5-10 % de todos los casos de diabetes y
es causada por la destruccion autoinmune de las células pancreaticas f3
secretoras de insulina.

La diabetes tipo 2 representa el 90-95 % de los casos de diabetes y es
el resultado de un complejo conjunto de trastornos metabdlicos. La diabetes
tipo 2 es la consecuencia de la produccién de insulina enddgena que es
insuficiente para mantener los niveles de glucosa plasmaticos por debajo de los
umbrales de diagnostico.

La diabetes gestacional se refiere a cualquier grado de intolerancia a la
glucosa identificada durante el embarazo.

La prediabetes incluye tolerancia a la glucosa en ayunas alterada y
tolerancia a la glucosa alterada y se refiere a los estados que se producen
cuando los niveles de glucosa en sangre estan elevados pero por debajo de los
niveles establecidos para el diagnéstico clinico de diabetes.

Una gran proporcién de las personas con diabetes tipo 2 y prediabetes

tienen un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad debido a la alta prevalencia
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de factores de riesgo metabolicos adicionales que incluyen obesidad abdominal
(tejido graso excesivo alrededor de los organos internos del abdomen),
dislipidemia aterogénica (trastornos de grasa en sangre que incluyen los
triglicéridos altos, colesterol HDL bajo y/o colesterol LDL alto, que promueven
la acumulaciéon en placas en las paredes arteriales), presion arterial elevada
(hipertension) un estado protromboético (por ejemplo, fibrinégeno alto o inhibidor
del activador del plasminégeno-1 alto en la sangre) y estado proinflamatorio
(por ejemplo, proteina C reactiva elevada en sangre).

Por el contrario, la obesidad confiere un mayor riesgo de desarrollar pre-
diabetes, diabetes tipo 2, asi como por ejemplo, ciertos tipos de cancer, apnea
obstructiva del suefio y enfermedad de la vesicula biliar.

La dislipidemia se asocia con riesgo incrementado de enfermedad
cardiovascular. La lipoproteina de alta densidad (HDL) es de importancia
clinica, ya que existe una correlacién inversa entre las concentraciones de HDL
en plasma vy el riesgo de la enfermedad aterosclerdtica. La mayor parte del
colesterol almacenado en las placas aterosclerdticas se origina a partir de LDL
y en consecuencia las concentraciones elevadas de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) estén estrechamente asociadas con la aterosclerosis. La
relacion HDL/LDL es un indicador de riesgo clinico para la aterosclerosis clinica
y en particular para la aterosclerosis coronaria.

El sindrome metabdlico se caracteriza por un grupo de factores de
riesgo metabodlicos en una persona. Estos incluyen obesidad abdominal (tejido
gréso éxcesivo alrededor de los 6rganos internos del abdomen), dislipidemia
aterogénica (trastornos de grasa en la sangre que incluyen niveles altos de

triglicéridos, colesterol HDL bajo y/o colesterol LDL alto, que promueven la
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acumulacion en placas en las paredes arteriales), presion arterial elevada
(hipertension), resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, estado
protrombético (por ejemplo, fibrinbgeno e inhibidor del activador del
plasminégeno-1 altos en la sangre) y estado proinflamatorio (por ejemplo,
proteina C-reactiva elevada en la sangre).

Los individuos con sindrome metabdlico tienen un mayor riesgo de
enfermedad coronaria cardiaca y otras enfermedades relacionadas con otras
manifestacicnes de la arteriosclerosis (por ejemplo, accidente cerebrovascular
y enfermedad vascular periférica). Los factores de riesgo subyacentes
dominantes de este sindrome parecen ser la obesidad abdominal.

Sin desear vincularse a teoria particular alguna, se considera que los
compuestos de la invencién actlian como agonistas duales en el receptor de
glucagén humano y el receptor de GLP1 humano, abreviados aqui como
agonistas GIuGLP-1 duales. El agonista dual puede combinar el efecto de
glucagén, por ejemplo sobre el metabolismo de las grasas, con el efecto de
GLP-1, por ejemplo sobre los niveles de glucosa en sangre y la ingesta de
alimentos. Por lo tanto pueden actuar para acelerar la eliminacién de tejido
adiposo excesivo, inducen la pérdida de peso sostenible y mejoran el control
glucémico. Los agonistas de GIuGLP-1 duales también pueden actuar para
reducir los factores de riesgo cardiovascular, tales como el colesterol alto, el
colesterol LDL alto o las relaciones de HDL/LDL bajas.

Por consiguiente los compuestos de la presente invencion se pueden
usar en un sujeto que lo necesita como agentes farmacéuticos para la
prevencion del aumento de peso, promocién de la pérdida de peso, reduccion

del exceso de peso corporal o tratamiento de la obesidad (por ejemplo,
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mediante el control del apetito, alimentacion, ingesta de alimentos, ingesta de
calorias, y/o el gasto de energia), que incluye obesidad morbida, asi como las
enfermedades asociadas y las afecciones de salud, que incluyen pero sin
limitacion, inflamacién ligada a la obesidad, enfermedad de la vesicula biliar
ligada a la obesidad, apnea del sueno inducida por la obesidad. Los
compuestos de la invencién también se pueden usar para el tratamiento de
afecciones causadas por o asociadas con el control de la glucosa alterado, que
incluyen sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, prediabetes, aumento de la glucosa en ayunas, diabetes tipo 2,
hipertension, aterosclerosis, arteriosclerosis, enfermedad coronaria cardiaca,
enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular, en un sujeto que o
necesita. Algunas de estas afecciones pueden estar asociadas con la
obesidad. Sin embargo, los efectos de los compuestos de la invencion en estas
afecciones pueden estar mediados en su totalidad o en parte a través de un
efecto sobre el peso corporal, o pueden ser independientes de este.

El efecto sinérgico de los agonistas de GIuGLP-1 duales también puede
producir la reduccion de los factores de riesgo cardiovasculares tales como el
colesterol y LDL altos, lo que puede ser totalmente independiente de su efecto
sobre el peso corporal.

En consecuencia la invencion proporciona el uso de un compuesto de la
invencion en el tratamiento de una afeccion descrita anteriormente, en un
individuo que lo necesita.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencion para
usar en un procedimiento de tratamiento médico, en particular para usar en un

procedimiento de tratamiento de una afeccién descrita anteriormente.
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En un aspecto preferido, los compuestos preferidos se pueden usar en
el tratamiento de diabetes, esp. diabetes tipo 2.

En una forma de realizacion especifica, la presente invencion
comprende el uso de un compuesto para tratar la diabetes, esp. diabetes tipo 2
en un individuo que lo necesita.

Es un aspecto no menos preferido, los compuestos preferidos se pueden
usar para evitar el aumento del peso o promover la pérdida de peso.

En una forma de realizacién especifica, la presente invencion
comprende el uso de un compuesto para evitar el aumento del peso o
promover la pérdida de peso en un individuo que lo necesita.

En una forma de realizacion especifica, la presente invencion
comprende el uso de un compuesto en un procedimiento de tratamiento de una
afeccion causada o caracterizada por el exceso de peso corporal, por ejemplo,
el tratamiento y/o prevencion de la obesidad, obesidad moérbida, obesidad
moérbida antes de la cirugia, inflamacién ligada a la obesidad, enfermedad de la
vesicula biliar ligada a la obesidad, apnea del suefio inducida por la obesidad,
prediabetes, diabetes, esp. diabetes tipo 2, hipertensién, dislipidemia
aterogénica, aterosclerosis, arteriosclerosis, enfermedad cardiaca coronaria,
enfermedad arterial periférica, accidente cerebrovascular o enfermedad
microvascular en un individuo que lo necesita.

En otro aspecto, los compuestos preferidos se pueden usar en un
procedimiento para reducir los niveles de LDL circulantes, y/o aumentar la
relacion de HDL/LDL.

En una forma de realizacién especifica, la presente invencion

comprende el uso de un compuesto en un procedimiento para reducir los

0
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niveles de LDL circulantes, y/o para aumentar la relacion de HDL/LDL en un
individuo que lo necesita.
En otro aspecto, los compuestos preferidos se pueden usar en un

procedimiento para reducir los niveles de triglicéridos circulantes.

Composiciones farmaceéuticas

Los compuestos de la presente invencion se pueden formular como
composiciones farmacéuticas preparadas para el almacenamiento o
administracién. Una composicion tal normalmente comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencion, en la forma
apropiada, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la presente
invencién dependera de la via de administracion, el tipo de mamifero que se
esta tratando y las caracteristicas fisicas del mamifero especifico en
consideracion. Estos factores y su relaciéon para determinar esta cantidad se
conocen bien por los profesionales expertos en las técnicas médicas. Esta
cantidad y el procedimiento de administracion pueden adaptarse para
conseguir una eficacia 6ptima y pueden depender de factores tales como peso,
dieta, medicacién concurrente y otros factores, bien conocidos por los expertos
en las técnicas medicas. Los tamafios de la dosis y el régimen de dosificacién
mas apropiados para el uso humano pueden estar guiados por los resultados
obtenidos por la presente invencion y se pueden confirmar en ensayos clinicos
disenados adecuadamente. Los compuestos de la presente invencién pueden
ser particularmente utiles para el tratamiento de seres humanos.

Un protocolo de dosificacion y tratamiento efectivo se puede determinar

2
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por medios convencionales, a partir de una dosis baja en animales de
laboratorio y luego aumentando la dosificacién mientras que se controlan los
efectos y también se varia sistematicamente el régimen de dosificaciones. Se
pueden tomar en consideracién numerosos factores por un trabajador clinico
para determinar una dosis 6ptima para un sujeto dado. Tales consideraciones
son conocidas por los expertos.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera
de los vehiculos farmacéuticos estandares. Los vehiculos farmaceéuticos
estandares para uso terapéutico se conocen bien en la tecnica farmacéutica y
se describen, por ejemplo, en Pharmaceutical Sciences de Remington, Mack
Publishing Co. (AR Gennaro edit. 1985). Por ejemplo, se puede usar solucion
salina estéril y solucién regulada con fosfato a pH ligeramente acido o
fisiologico. Los agentes reguladores del pH pueden ser fosfato, citrato, acetato,
tris(hidroximetillaminometano  (TRIS), acido  N-tris(hidroximetil)metil-3-
aminopropansulfénico (TAPS), bicarbonato de amonio, dietanolamina, histidina,
que es un tampon preferido, arginina, lisina, o acetato o mezclas de los
mismos. El término también abarca cualquier agente listado en la Farmacopea
de los EE.UU. para su uso en animales, incluyendo los seres humanos.

La expresidon “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal de
uno cualquiera de los compuestos de la invencién. Las sales incluyen sales
farmacéuticamente aceptables tales como sales de adicién de acido y sales
basicas. Los ejemplos de sales de adicion de acidos incluyen sales de
clorhidrato, sales de citrato y sales de acetato. Los ejemplos de sales basicas
incluyen sales donde el cation se selecciona a partir de metales alcalinos, tales

como sodio y potasio, metales alcalinotérreos, tales como iones de calcio y
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amonio *N(R®3(R%), donde R® y R* designan de modo independiente alquilo C.
s opcionalmente sustituido, alquenilo C,s opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido. Otros ejemplos
de sales farmacéuticamente aceptables se describen en "Remington
Pharmaceutical Sciences", 17 2 edicion. Ed. Alfonso R. Gennaro (Ed.), Mark
Publishing Company, Easton, PA, EE.UU., 1985 y ediciones mas recientes y en
la Enciclopaedia of Pharmaceutical Technology.

El "tratamiento" es un enfoque para obtener resultados clinicos
beneficiosos o deseados. Para los fines de esta invencion, los resultados
clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitacion, alivio de
sintomas, disminucion del grado de la enfermedad, estado de enfermedad
estabilizado (es decir, no empeoramiento), retraso o lentificacion de la
progresion de la enfermedad, mejora o paliacién del estado de la enfermedad y
remision (ya sea parcial o total), bien detectable o bien indetectable.
"Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.
"Tratamiento” es una intervencion realizada con la intencién de evitar el
desarrollo o alterar la patologia de un trastorno. Por consiguiente, "tratamiento”
se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas en ciertas formas de realizacion. Los que necesitan tratamiento
incluyen los que ya padecen el trastorno, asi como aquellos en los que se
deber evitar el trastorno. Por tratamiento se entiende la inhibicion o reduccion
de un aumento de la patologia o los sintomas (por ejemplo, aumento de peso,
hiperglucemia) en comparacion con la ausencia de tratamiento y no pretende

implicar necesariamente el cese completo de la afeccion relevante.

\).)



10

15

20

25

52

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de dosis
unitarias. En tal forma, la composicién se divide en dosis unitarias que
contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma de dosis
unitaria puede ser una preparacion envasada, el envase contiene cantidades
discretas de las preparaciones, por ejemplo, comprimidos, capsulas y polvos
envasados en viales o ampollas. La forma de dosis unitaria puede ser también
una capsula, sello, o comprimido en si mismo, o puede ser el numero
apropiado de cualquiera de estas formas envasadas. Se puede proporcionar en
forma inyectable de dosis unica, por ejemplo en la forma de una pluma. En
ciertas formas de realizacion, las formas envasadas incluyen una etiqueta o
prospecto con instrucciones de uso. Las composiciones se pueden formular
para cualquier via adecuada y medios de administracion adecuados. Los
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen los usados en
formulaciones adecuadas para administracion oral, rectal, nasal, topica
(incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo subcutanea,
intramuscular, intravenosa, intradérmica y transdermica). Las formulaciones
pueden presentarse convenientemente en forma de dosis unitaria y pueden
prepararse por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica
de la farmacia.

Los modos subcutaneos o transdérmicos de administracion pueden ser
particularmente adecuados para los compuestos descritos en el presente
documento.

Las composiciones de la invencion también pueden estar compuestas
en, o estar unidas a, por ejemplo a traves de interacciones covalentes,

hidrofobas y electrostaticas, un vehiculo de farmaco, sistema de administracion
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de farmacos y sistema de administracion de farmacos avanzado con el fin de
mejorar aun mas la estabilidad del compuesto, aumentar la biodisponibilidad,
incrementar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, conseguir la
cronoterapia bien conocida por los expertos en la técnica y aumentar el
cumplimiento del paciente o cualquier combinacion de los mismos. Los
ejemplos de vehiculos, sistemas de administracion de farmacos y sistemas de
administracion de farmacos avanzados incluyen, pero sin limitacion, polimeros,
por ejemplo celulosa y derivados, polisacaridos, por ejemplo dextrano vy
derivados, almidon y derivados, poli(alcohol vinilico), polimeros de acrilato y
metacrilato, acido polilactico y poliglicélico y copolimeros de bloque de los
mismos, polietilenglicoles, proteinas vehiculo, por ejemplo albimina, geles, por
ejemplo, sistemas termogelificantes, por ejemplo sistemas copoliméricos en
bloque bien conocidos por los expertos en la técnica, micelas, liposomas,
microesferas, nanoparticulas, cristales liquidos y dispersiones de los mismos,
fase L2 y dispersiones de la misma, bien conocidos por los expertos en la
técnica del comportamiento de fase en sistemas lipido-agua, micelas
poliméricas, emulsiones multiples, auto-emulsionantes, auto-

microemulsionantes, ciclodextrinas y derivados de las mismas y dendrimeros.

Terapia de combinaciéon

Un compuesto o composicion de la invencién puede administrarse como
parte de una terapia de combinacién con un agente para el tratamiento de
obesidad, hipertensién, dislipidemia o diabetes.

En tales casos, los dos agentes activos se pueden administrar juntos o

por separado y como parte de la misma formulacion farmaceutica o como

\RY
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formulaciones separadas.

En consecuencia un compuesto o composicién de la invencion también
se puede usaf en combinaciéon con un agente antiobesidad, que incluye pero
sin limitacion agonista del receptor del péptido similar a glucagén 1, péptido YY
o analogo del mismo, antagonista del receptor de cannabinoides 1, inhibidor de
la lipasa, agonista del receptor de melanocortina 4, antagonista del receptor de
la hormona concentradora de melanina 1, fentermina (sola o en combinacién
con topiramato), una combinacién de inhibidor de la recaptacion de
norepinefrina/dopamina y antagonista del receptor opioide (por ejemplo una
combinacion de bupropiona y naltrexona), o un agente serotoninérgico (por
ejemplo, lorcaserina).

Un compuesto o composicion de la invencién se puede usar en
combinacién con un agente antihipertensivo, que incluye pero sin limitacion un
inhibidor de la enzima conversora de angiotensina, bloqueante del receptor de
angiotensina ll, diuréticos, beta-bloqueantes, o bloqueante del canal de calcio.

Un compuesto o composicién de la invencion se puede usar en
combinacion con un agente de dislipidemia, que incluye pero sin limitacién una
estatina, un fibrato, una niacina y/o un inhibidor de la absorcion del colesterol.

Ademas, un compuesto o composicion de la invencion se puede usar en
combinacién con un agente antidiabético, que incluye pero sin limitaciéon una
biguanida (por ejemplo, metformina), una sulfonilurea, una meglitinida o glinida
(por ejemplo, nateglinida), un inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una
glitazona, un agonista de GLP-1 diferente, una insulina o un andlogo de
insulina. En una forma de realizacién preferida, el compuesto o sal de este se

usa en combinacidn con insulina o un analogo de insulina, inhibidor de DPP-IV,
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sulfonilurea o metformina, en particular sulfonilurea o metformina, para lograr el
control glucémico adecuado. Los ejemplos de analogos de insulina incluyen,
pero sin limitacion Lantus, Novorapid, Humalog, Novomix y Actraphane HM,

Levemir y Apidra.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis general de analogos de glucagon

La sintesis de péptidos en fase soélida (SPPS) se realizd en un
sintetizador ayudado por microondas usando la estrategia Fmoc estandar en
NMP sobre una resina de poliestireno (TentaGel S RAM). HATU se us6 como
reactivo de acoplamiento junto con DIPEA como base. Se uso piperidina (20 %
en NMP) para la desproteccion. Pseudoprolinas: se usaron Fmoc-Phe-Thr
(psiMe, Mepro)-OH y Fmoc-Asp-Ser (psiMe, Mepro)-OH (adquirida en
NovaBiochem) cuando correspondia.

Las abreviaturas empleadas son las siguientes:

Boc: terc-butiloxicarbonilo

ivDde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)3-metil-butilo

Dde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-etilo

DCM: diclorometano

DMF: N,N-dimetilformamida

DIPEA: diisopropiletilamina

EDT: 1,2-etanoditiol

EtOH: etanol

Et,O: éter dietilico

HATU: hexafluorofosfato N-éxido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-
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triazol[4,5-b]piridin-1-ilmetileno]-N-metilmetanaminio
MeCN: acetonitrilo
NMP: N-metilpirrolidona
TFA: acido trifluoroacético

TIS: triisopropilsilano

Escision:

El péptido en bruto se escindi6 de la resina por tratamiento con
95/2,5/2,5 % (v/v) de TFA/TIS/agua a temperatura ambiente (r.t) durante 2
horas. La mayor parte del TFA se elimind a presion reducida y el péptido en
bruto se precipitd y se lavé con éter dietilico y se dejo secar hasta peso

constante a temperatura ambiente.

Se sintetizaron los siguientes compuestos:

1 H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([15-carboxi-pentadecanoil]-isoGlu)-
AAHDFVEWLLSA-NH,.

2 H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAAKDFIEWLESA-NH,

3  H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K{([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH;

4  H-H-Acd4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH;

5  H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH;

6  H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH,

7 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH;

8  H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAAHDFIEWLESA-NH2

9  H-H-Acd4c-HGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH,
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10 H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH>

11 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH;

12 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K{[17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
RAKDFIEWLESA-NH;

13 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH;

14  H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFI-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH;

15 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH;

16 H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH;

El analogo de GLP-1 acilado semaglutida también se sintetizo y tiene la

estructura:
H-H-[2-metilo-Ala]-EGTFTSDVSSILEGQAA-K([17-Carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3)-EFIAWLVRGRG-OH.

Ejemplo 2: Ensayos de eficacia del receptor de glucagén y receptor

de GLP-1

El ADNc que codifica bien el receptor de glucagon humano (Glucagon-
R) (nimero de acceso primario P47871) o bien el receptor del péptido 1 similar
a glucagon (GLP-1R) (nimero de acceso primario P43220) se sintetizaron y
clonaron en un vector de expresion de mamifero que contiene un marcador de
resistencia a zeocina.

Los vectores de expresion de mamiferos que codifican el Glucagén-R o
el GLP-1-R se transfectaron en células de ovario de hamster chino (CHO) por
el procedimiento de Attractene. Los clones que se expresan de forma estable

se obtuvieron por seleccién de zeocina (250 pg/ml) después de la dilucion

'y
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limitada de células resistentes a la presion de seleccion. Los clones celulares
que expresan glucagon-R y GLP-1-R se recolectaron, propagaron y analizaron
en los ensaycs de eficacia de glucagon-R y GLP-1-R como se describe a
continuacion. Un clon que expresa glucagén-R y un clon que expresa GLP-1-R
se eligieron para la caracterizacion de los compuestos.

Las células CHO que expresan el Glucagén-R humano, o el GLP-1-R
humano se sembraron 24 horas antes del ensayo en una proporcién de 30000
células por pocillo en placas de microtitulacion de 96 pocillos en cultivo en 100
ul de medio de crecimiento. En el dia del analisis, se elimino el medio de cultivo
y las células se lavaron una vez con 200 ul de tampén de ensayo (tampdn de
Krebs-Ringer-KRBH). El tampén se retiré y las células se incubaron durante 15
min a temperatura ambiente en 10 pl de KRBH (KRBH + 10 mM de HEPES, 5
mM de NaHCO;, 0,1 % (V/V) de BSA) con 0,1 mM de IBMX en agua
desionizada que contiene concentraciones crecientes de péptidos de ensayo.
La reaccion se detuvo mediante la adicién de tampén de lisis (0,1 % pl/v de
BSA, 5 mM de HEPES, 0,3 % v/v de Tween-20). Después de la lisis celular
durante 10 min a temperatura ambiente, los lisados se transfirieron a placas de
384 pocillos y se anadieron 10 pl de mezcla de perlas aceptoras/dadoras como
las contenidas en el kit de ensayo de AMPc funcional AlphaScreen™. Después
de una hora de incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad, el
contenido de AMPc se determiné aplicando el kit de ensayo funcional de AMPc
AlphaScreen™ de Perkin-Elmer de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La ECso y las eficacias relativas en comparacion con los
compuestos de referencia (glucagén y GLP-1) se calcularon aplicando el ajuste

de la curva asistido por computadora. La relacién GLP-1/glucagon se calcula
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como se ha definido anteriormente. Véase la Tabla 1.

Compuesto | EC50 EC50 Relacion de GLP-1/
hGCGR hGLP-1R Glucagon
CHO-K1 [nM] CHO-K1 [nM]

1 0,21 nM 0,38 nM 1,81

2 0,13 nM 1,76 nM 13,54

3 1,48 nM 0,70 nM 0,47

4 0,45 nM 0,70 nM 1,56

S 0,18 nM 0,83 nM 4,61

6 0,44 nM 1,43 nM 3,25

7 10,11 nM 0,97 nM 8,82

8 0,31 nM 0,80 nM 2,58

9 0,07 nM 0,97 nM 13,86

10 1,08 nM 0,41 nM 0,38

11 0,28 nM 0,56 nM 2,00

12 0,07 nM 0,48 nM 6,86

13 0,52 nM 0,33 nM 0,63

14 0,18 nM 0,60 nM 3,33

15 0,92 nM 0,61 nM 0,65

16 0,16 nM 0,53 nM 3,31

Tabla 1

Ejemplo 3: Actividad agonista sobre el receptor de GLP-1 endégeno

La actividad agonista de los compuestos de prueba sobre los receptores
de GLP-1 endogenos se determind usando una linea celular de insulinoma
murino. Se us6 AMPc intracelular un indicador de la activacién del receptor.

Las células se cultivaron durante 24 horas a una densidad de 10.000
células/pocillo en una placa de 384 pocillos. Se retiré el medio y 10 pl de
tampon KRBH (NaCl 130 mM, KCI 3,6 mM, NaH,P0O4 0,5 mM, MgSQO4 0,5 mM,
CaCl, 1,5 mM) que contiene compuesto de ensayo o GLP-1 (en

concentraciones crecientes de 0,1 pM a 100 nM) o control de disolvente (0,1 %
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(viv) de DMSO) se anadieron a los pocillos durante 15 minutos a una
temperatura de 26 °C.

El contenido de AMPc celular se mide usando el kit de ensayo funcional
AMPc AlphaScreen (Perkin Elmer). La medicion se realizé usando el Envision
(PerkinElmer) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los resultados se convirtieron en concentraciones de AMPc usando una
curva estandar de AMPc preparada en tampén KRBH que contiene 0,1 % (v/v)
de DMSO. Las curvas de AMPc resultantes se representaron en graficas como
concentraciones absolutas de AMPc (NM) respecto del log (concentracion de
compuesto de ensayo) y se analizaron mediante el programa de ajuste de la
curva XLfit.

Los parametros calculados para describir tanto la potencia como la
actividad agonista de cada compuesto de prueba en los receptores de GLP-1
endogenos fueron:

pCES0 (valor logaritmico negativo de EC50, una concentracion que
resulta en la mitad de la elevacion maxima de los niveles de AMPc, lo que
refleja la potencia del compuesto de ensayo);

Porcentaje de control (CTL %) (% de elevacion de AMPc para cada
concentracion de compuesto de ensayo normalizado sobre la base de la

respuesta de AMPc maxima inducida por GLP-1 ( %CTL 100)). Véase Tabla 2.

Compuesto EC50 [nM]
0,60 nM
0,69 nM
0,15 nM
0,40 nM
0,65 nM

AWM =

§2
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6 0,54 nM
4 0,47 nM
8 0,36 nM
9 0,84 nM
10 0,60 nM
11 0,72 nM
12 0,81 nM
13 0,37 nM
14 0,38 nM
15 0,25 nM
16 0,34 nM

Tabla 2.

Ejemplo 4: Actividad aqonista sobre el receptor de glucagén

endégeno

La actividad agonista de los compuestos de ensayo sobre el receptor de
glucagén endogeno se determiné midiendo su efecto sobre la tasa de sintesis
de glucdgeno en los hepatocitos primarios de rata. Despues de la activacion del
receptor de glucagén, se espera una inhibicién de la velocidad de sintesis de
glucdgeno. Se determiné la velocidad de sintesis de glucégeno mediante el
recuento de la cantidad de glucosa marcada radiactivamente incorporada en
las reservas de glucdgeno celulares en un periodo de tiempo definido.

Los hepatocitos primarios de rata se cultivaron a una densidad de
40.000 células/pocillo en una placa de 24 pocillos durante 24 horas a 37 °C y
COz al 5 %.

El medio se desechd y las células se lavaron con PBS. Luego se
afiadieron 180 pl de tampoén basado en KRBH que contiene 0,1 % de BSA y
glucosa a una concentracion de 22,5 mM a los pocillos, seguido del compuesto

de ensayo y 40 pCi/ml de glucosa D-[U14C] (20 pl cada uno). Se continué la
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incubacion durante 3 horas.

Al final del periodo de incubacion, se aspird el tampon de incubacion y
las células se lavaron una vez con PBS enfriado en hielo antes de la lisis por
incubacion durante 30 min a temperatura ambiente con 100 pl de 1 mol/l de
NaOH.

Los lisados celulares se transfirieron a placas de filtro de 96 pocillos y el
glucdgeno precipité mediante la incubacién de las placas de filtro durante 120
min a 4 ° C seguido por lavado de las placas de filtro 4 veces con etanol
enfriado con hielo (70 %). Los precipitados resultantes se filtraron a sequedad y
la cantidad de "C-glucosa incorporada se determiné usando un contador de
centelleo Topcount de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los pocillos con controles de vehiculo (0,1 % (v/v) de DMSO en tampon
KRBH) se incluyeron como referencia para la sintesis de glucégeno no inhibido
(CTL al 100 %). Los pocillos sin adicion de D-[U'*C] glucosa se incluyeron
como controles para la sefal de fondo no especifica (se sustraen de todos los
valores). Se uso el péptido glucagon endégeno como control positivo.

Todos los tratamientos se realizaron al menos por duplicado.

Los parametros calculados para describir la potencia, asi como la
actividad agonista de cada compuesto de prueba en el receptor de glucagon
endogeno son pCES0y % CTL.

% CTL se determina mediante el calculo del porcentaje de CPM/pocillo
en presencia del compuesto de ensayo en comparacion con CPM/pocillo del

control del vehiculo después de restar el CPM de fondo/pocillo:

[CPM/pocillo(basal) - CPM/pocillo(muestra)]* 100/[CPM/pocillo(basal) -



10

63

CPM/pocillo(control)]

Un activador del receptor de glucagon producira una inhibicién de la tasa
de sintesis de glucégeno y dara valores de % de CTL entre 0 % de CTL
(inhibicion completa) y 100 % de CTL (sin inhibicién observable).

Las curvas de actividad resultantes se representaron en graficas como
recuentos absolutos (unidad: cpm/muestra) respecto del log (concentracién del
compuesto de ensayo) y se analizaron usando el programa de ajuste de la
curva XLfit.

pCEsy (valor logaritmico negativo de ECsg) refleja la potencia del

compuesto de ensayo.

Compuesto ECso [nM]
1 0,85 nM
2 0,11 nM
S 0,94 nM
4 1,79 nM
o 0,21 nM
6 0,80 nM
g 0,34 nM
8 0,29 nM
9 0,11 nM
10 1,53 nM
11 0,95 nM
12 0,45 nM
13 0,43 nM
14 0,19 nM
156 3,63 nM
16 0,19 nM

Tabla 3.

Los términos ECsq y pECsg citados en relacion con la activacion de GLP-
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1R se pueden considerar igualmente como ICsy y plCso en relacién con la

sintesis de glucdgeno.

Ejemplo 5: Estimacion de los parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos de los compuestos de prueba se
determinaron despues de la administracion intravenosa a ratas Han/Wistar. El
analogo GLP-1 acilado semaglutida también fue analizado para fines
comparativos.

Las ratas Wistar macho se obtuvieron de Charles River (Alemania) con
un peso aproximado de 180 a 210 g en el momento de la llegada a la
instalacion de ensayo. Las ratas se enjaularon en las jaulas de rata estandares
europeas tipo IV con un ciclo de luz de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Durante el estudio, las ratas se alojaron en jaulas de ratas
estandares de tipo lil. Se administraron la dieta Altromin 1324 (Altromin,
Alemania) y agua ad libitum durante todo el periodo experimental. Los animales
se alojaron en la instalacién de ensayo durante al menos 4 dias a fin de
asegurar una adecuada aclimatacioén.

Los compuestos se disolvieron primero en amoniaco acuoso al 0,1 % a
una concentracion nominal de 2 mg/ml y a continuacién se diluyeron a la
concentracion de dosis deseada (10 uM) en PBS estéril que contiene 25 mM
de tampon fosfato, pH 7,4. Las inyecciones intravenosas correspondientes a 20
nmol/kg se administraron a través de una vena lateral de la cola.

Las muestras de sangre (200 pl) se recolectaron desde el plexc
periorbital en puntos temporales 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 32 y 48 h

después de la dosificaciéon en tubos de K;EDTA y se centrifugaron durante 5

46
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minutos a 4 °C en 20 minutos de muestreo. Las muestras de plasma (>100 pl)
se transfirieron a placas de 96 pocillos de PCR, se congelaron inmediatamente
y se mantuvieron a -20 °C hasta que se analizaron para determinar la
concentracion de plasma para el compuesto de GLP-1-glucagon respectivo
5 usando CL-EM/EM. Los perfiles de concentracién-tiempo en plasma individual
se analizaron mediante un enfoque no compartimental usando ToxKin™
version 3.2 (Unilog Servicios TI) y se determinaron los parametros

farmacocinéticos resultantes. Véase Tabla 4.

Depuracién | Semivida Tiempo de
Corpuesio (mlf‘)minfkg) terminal (h) residepncia medio (h)
2 0,11 9,1 13,6
3 0,056 . 234 28,7
4 0,11 13,7 17.6
Semaglutida 0,10 9,0 11,4

10 Tabla 4.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la formula:

R'-P'.P%R?

en el que

R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;

R? es OH o NHy;

P' es un péptido que tiene la secuencia:

H-X2-X3-GTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA

en el que:

X2 se selecciona de Aib, Ala, D-Ala, Ser, N-Me-Ser, Ac3c, Ac4c y Ac5c;

X3 se selecciona de GIn e His;

P? est4 ausente o es una secuencia de 1-20 unidades de aminoacidos
seleccionados de modo independiente del grupo que consiste en Ala, Leu, Ser,
Thr, Tyr, Cys, Glu, Lys, Arg, Dbu, Dpry Orn;

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables;

Y es un residuo de Lys, Arg, Orn o Cys en el que la cadena lateral esta
conjugada a un sustituyente que tiene la formula —Z-2":

-Z" es una cadena grasa que tiene un grupo polar en un extremo de la
cadena y una conexién a Z%, —X— en el extremo de la cadena distal del grupo
polar,

en el que el grupo polar comprende un grupo &cido carboxilico o un
bioiséstero del acido carboxilico, un acido fosfénico o un acido sulfénico;

y —X—es un enlace, -CO—, —-SO-, 0 =SO,~;

~Z°— es un espaciador de férmula:
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i—JrY—V—Xﬁ

en el que:

cada Y es de modo independiente -NH, -NR, -S o0 -O, donde R es

, un grupo protector o forma una union con otra parte del espaciador -

cada X es de modo independiente un enlace, CO-, SO—, 0 SO2—;
con la condicion de que cuando Y es —S, X es un enlace;

cada V es de modo independiente un resto organico bivalente que une Y

ynes 1-10;
o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 donde P! tiene

la secuencia:

X28-A

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2 que es:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSWAAHDFVEWLLSA-NH;

4. Un compuesto que tiene la férmula:

R'-P'-P2.R?

en el que

R" es H, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R* es OH o NH;;

P' es un péptido que tiene la secuencia:

His-X2-X3-GTFTSDYSKYL-X15-X16-X17-X18-A-X20-DFI-X24-WLE-

en el que:
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X2 se selecciona de Aib, Ac3c, Ac4dc y Acbc;

X3 se selecciona de GIn e His;

X15 se selecciona de Asp y Glu;

X16 se selecciona de Gluy W;

X17 se selecciona de Arg y W,

X18 se selecciona de Ala y Arg;

X20 se selecciona de Lys e His;

X24 se selecciona de Glu y W;

X28 se selecciona de Sery WV,

y P? esta ausente o es una secuencia de 1-20 unidades de aminoéacidos
seleccionados de modo independiente del grupo que consiste en Ala, Leu, Ser,
Thr, Tyr, Cys, Glu, Lys, Arg, Dbu, Dpry Orn;

donde el compuesto contiene un y solo un ¥

y donde dicho W es un residuo de Lys, Arg, Orn o Cys en el que la
cadena lateral esta conjugada con un sustituyente que tiene la férmula -2°Z";

~Z' es una cadena grasa que tiene un grupo polar en un extremo de la
cadena y una conexion a Z2, —X— en el extremo de la cadena distal del grupo
polar,

en el que el grupo polar comprende un grupo acido carboxilico o un
bioiséstero de acido carboxilico, un acido fosfénico o un acido sulfénico;

y —X— es un enlace, —-CO-, —=SO—, 0 =SO»—;

~Z%- es un espaciador de formula:

:—PYHV—XH

en el que:
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cada Y es de modo independiente —NH, -NR, =S 0 -0, donde R es

alquilo, un grupo protector o forma una unién con otra parte del espaciador V.o

cada X es de modo independiente un enlace, CO—, SO-, 0 SO2—;
con la condicion de que cuando Y es =S, X es un enlace;

cada V es de modo independiente un resto organico bivalente que une Y

ynes 1-10;

o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.
5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que:
X2 se selecciona de Aib y Ac4c;

X3 es Gin;

X15 se selecciona de Asp y Glu;

X16 es ¥,

X17 es Arg;

X18 es Ala;

X20 se selecciona de Lys e His;

X24 es Glu;

X28 es Ser.

8 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4 o la

reivindicaciéon 5 en el que:

X2 es Acdc y X20 es Lys;
X2 es Aib y X20 es His.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 4 a 6 en el que

X2 esAibsiX15esE: o
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X15 es D si X2 es Ac4c.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7 en el que P’ tiene una secuencia seleccionada de:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA y

H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAHDFIEWLESA.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8 que se
selecciona de:

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH,

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH,

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAKDFIEWLESA-NH;

H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDWRAAKDFIEWLESA-NH; y

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLEWRAAHDFIEWLESA-NH,.

10.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que:

X2 se selecciona de Aib y Ac4c;

X3 se selecciona de Gin e His;

X15 es Asp;

X16 es Glu,

X17 se selecciona de Arg y W;

X18 se selecciona de Ala y Arg;

X20 es Lys;

X24 se selecciona de Glu y W;

X28 se selecciona de Sery W.
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11.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que,
cuando X28 es W, X2 es Ac4c.
12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10 en el que,
cuando X3 es His, X2 es Ac4cy X17 es W.
13.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que =X
tiene una secuencia seleccionada de:
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA
H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWYWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIWWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLEWA y
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLEWA.
14.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 13 que se
selecciona de:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDEWRAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIWWLESA-NH,
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H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIWYWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLEWA-NH; y
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLEYWA-NH,.

15. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las

5 reivindicaciones 1 a 14 en el que —Z' es un grupo acilo de férmula:

A-B-Alg—(CO)-

0 un grupo sulfonilo de férmula:

A-B-Alg—(SO,)-;

A es —COOH o un bioiséstero de acido carboxilico;

10 B es un enlace, arileno Cs 0 arileno Cg—0—;

Algq es una cadena grasa saturada o insaturada de 6 a 18 atomos de
carbono de longitud, opcionalmente sustituida con uno o varios sustituyentes
seleccionados de fluoro, alquilo Ci4, trifluorometilo, hidroximetilo, amino,
hidroxilo, alcoxi C4, 0xo y carboxilo;

15 —Z%- es —Sa—, —Sp-Sp—, 0 —Sp—Sa-;

—Sa— es un residuo de aminoacido unico seleccionado de y-Glu, a-Glu,
a-Asp, B-Asp, Ala, B-Ala (acido 3-aminopropanoico) y Gaba (acido 4-
aminobutanoico);

—Sg— es un engarce de férmula general:

e

en la que n es 1-10 y cada Py se selecciona de modo independiente de
P'y Py,

20

cada Py' es de modo independiente un residuo de aminoacido natural o
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no natural; y

cada Py" es de modo independiente un residuo de férmula general:
O

Ao

enlaguemes0-5ypes1,3,405.

16. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 en el que Z'-Z? se selecciona de:

(i) [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3;

(iiy [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu

(iii) [13-Carboxi-tridecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3;

(iv) [Carboxifenoxinonanoill-isoGlu-Peg3-Peg3;

(v) [13-Carboxi-tridecanoil]-isoGlu-Peg4-Peg4;

(vi) [17-Carboxi-heptadecanoil]-Peg3-Peg3-isoGlu,

(vii) [17-Carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG; y

(viii) [17-Carboxi-heptadecanoil]-AA-Peg3-Peg3.

17.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que P1
tiene la secuencia:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([15-carboxi-pentadecanoil]-isoGlu)-
AAHDFVEWLLSA.

18.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 17 que es:

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([15-carboxi-pentadecanoil]-isoGlu)-
AAHDFVEWLLSA-NH,.

19. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7 en el que Z>-Z' es [17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-

Peg3-Peg3 o [17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG.
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20. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 o la
reivindicacion 12 en el que, cuando X17 es W, Z?Z' es [17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-Peg3 o [17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu.

21.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10 o la
reivindicacion 11 en el que, cuando X24 o X28 es W, 7?Z' es [17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG.

22.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8 en el que P'
tiene una secuencia seleccionada de:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA

H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA

H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA y

H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAAHDFIEWLESA.

23. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 22 que se
selecciona de:

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAAKDFIEWLESA-NH,

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH;

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
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GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLD-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
GSGSGG)-RAAKDFIEWLESA-NH, y
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAAHDFIEWLESA-NH2.
24.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que P’
tiene una secuencia seleccionada de:
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA
H-Acdc-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAKDFIEWLESA
H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-Peg3-
Peg3)-RAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
RAKDFIEWLESA H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA
H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A y
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
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heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH,.
25.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 24 que se
selecciona de:
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-HGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu-
Peg3-Peg3)-RAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
AAKDFIEWLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDE-K([17-carboxi-heptadecanoil]-isoGlu)-
RAKDFIEWLESA-NH;
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K({[17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH,
H-H-Acd4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFI-K([17-carboxi-heptadecanoil]-
isoGlu-GSGSGG)-WLESA-NH,
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERAAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH, y
H-H-Ac4c-QGTFTSDYSKYLDERRAKDFIEWLE-K([17-carboxi-
heptadecanoil]-isoGlu-GSGSGG)-A-NH:
26.  Una composicion que comprende un compuesto de acuerdo con

una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en combinacién con un
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vehiculo.

27. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 26 en la que la
composicion es una composicion farmacéutica y el vehiculo es un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

28. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 para usar en un procedimiento de tratamiento médico.

29. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 para usar en un procedimiento para impedir el aumento
de peso o para promover la pérdida de peso en un individuo que lo necesita.

30. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 para usar en un procedimiento para reducir los niveles
de LDL circulantes y/o para aumentar la relacion HDL/LDL en un individuo que
lo necesita.

31.  Un compuesto de acuerdo con wuna cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 para usar en un procedimiento de tratamiento de una
afeccion causada o caracterizada por exceso de peso corporal.

32. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 para usar en un procedimiento de prevencion o
tratamiento de obesidad, obesidad moérbida, obesidad mérbida antes de la
cirugia, inflamacion ligada a la obesidad, enfermedad de la vesicula biliar ligada
a la obesidad, apnea del suefo inducida por la obesidad, diabetes, sindrome
metabdlico, hipertension,  dislipidemia  aterogénica, aterosclerosis,
arteriosclerosis, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad arterial periférica,
accidente cerebrovascular o enfermedad microvascular.

33.  Un compuesto para usar de acuerdo con una cualquiera de las

—53
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reivindicaciones 29 a 32 en el que el compuesto se administra como parte de
una terapia de combinacion junto con un agente para el tratamiento de
diabetes, obesidad, dislipidemia o hipertension.

34.  Un compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 33 en el
que el agente para el tratamiento de diabetes es una biguanida (por ejemplo,
metformina), una sulfonilurea, una meglitinida o una glinida (por ejemplo,
nateglinida), un inhibidor de DPP-IV, un inhibidor de SGLT2, una glitazona, un
agonista de GLP-1 diferente, una insulina o un analogo de insulina.

35.  Un compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 33, en
el que el agente para el tratamiento de la obesidad es un agonista del receptor
del péptido tipo glucagén 1, un agonista del receptor de péptido YY o analogo
de este, un antagonista del receptor de cannabinoides 1, un inhibidor de la
lipasa, un agonista del receptor de melanocortina 4, un antagonista del receptor
de la hormona concentradora de melanina 1, una fentermina, una combinacion
de inhibidor de la recaptacion de norepinefrina/dopamina y un antagonista del
receptor de opioides (por ejemplo, una combinacion de fentermina vy
topiramato), una combinacién de bupropiona y naltrexona, o un agente
serotoninérgico.

36. Un compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 33 en el
que el agente para el tratamiento de hipertension es un inhibidor de la enzima
conversora de angiotensina, bloqueante del receptor de angiotensina Il
diurético, beta-bloqueante o bloqueante del canal de calcio.

37.  Un compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 33 en el
que el agente para el tratamiento de dislipidemia es una estatina, un fibrato,

una niacina y/o un inhibidor de la absorcién del colesterol.
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38.  Un kit terapéutico que comprende un compuesto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 o una composicion de acuerdo con las
reivindicaciones 26 o 27.

39. Un procedimiento de sintesis de un compuesto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

40. Un procedimiento para producir un compuesto de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, comprendiendo el procedimiento
expresar una secuencia peptidica del precursor de una construccion de acido
nucleico que codifica el péptido precursor, recuperar el producto de expresion y
modificar el péptido precursor para producir un compuesto de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

41. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 40 que
comprende modificar el péptido precursor para introducir el sustituyente en el

residuo W.
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RESUMEN
ANALOGOS DE GLUCAGON ACILADOS

La invencién proporciona materiales y procedimientos para el
tratamiento de la obesidad y del exceso de peso, diabetes y otros trastornos
metabdlicos asociados. En particular, la invencion proporciona nuevos péptidos
analogos de glucagén acilados efectivos en tales procedimientos. Los péptidos
pueden mediar su efecto al tener mayor selectividad para el receptor de GLP-1

en comparacioén con el glucagdn humano.
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